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RESUMEN

El crecimiento intrauterino es un proceso dindmico que se encuentra
condicionado tanto por factores genéticos como ambientales (epigenéticos). Si bien
durante los primeros estadios de la vida embrionaria priman los primeros, estos
comienzan rapidamente a ser condicionados por los segundos, principalmente a partir de
la implantacion de la placenta. Cuando el crecimiento intrauterino se encuentra
restringido, una de las consecuencias es el retardo prenatal de crecimiento (RPC),
término genérico que engloba a todos los recién nacidos cuyo peso o longitud se
encuentra por debajo del percentilo 10 para su edad gestacional. Un tercio de estos
casos estan determinados por factores genéticos y dos tercios por factores ambientales,
siendo la insuficiencia uteroplacentaria la de mayor prevalencia. Es ademds una de las
causas mas frecuentes de morbi-mortalidad perinatal y se ha asociado en la vida
postnatal con baja talla adulta, modificacién de proporciones corporales y alteraciones
metabolicas con gravedad dependiente del sexo.

Los organismos con RPC pueden recuperar su tamafio corporal a través de un
periodo de aceleracion del crecimiento (crecimiento compensatorio). Sin embargo este
mecanismo puede limitarse cuando el factor que provocoé el retraso en el crecimiento,
por ejemplo la desnutricion, opera durante la gestacion y lactancia. El crecimiento
compensatorio de los nifios con RPC es escasamente predecible y aproximadamente
entre el 10 y 30% no presentan crecimiento compensatorio postnatal, resultando en
adultos con talla baja.

La terapia con GH es considerada como un tratamiento eficaz para normalizar la
talla baja en nifios nacidos pequefios para su edad gestacional, sin embargo no es seguro
que la misma restaure la alometria normal de crecimiento. Sumado a esto, el papel de
los esteroides sexuales en el control sistémico del crecimiento es controvertido. Parte
de la actividad de la GH se encuentra intimamente vinculada a las hormonas sexuales.
No se cuenta aun con informacion suficiente sobre la accion de la GH y su relacion con
las hormonas sexuales (androgenos y estrogenos) frente al retardo prenatal del
crecimiento y su eventual recuperacion. Consecuentemente, se hace necesario efectuar
investigaciones longitudinales controladas que permitan obtenerla.

El presente trabajo pone a prueba la hipdtesis de nulidad: La recuperacion del
crecimiento postnatal en individuos con retardo prenatal del crecimiento no es mediada

por las hormonas de crecimiento y sexuales. Su rechazo conducird a la necesidad de



evaluar la accion especifica de dichas hormonas en el proceso de diferenciacion
ponderal y morfologica.

El objetivo general es analizar el crecimiento postnatal ponderal y esquelético y
la maduracion osea de ratas con retardo prenatal del crecimiento y las modificaciones
inducidas por tratamientos hormonales especificos (hormona de crecimiento y
hormonas sexuales). Los objetivos especificos consisten en determinar: 1) los cambios
del crecimiento ponderal y esquelético craneofacial, axial y apendicular ocurridos
durante el periodo de lactancia y postlactancia en ratas normonutridas sometidas
experimentalmente a RPC, 2) los mecanismos actuantes en el RPC y su recuperacion
postnatal y 3) la accion de las hormonas de crecimiento y sexuales sobre el crecimiento
y la maduracion osea postnatal en substrato de RPC.

El objetivo especifico 1) muestra el patréon de crecimiento postnatal control y
RPC. El 2) permite evaluar la presencia o ausencia de un crecimiento compensatorio en
RPC y por tultimo el objetivo 3) es indicador de la accion especifica que ejercen las
hormonas de crecimiento y sexuales (androgenos y estrogenos) en la modulacion del
crecimiento y la maduracion postnatal luego del efecto del RPC.

La muestra se integré con Ratas “Wistar” endocruzadas del bioterio del Centro
de Investigaciones en Genética Basica y Aplicada (CIGEBA), que fueron colocadas en
apareo. El inicio de la prefiez se determind por la presencia de espermatozoides en el
examen exfoliativo vaginal. Las hembras prefadas fueron separadas en cajas
individuales, recibiendo dieta “stock” y agua ad libitum. Las crias constituyeron los
siguientes grupos experimentales:

- Control (machos y hembras): Animales sin tratamiento quirargico u hormonal.

- RPC (machos y hembras): Animales a cuyas madres se les realiz6 obstruccion parcial
de las arterias uterinas el dia 14 de gestacion, mediante laparotomia abdominal bajo
anestesia, con retraccion de ambos cuernos uterinos y ligamiento simple con
compresion parcial en el extremo inferior de cada arteria. Los cuernos uterinos fueron
vueltos a la cavidad abdominal y se procedio a suturar por planos.

Al nacimiento, las crias con RPC fueron aleatoriamente subdivididas en los
siguientes subgrupos: 1) RPC: animales con retardo prenatal de crecimiento sin
tratamiento hormonal y/o quirargico, 2) RPC+GH: Animales con retardo prenatal de
crecimiento e inyectados subcutdneamente con GH (Genotropin®) en dosis de 3.0
mg/kg/dia partir de los 21 y hasta los 60 dias de edad, 3) RPC+Ca: crias

orquidectomizadas y ooforectomizadas, 4) RPC+Ca+GH: crias orquidectomizadas y



ooforectomizadas, tratadas con GH, 5) RPC+Te: crias machos tratadas con testosterona
(Testoviron Depot®, Schering) en dosis de 0.01mg/g/dia y 6) RPC+Es: crias hembras
tratadas con estradiol (Progynon Depot, Shering) en dosis de 0.001mg/g/dia.

Todos los animales recibieron dieta “stock” ad libitum y semanalmente se
registrd el peso y el consumo alimentario. Se obtuvieron placas radiograficas a los 1,
21, 42, 63 y 84 dias de edad, en las cuales se midieron longitud, ancho y altura del
neuro y del esplacnocraneo, longitud de la columna vertebral, longitud pélvica, anchos
pélvico superior, medio e inferior, ancho y longitud humeral, femoral y tibial. Para el
analisis de maduracion osea se evalud longitudinalmente (a los 1, 21, 42, 63 y 84 dias
de edad) el espesor del cartilago tibial sobre cada Rx, asumiendo tres niveles diferentes
de madurez 6sea. Los datos métricos fueron analizados por prueba de bondad de ajuste
de Kolmogorov Smirnov, andlisis de la varianza, prueba de rango multiple, diferencia
minima significante, correlacion simple y multiple, analisis discriminante y analisis de
componentes principales. Los datos de maduracion d6sea fueron analizados por el
método de Chi’ y correlacion de Spearman.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la disminucién del flujo
sanguineo materno-fetal en el ultimo tercio de la gestacion modifica, al nacimiento, el
crecimiento ponderal, craneofacial, axial y apendicular. Los cambios producidos
conducen a retardo prenatal de crecimiento como consecuencia en la reduccion
diferencial de las dimensiones oseas —modificacion en el crecimiento alométrico-,
presentando ademas, variabilidad de acuerdo al sexo —modificacion del dimorfismo-.

El impacto de las adaptaciones fetales a un ambiente uterino desfavorable resulta
critico tanto en las respuestas inmediatas como en aquellas que perduran o se
manifiestan a largo plazo. De esta forma, el retardo del crecimiento ponderal persiste en
los machos hasta la edad adulta, mientras que las hembras presentan crecimiento
compensatorio incompleto. A nivel craneofacial, las modificaciones en el crecimiento
también se manifiestan sexualmente diferentes, puesto que el retardo continta en las
hembras hasta la adultez y en los machos hay recuperacion parcial a nivel del
esplacnocraneo a partir de los 42 dias de edad.

Los cambios observados en el crecimiento alométrico, sin asociacidon con
modificaciones madurativas dseas, evidencian que la rehabilitacion nutricional durante
la lactancia y postlactancia es insuficiente para revertir los efectos de la reduccion del

flujo sanguineo uteroplacentario sobre el crecimiento fetal.



La accion especifica que ejerce la hormona de crecimiento en la modulacion del
crecimiento potsnatal luego del efecto del RPC indica que existe: a)- respuesta
dimérfica a la terapia con GH en animales con RPC respecto a la ganancia de peso
corporal siendo escasa o nula en machos y efectiva en hembras, b)- recuperacion del
tamafio y la forma corporal con crecimiento compensatorio armonico y completo en
hembras (como consecuencia de la aceleracion en la maduracion 6sea) e incompleto en
machos, c)- crecimiento diferencial en ambos componentes mayores: recuperacion en el
neurocrdneo y respuesta en mosaico en el esplacnocrdneo y d)- crecimiento
postcraneano compensatorio, completo en hembras e incompleto en machos.

Las hormonas sexuales presentan accion modular sobre el crecimiento, la cual es
dependiente a la naturaleza androgénica o estrogénica y a su vez diferente a la
producida por GH. La testosterona en machos con RPC provoca modificacion
alométrica por efecto de la estimulacion diferencial del crecimiento sobre los huesos
largos. El estradiol en hembras RPC induce inhibicion armonica del crecimiento,
afectando el tamafio final y no la forma. Ambas hormonas y en ambos sexos, inducen
aceleracion madurativa, siendo en hembras mayor que en machos.

La ausencia de testosterona afecta severamente el crecimiento en los machos con
impacto inhibitorio diferencial sobre variables craneanas y postcraneanas. La ausencia
de estrogenos en hembras, por el contrario, estimula el crecimiento de la mayoria de las
variables craneanas y algunas dimensiones de los huesos largos como el ancho femoral
y las longitudes humeral y tibial.

Se observa programacién temprana por exposicion a las hormonas sexuales,
principalmente la testosterona, con efecto sobre el eje somatotropico por cuanto su
ausencia inhibe la ganancia de peso corporal de modo tal que la administracion de GH
no permite lograr crecimiento compensatorio. Contrariamente, la ausencia de estrogenos
en hembras, promueve el catch-up en peso corporal. Este crecimiento compensatorio
comienza tempranamente en presencia de GH, pero su efecto se anula una vez que el
tratamiento ha finalizado.

Los animales castrados con o sin terapia de GH consumen relativamente mas
alimento, sugiriendo la ausencia de un efecto anabdlico de las hormonas esteroides en
este modelo.

Los resultados hallados se encuentran en concordancia con la hipotesis de
estimulacion del cartilago de crecimiento por aromatizacion periférica a estradiol, el

“paradigma de Utah”, la hipotesis del origen fetal o “hipotesis de Barker” con efecto



tardio diferencial en los sexos y el postulado de Tanner de la mejor canalizacion
femenina, mostrando la importancia de la perspectiva epigenética en la comprension de

los procesos adaptativos.



SUMMARY

Intrauterine growth is a dynamic process that is affected by the genetic program as
well as by environmental conditions (eschatogenetics). Even though during the first stages of
embryonic life the former dominates the genetic input soon begins to be conditioned by the
latter, mainly from the beginning of placental implantation. When intrauterine growth
becomes restricted, one of the more extreme consequences is the slowing of prenatal growth:
thus, intrauterine-growth retardation (IUGR) is a generic term that encompasses all those
neonates whose weight or length is found to be below its percentile for their particular
gestational age. A third of these cases of IUGR result from genetic determinants, while the
remaining two-thirds arise from the influence of environmental circumstances, with the
uteroplacental insufficiency being of the greatest prevalence. In addition, these extragenetic
influences are one of the most frequent causes of perinatal morbidity-mortality and have been
correlated with a low height in adults as well—with these modifications in body proportions
and metabolic alterations occurring with a severity depending on sex.

Organisms affected by IUGR can, however, recover their normal body size through a
period of growth acceleration, referred to as compensatory growth. Nevertheless, this
recovery mechanism can be limited when the influence that provoked the growth retardation
(e. g., undernourishment) operated during both gestation and lactation. In the last analysis,
compensatory growth in such children is scarcely predictable, so that in approximately 10 —
30% of the cases this postnatal response does not occur, and they thus develop into adults of
short stature.

Although postnatal therapy with somatotropin, or growth hormone (GH), is
considered an effective treatment for normalizing the low stature in children born undersize
for their gestational age, nevertheless this intervention provides no guarantee of restoring
normal growth halometry. In addition to these considerations, the role of sex steroids in the
systemic control of growth is debatable. Although part of the action of GH is closely
involved with the activity of the sex hormones (i. e., androgens and estrogens), no
information is as yet available concerning the action of GH and its relationship to the sex
hormones within the context of IUGR and subsequent compensatory growth. As a
consequence, controlled longitudinal investigations are needed to elucidate this issue.

The present work puts to the test the following null hypothesis: Postnatal

compensatory growth in individuals with IUGR is not mediated by GH or sex hormones.



The general objective is: to analyze postnatal growth in terms of body weight, skeletal
size, and bone maturation in rats with IUGR and look for modifications in these parameters
induced by treatment with specific hormones—namely, GH, androgens, or estrogens. The
specific objectives consist in determining: (1) the changes in body-weight and skeletal
(craneofacial, axial, appendicular) growth occurring during lactation and postlactation in
normonourished rats submitted experimentally to IUGR, (2) the mechanisms operating in
IUGR and its postnatal recovery, and (3) the effect of GH and the sex hormones on postnatal
growth and bone maturation within the experimental context of [UGR.

The first specific objective, (1), shows the pattern of postnatal growth in the control
and IUGR animals; the second, (2), permits an evaluation of the presence or absence of
compensatory growth in the rats with [UGR; while the final one, (3), is an indicator of the
specific action exerted by GH and the sex hormones in modifying postnatal growth and
maturation after the effects of [UGR have taken place.

The experimental animals—Wistar-strain rats inbred in the vivarium of the Centro de
Investigaciones en Genética Basica y Aplicada (CIGEBA)—were caged in male-female
pairs. The initiation of pregnancy was determined by the presence of spermatozoa in a
vaginal smear. The pregnant females were then separated into individual cages and given
access to standard rat chow and water ad libitum. The litters consisted in the following
experimental; groups:

Controls (males and females): animals without surgical or hormonal treatment.

IUGR (males and females): animals whose mothers received a partial obstruction of
the uterine arteries on day 14 of gestation after laparotomy under anesthesia—involving
withdrawal of both branches of the uterus, simple ligation by partial compression of the
lower end of each artery, return of the branches to the abdominal cavity, and suturing-up of
the incision by planes.

Upon birth, the litters with [TUGR were randomly divided into the following
subgroups:

(1) IUGR: IUGR animals without hormonal and/or surgical treatment

(2) IUGR + GH: IUGR animals injected s. c. with GH (Genotropin®) at 3 mg/g/day
from 21 to 60 days of age

(3) IUGR + Csn: IUGR- animals orchiectomized and oophorectomized

(4) IUGR + Csn + GH: IUGR- animals orchiectomized and oophorectomized. Both
sexes treated with GH.



(5) IUGR + TTN: IUGR- male animals treated with testosterone (Testoviron Depot®,
Schering) at 0.01 mg/g/day from 21 to 60 days of age

(6) IUGR + ESD: IUGR- female animals treated with estradiol (Progynon Depot®,
Schering) at 0.001 mg/g/day |from 21 to 60 days of age

All animals received standard rat chow ad libitum and were weighed and their food
consumption monitored weekly. Radiographs were obtained at 1, 21, 42, 63, and 84 days of
age, in which images the dimensions of the following bones were measured: the length,
width, and height of the neuro- and splanchnocranium; the length of the vertebral column;
the pelvic length and upper, middle, and lower pelvic width; and the lengths of the humerus,
femur, and tibia. For the analysis of bone maturation, the thickness of the tibial cartilage was
evaluated longitudinally (at 1, 21, 42, 63, and 84 days of age) on each radiogram, assuming
three different levels of bone maturity. The measurement data were analyzed by the
Kolmogorov Smirnov test; analysis of variance; the multiple-range, minimal-significant-
difference, and simple- and multiple-correlation tests; discriminant analysis; and principal-
component analysis. The data on bone maturation were analyzed by the Chi method and the
Spearman correlation.

The results obtained show that the reduction in maternal-fetal blood flow introduced
during the last trimester of gestation modified, at birth, the body-weight and skeletal
(craneofacial, axial, appendicular) growth of the offspring. The changes produced cause
IUGR as determined by the differential reduction of the bone dimensions—allometric growth
modification—and the variability between sexes—modification in dimorphism.

The impact of the fetal adaptations to an unfavorable uterine environment prove to be
critical not only in the immediate responses but also in the changes that either continue or
become manifest in the long term. Thus, the retardation in body-weight gain persists in the
males up to adulthood, while the females evince an incomplete compensatory growth. With
respect to craneofacial characteristics, the growth modifications also manifested sex-related
differences, given that the retardation continued in the females up to adulthood, while in the
males there occurred a partial recovery at the level of the splanchnocranium from 42 days of
age on.

The changes observed in allometric growth, without accompanying modifications in
bone maturation, demonstrated that nutritional rehabilitation during lactation and
postlactation is insufficient to reverse the effects of the previous reduction in uteroplacental

blood flow on fetal growth.



The specific action that GH exerts in modulating postnatal growth after the effect of
IUGR indicates that there exists: (a) a dimorphic response to GH therapy in animals with
IUGR with respect to body-weight gain, with the effect being little or none in males but
appreciable in females; (b) a recovery of body size and shape through compensatory growth
that is symmetrical and complete in females (as a result of an acceleration in bone
maturation), but incomplete in males; (c) a differential growth in both major cranial
components—a recovery in the neurocranium, but a mosaic response in the
splanchnocranium; and (d) compensatory postcranial growth that is complete in females, but
incomplete in males.

The sex hormones exhibit a modulatory action on growth that is androgen- or
estrogen-dependent and also different from the effect produced by GH. In males with [IUGR
testosterone evoked an allometric modification through a differential growth stimulation of
the long bones; while in females with IUGR estradiol induced a symmetrical growth
inhibition, affecting final body size but not the shape. Both hormones in both sexes caused a
maturational acceleration, with this effect being greater in females than in males.

The absence of testosterone severely affected growth in the males, with a differential
inhibitory impact being manifest with respect to the cranial and postcranial variables. The
absence of estrogens in females, by contrast, stimulated growth with respect to the majority
of the cranial variables and certain dimensions of the long bones, such as the width of the
femur and the lengths of the humerus and tibia.

An early programming is observed upon exposure to the sex hormones, and
principally to testosterone, with respect to its effect on the somatotropic axis in that its
absence inhibits the gain in body weight in the same way that the administration of GH does
not permit the occurrence of compensatory growth. By contrast, the absence of estrogens in
females facilitates this growth recovery in them. Compensatory growth begins early on in the
presence of GH, but its effect becomes nullified once the treatment is concluded.

The castrated animals either with or without GH therapy consume more food than the
intact rats, suggesting the absence of an anabolic effect of the steroid hormones in this
experimental model. The observed results would be in agreement with the theory of a
stimulation of cartilaginous growth through the peripheral aromatization of testosterone to
estradiol, the "Utah paradigm"; with the so-called "hypothesis of fetal origin", or "Baker's
hypothesis", showing a late differential effect on the sexes; and with Tanner's postulate of
"feminine buffering", demonstrating the importance of an epigenetic perspective in the

understanding of adaptive processes.
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CAPITUILO I
Introduccidn



En los campos de Vermont circula la historia de un hombre quien sostenia que su familia
poseia un hacha desde hacia 150 anios. Cuando se le preguntaba como era posible,

respondia que la familia se habia preocupado por sustituir siete veces el mango y tres
veces la hoja.

Richard C. Lewontin. La vida maravillosa



INTRODUCCION:

1. CRECIMIENTO
1.1. Introduccion

Se entiende por crecimiento el aumento de la masa corporal, tanto por
hiperplasia (incremento en el nimero de células) como por hipertrofia
(incremento del volumen celular), el cual se encuentra acompaiiado por
cambios morfoldgicos y funcionales denominados maduracion, de tal manera
que el organismo logre las caracteristicas propias en tamafo y madurez, del
individuo adulto. Esto implica la integracion de tres procesos entendidos
como aumento de tamafio, diferenciacion y morfogénesis (Hernandez
Rodriguez, 2002).

Cada grupo filético presenta un patrén particular de crecimiento, no
obstante, los taxa emparentados muestran una organizacion similar del patrén
de regulacién y control del crecimiento.

El crecimiento de los primates superiores tiene ciertas caracteristicas
que lo diferencian del resto de los mamiferos. La curva de crecimiento
ponderal se encuentra caracterizada por una primera fase de aceleracion y
desaceleracion correspondiente al periodo fetal y los primeros meses de vida,

seguida de un periodo de crecimiento estable y posteriormente de una



segunda etapa de aceleracion y desaceleracion que representa al empuje
puberal (Tanner, 1989; Hernandez Rodriguez, 2002).

No obstante, todos los mamiferos placentarios comparten una
organizacion semejante en su biologia del desarrollo. Durante su evolucion
ontogenética pasan por un estadio intrauterino embrionario-fetal,
caracterizado por un sistema de oOrganos utero-placentario que permite el
intercambio de nutrientes y desechos entre el embridon y la madre. Le sigue a
este un periodo de vida postnatal caracteristico del grupo, denominado
lactacional, en donde las crias dependen de la madre en nutricion y cuidados.
De esta forma, el crecimiento puede ser desagregado en dos etapas con
caracteristicas diferentes. Una prenatal o intrauterina con grandes cambios en
la organizacion durante la cual el organismo tiene un desarrollo en
complejidad bioldgica y fisiolégica hasta lograr la funcionalidad
indispensable para la vida extrauterina y otra postnatal, en la cual la
velocidad de crecimiento y el avance madurativo permiten diferenciar tres
periodos: el primero (primera infancia) muestra un crecimiento rapido pero
en constante desaceleracion. Este es seguido por un periodo de crecimiento
estable entre los 3 y 11 afios, al que por ultimo le sucede la aceleracion de
crecimiento correspondiente a la pubertad (Camacho-Hiibner, 2002;
Hernandez Rodriguez, 2002).

La maduracion fisica es un proceso complejo intimamente relacionado al

crecimiento. Sin embargo, no todos los individuos de una especie presentan



el mismo grado de maduracion fisica respecto de su edad cronologica
(Tanner, 1962). Tales condiciones han hecho necesario desarrollar formas de
medir la edad de desarrollo, siendo el indicador de maduracidén 6sea el mas

comunmente utilizado (Tanner, 1971).

1.2 Crecimiento Prenatal

El crecimiento intrauterino se encuentra condicionado por factores
genéticos y ambientales (epigenéticos). Si bien durante los primeros estadios
de la vida embrionaria priman los primeros, estos comienzan rapidamente a
ser condicionados por los segundos, principalmente a partir de la
implantacion de la placenta.

Durante las primeras 18 semanas el embrion humano crece casi
exclusivamente por hiperplasia, continuando un periodo en donde se va
reduciendo el indice mitdtico e incrementando el tamafio celular. Aunque en
las primeras fases del desarrollo embrionario existe un sistema elemental en
la regulacion del crecimiento celular, posteriormente el control y la
regulacion se hacen mas complejos, ya que, al patron integrado por los
factores locales estimuladores e inhibidores del crecimiento, se superpone un
mecanismo endocrino o sistémico (Blizzard, 1989).

La placenta constituye un organo enddcrino que regula mecanismos
fisiologicos fetales y maternos, sintetizando hormonas como la de

crecimiento placentaria, lactdgeno placentaria y progesterona placentaria,



ademas de actuar como regulador para proteinas transportadoras de las
hormonas tiroideas hacia el feto y de hormonas peptidicas y factores de
crecimiento del feto hacia la madre (Camacho-Hiibner, 2002; Morreale de
Escobar y Escobar del Rey, 2002).

En términos funcionales, las hormonas componen un vinculo complejo
entre el genotipo y el ambiente de tal manera que, el sistema enddcrino,
puede interpretar las fluctuaciones ambientales para producir un rango de
fenotipos a partir del mismo genoma. En este sentido las relaciones del
complejo materno-fetal constituyen un ambiente particular que pueden
condicionar el desarrollo ontogenético inclusive durante la vida postnatal

(Dufty et al., 2002).

1.2.1. Hormona de crecimiento

La capacidad funcional de la glandula pituitaria para promover el
crecimiento fue descripta por primera vez por Evans y Long (1921), cuando
demostraron que se podia acelerar el crecimiento de ratas con extractos
salinos del lobulo anterior de la hipdfisis de vaca. Posteriormente, Li y Evans
(1944) aislaron y caracterizaron por primera vez la sustancia de la glandula
pituitaria capaz de promover el crecimiento.

Se ha determinado que la hormona de crecimiento presenta
especificidad notable entre especies asociada a sus distancias filogenéticas

(Hayashida y Contopoulos, 1967). Asi la hormona de crecimiento de



teledsteos posee escasa actividad en la rata, pero inversamente la hormona de
crecimiento de la rata es notablemente activa en teleosteos. De manera
similar el mono rhesus y el hombre responden debilmente a la hormona de
crecimieno de otros mamiferos como la rata, pero estos tltimos muestran una
respuesta notable a la hormona humana y de mono (Hayashida, 1970;
Kosugiyama et al., 1971; Hayashida et al., 1975; Barrington, 1975, 1987).

La hormona de crecimiento es una proteina globular de 21,5 kDa de
peso molecular sintetizada por las células somatotropas de la hipofisis
anterior y constituye aproximadamente el 25% de la produccion total de
hormonas por parte de dicha glandula (Aguilar, 1992). En el ser humano, la
presencia de hormona de crecimiento en hipéfisis es detectable desde la 10*
semana de vida intrauterina, mientras que en la rata lo es a partir del dia 19 de

vida fetal (Diéguez et al., 2002).

1.2.2. Influencia de la Hormona de crecimiento en el crecimiento fetal
Bauer et al. (1985) han sostenido que el crecimiento posnatal esta
determinado por la interaccidon entre el potencial genético de un organismo y
las limitaciones ambientales, siendo el eje somatotropico un importante
mediador de esta interaccion.
Bassett y Gluckman, (1986) detectaron altas concentraciones de

hormona de crecimiento (GH) durante la vida fetal. Por otra parte Bauer et al.



(1985), encontraron una amplia distribucion de los receptores de GH (GHR")
en muchos tejidos fetales, aunque en concentraciones mas bajas que en los
adultos, sugiriendo un rol activo de GH y GHR durante el desarrollo fetal
normal.

Se considera a la nutricibn como el mas importante regulador
fisiologico del eje somatotropico (Durst-Zivcovic, 1977; Ohkawa et al.,
1991). En la vida postnatal la desnutricion conduce a un aumento en la
concentracion de GH, mientras que la afinidad hepatica de los GHR esta
reducida. Esto lleva a una relativa insensibilidad periférica de GH que esté
asociada con disminucion de las concentraciones plasmaticas de factores de
crecimiento (IGF-I %) (Bauer et al., 1985).

En individuos con retardo prenatal de crecimiento existe en edades
infanto juveniles heterogeneidad en la secrecion hipotalamica de GH.
Resultados tales como los obtenidos por Ackland et al. (1988) dan cuenta de
que estos nifios pueden presentar respuestas séricas normales a las pruebas de
estimulo, pero perfiles de secrecion espontanea anormales, caracterizados por
picos de secrecion Unicos o escasos o bien multiples pero de poca amplitud.
Concordantemente, Rochiccioli et al. (1989) en 16 de los 24 nifios con RPC

estudiados, encontraron alteraciones en el perfil secretorio de GH.

! Sigla utilizada para referir a receptores de la membrana celular con afinidad por la hormona de
crecimiento. Del inglés “growth hormone receptor”.

2 IGF1, del inglés “insuline-like growth factor 1” — en castellano “factor de crecimiento insulinoide
tipo 1”. Factor perteneciente a una familia de proteinas estrechamente relacionadas denominado
sistema IGF.



1.2.3. Factores de Crecimiento de tipo Insulinico (IGF)

Los factores de crecimiento IGFI y II son péptidos promotores del
crecimiento, pertenecientes a una superfamilia de hormonas similares a la
insulina que incluyen a la relaxina en vertebrados y la bombixina y el péptido
de moluscos simil-insulina en invertebrados (Rinderknetch et al, 1978; Isaacs
et al, 1978 ; Lagueux et al 1990). Sin embargo, la insulina y los IGF son los
que estan mas estrechamente relacionados entre si en cuanto a la estructura
primaria y la actividad bioldgica.

Durante el desarrollo evolutivo de la superfamilia de IGF, la primera
duplicacion de un gen ancestral resultd en la divergencia entre la relaxina y el
proto-gen de IGF. Con anterioridad a la evolucién de los vertebrados, un
evento similar separé la insulina del IGF (Zapf'y Froesch 1986).

IGFI, IGFII e insulina se encuentran estrechamente relacionados,
causando efectos similares, ya que sus receptores son semejantes en
estructura y sistema de sefializacion intracelular (Werner y LeRoith, 1995;
LeRoith, 1997).

Los distintos miembros de la superfamilia de IGF proporcionan la
capacidad de fraccionar parcialmente el uso de nutrientes (Zapf y Froesch
1986) y se considera muy probable que estas hormonas evolucionaron para
estimular el metabolismo de poblaciones diferentes de células. Por esto y

debido a la segregacion en la locacion de los receptores de IGF e insulina, los



miembros de la familia de IGF ocuparon roles distintos pero solapados para

dividir la utilizacion de los nutrientes (McCuker, 1998).

1.2.4. Interrelacion entre GH e IGFI

En las ultimas tres décadas diversos autores sugieren que tanto los
IGF1 como la GH tienen la capacidad de estimular el crecimiento
longitudinal 6seo (Holder et al.,1981; Guler et al., 1988; Laron et al., 1992;
Kupfer et al.,1993; Clark et al.,1994)

Desde que Daughaday et al. (1972) propusieron la hipdtesis de las
somatomedinas, se entiende que el efecto principal de las acciones bioldgicas
de la GH no es directo, y se encuentra mediado por factores de crecimiento
(D’Ercole et al., 1984; Stracke et al., 1984; Clark y Robinson, 1985; Russell
y Spencer, 1985)

El factor principal de crecimiento del eje somatotropico es el IGFI
(D’Ercole, 1996) que se encuentra muy emparentado con el IGFII, siendo
ambos péptidos producidos durante la vida fetal en diversos tejidos con
importantes efectos en el desarrollo y crecimiento fetal (Le Roid et al., 1995).

Si bien el higado es la fuente principal de los IGF circulantes en
respuesta a la presencia sistémica de GH, los cuales pueden ejercer una
accion a distancia asociados a proteinas transportadoras (IGFBP), se ha

comprobado que en la mayoria de los tejidos los IGF tienen ademas una



accion local autocrina-paracrina (Ilustracion 1) (Werner y LeRoith ,1995;

LeRoith ,1997; Ferry et al., 1999).
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Actividad endocrina y autdcrino-paracrina de los IGF1 y su relacion con la hormona
de crecimiento.

La relacion entre GH y el tamafio al nacimiento es incierto (Geary et
al., 2003). Los neonatos secretan grandes cantidades de GH y el perfil

secretorio es similar al observado en la acromegalia, con elevacion



persistente de las concentraciones (Miller et al., 1993; Ogilvy-Stuart et al.,
1998). A pesar de estas concentraciones de GH elevadas, las concentraciones
de IGF-I al nacimiento son mas bajas que durante la nifiez, sugiriendo que
hay otros factores que lo regulan. En este sentido es probable que el
crecimiento en los humanos no sea totalmente dependiente de la GH hasta
después de 6 meses de vida postnatal (Goossens et al., 1986; Low et al.,
2001).

Los niveles de IGFI en el cordon umbilical se han relacionado
directamente con peso y talla al nacimiento tanto en humanos como en
animales de laboratorio (Baxter, 1990; Camacho-Hiibner 2002),
encontrandose en modelos experimentales de retraso de crecimiento
intrauterino que las concentraciones de IGFI se encuentran disminuidas (Le

Roid et al., 1995).

1.2.5. Interaccion entre GH y hormonas sexuales

La pubertad es la fase de desarrollo en la que los individuos de una
especie adquieren madurez sexual como consecuencia de cambios
hormonales y fisicos (Ojeda, 2002). Se inicia por un mecanismo complejo en
donde intervienen un aumento de la secrecion de la Hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), activacion de senales de IGFI y liberacioén pulsatil
de Hormona luteinizante (LH) (Ojeda y Bilger, 1999). Se ha sugerido que la

capacidad de los estrogenos de estimular la secrecion de hormona luteinizante
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no se observa en individuos prepuberales, pero se hace notoria en las fases
finales de la pubertad, lo que implicaria que el mecanismo de
retroalimentacién positiva del estradiol es uno de los ultimos mecanismos
que madura durante la pubertad (Ojeda, 2002).

Los estrogenos son esenciales para al cierre normal de los cartilagos de
crecimiento en ambos sexos, siendo responsables ademas del dimorfismo
sexual esquelético que se acentua durante la pubertad (Vanderschueren y
Bouillon, 1995). Asi, por ejemplo la resistencia estrogénica y la deficiencia
de aromatasa se encuentra asociada con la edad Osea retrasada y la talla alta
(Morishima et al., 1997).

Las hormonas sexuales desempefian un importante papel en la
regulacion del desarrollo puberal y en el control de la secrecion de GH
(Diéguez et al., 2002) habiéndose sefialado que la secrecion espontanea de
GH en ratas es dependiente de la funcién gonadal (Argente y Chowen, 1992).
En este sentido, Gonzalez-Parra et al (1996) sugieren que los cambios en los
niveles circulantes de esteroides sexuales modulan la sintesis, volumen y
secrecion de GH de la hipdfisis anterior.

El dimorfismo sexual de secreciéon de la hormona de crecimiento en
ratas ha sido extensamente estudiado. En machos, los perfiles de GH se
caracterizan por una elevada amplitud de los pulsos e interpulsos con bajas

concentraciones, mientras que en hembras los pulsos presentan menor
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regularidad y concentraciones elevadas en los interpulsos (Eden, 1979;
Janson et al., 1985; Jaffe et al., 1998, 2002; Geary et al., 2003).

Tentler et al. (1997) postulan que en la maduracion organica durante el
desarrollo puberal de la rata, existe un importante papel combinado entre GH
y testosterona, sugiriendo que la funcionalidad de los receptores alfa-
adrenérgicos involucrados en el control de la secrecion de GH tienen una
dependencia critica de exposicion a la testosterona (Tena-Sempere et al.,
1996). En ratas, Gonzalez-Parra et al. (1998) encontraron que la testosterona
tiene efectos diferenciales sobre los niveles de secrecion de las hormonas de
la hipofisis anterior asi como sobre el porcentaje entre células somatotropas y
lactotropas en el animal adulto. Sugirieron de este modo el importante papel
de los esteroides sexuales en la sintesis de hormonas de la hip6fisis anterior y
composicion celular. Sin embargo, la influencia de los estrogenos sobre el
crecimiento no es clara aun, detectandose acciones tanto anabdlicas como
catabolicas. En estudios experimentales empleando ratas desnutridas, la
aplicacion de estradiol indujo un efecto “masculinizante” que amortigud el
efecto inhibitorio de la desnutricion (Dahinten y Pucciarelli, 1986; Orden et
al.,1998).

Guimarey et al.,(1999), observaron una respuesta sexual diferencial a
la aplicacion de r-hGH en ratas con RPC, por cuanto hubo aumento de la
velocidad de variacion ponderal comprobable en la curva de distancia en la

tercera semana de administracion hormonal en las hembras y 14 dias mas
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tarde en los machos. Por otra parte, los machos tuvieron menor consumo
alimentario por unidad de peso. Estas respuestas sugirieron la existencia de
una mediatizacion por parte de las hormonas sexuales en la modulacion de
dicho proceso.

Chowen et al. (2004) postularon que los esteroides modulan
sistémicamente el crecimiento a través de numerosos niveles fisioldgicos y
sitios blanco. Esto puede deberse a la accion directa hipotalamica e
hipofisiaria regulando los niveles de produccién y secrecion de GH, lo que a
su vez dependeria de la accion sobre la respuesta del tejido blanco por dos
vias: (1) modulacion de la expresion del receptor o los mecanismos de
senalizacion celular e intracelular y (2) por la interaccion con factores de
crecimiento a nivel celular e intracelular. Esta accidon tan diversificada puede
explicar, al menos en parte, la controversia que existe en la literatura sobre el

papel de los esteroides sexuales en el control sistémico del crecimiento.

1.3. Retardo Prenatal de Crecimiento

El crecimiento intrauterino es considerado un signo clinico relevante
en torno a la determinacion del bienestar fetal. La evaluacién del mismo ha
mejorado notoriamente con los avances tecnologicos de diagndstico prenatal
(Hadlock et al., 1991; Papp et al., 2003).

Existe una multiplicidad de factores capaces de afectar el crecimiento

normal en el medio intrauterino. Entre ellos cabe mencionar la edad, el estado
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de salud y la nutricion materna, la situacion socioecondmica y los factores
hormonales y genéticos. De esta forma el retardo prenatal de crecimiento
(RPC) no representa una entidad etiologica definida, desde que un tercio de
estos casos estan determinados por factores genéticos y dos tercios por
factores ambientales (Polani, 1974; Garagorri, 2002).

El retardo prenatal de crecimiento es un término que engloba a todos
los recién nacidos cuyo peso o longitud al nacimiento se encuentra por debajo
del percentilo 10 correspondiente para su edad gestacional (Caulfield, 1991;
Hinchliffe et al.,1992). Tanto la condicion como la severidad del retardo
prenatal de crecimiento han sido asociadas con un elevado riesgo de muerte
neonatal (Grandi el al., 2005).

Haas et al. (1987) observaron que un grupo de recién nacidos con RPC
presentaba reduccion armoénica del peso y longitud corporal,
caracterizandolos como de crecimiento proporcionalmente retardado. En
tanto que a otros con so6lo reduccion del peso pero no de la talla se los
consider6 como con retardo desproporcionado. Actualmente se denominan
retardos de crecimiento prenatal simétrico o crénico y asimétrico o agudo,
respectivamente.

El RPC simétrico (o intrinseco) se produce al inicio de la gestacion
principalmente por enfermedades genéticas, sindromes congénitos,
infecciones fetales o el efecto de toxicos que provocan una limitacion de la

division y crecimiento celulares, con escasas posibilidades de crecimiento
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compensatorio. EI RPC asimétrico es mas frecuente y es provocado por
reduccion del aporte de oxigeno y/o sustratos durante el altimo tercio de la
gestacion, afectando el peso y el indice ponderal (Peso/Longitud) pero no el
desarrollo esquelético y cerebral (Garagorri, 2002).

El principal condicionante del crecimiento en la vida prenatal es sin
dudas el adecuado intercambio materno fetal. La insuficiencia
uteroplacentaria es la causa mas frecuente de RPC. Este concepto engloba un
conjunto de condiciones que dificultan el normal intercambio fetomaterno de
nutrientes, gases, agua, calor, etc., como consecuencia —entre otras causas- de
una perfusion placentaria insuficiente, defectos estructurales de la placenta,
drogas, hipertension gravidica, alcoholismo, etc, factores todos que afectan la
homeostasis fetal (Block at al., 1989; Antebi et al., 1991; Thornburg, 1991).

La hipertension gravidica ya sea aislada o en forma de preeclampsia, es
cuantitativamente la causa médica materna mas importante de repercusion
negativa sobre el desarrollo fetal . Le sigue a ésta, en paises desarrollados, el
tabaquismo en mujeres embarazadas, el cual ocasiona el 40% de los casos de
RPC (Garagorri, 2002).

Otro de los factores de gran incidencia en RPC, principalmente en
paises subdesarrollados, es la desnutricion materna. La relacion entre
nutricion materna y retardo del crecimiento fetal con consecuente

disminucion del peso corporal estd bien documentada en humanos y animales

(Scott y Usher, 1964; 1966; Srebnik y Budd, 1981; Mello et al., 1987; Bolzan
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et al.,1999; Grandi, 2003). Shrader y Zeman (1973), informaron ademas que
la privacion proteica materna provoca un retardo significativo en la aparicion
de sitios de osificacion fetal, situacidn que no es corregida por nutricion
normal postnatal.

Una explicacion probable del retardo del crecimiento fetal es la baja
provision de glucosa materna (Ogata et al., 1990). Koski et al. (1986)
también coinciden en que la glucosa es la principal fuente metabdlica para el
crecimiento embrionario y fetal. La hipoglucemia resultante conduce ademas
a una disminucién de la insulina plasmadtica. Por ser la insulina un factor
estimulante del crecimiento fetal, su limitacion junto a la menor
disponibilidad de glucosa provoca entonces retardos en el crecimiento fetal
(Ogata et al., 1990). En consecuencia la hipoglucemia e hipoinsulinemia

deterioran el crecimiento en el periodo de gestacion (Mello et al., 1987).

1.4. Crecimiento compensatorio

El crecimiento compensatorio’, resulta de un periodo de aceleracion
del crecimiento que permite a los organismos recuperar su tamafio corporal
perdido por déficit previo (Williams, 1981). Este crecimiento compensatorio
puede limitarse cuando el factor que provoco el retraso en el crecimiento, por
ejemplo la desnutricion, opera durante la gestacion y lactancia (Toews y Lee,

1975). Widdowson y McCance (1960) y Williams et al., (1974) indicaron,

? A este fenémeno se lo encuentra mencionado comiinmente por su designacion en inglés catch-up.
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por ejemplo, que existe relacion entre el crecimiento compensatorio
alcanzado y el estado madurativo del tejido u 6rgano en el momento en que
actuo el estrés nutricional. Cuanto mas temprano actiia un estrés existe menor
capacidad de recuperacion (Winick y Rosso, 1969; Zeman, 1970; Beck et al.,
1983).

En el ser humano, cuando la injuria ocurre entre las 27 y 34 semanas
de gestacion se observa reduccion tanto en tejido adiposo como muscular. En
cambio, cuando el estrés se circunscribe al Ultimo mes de gestacion, solo
existe disminucion del peso al nacimiento con conservacion de masa
muscular (Villar y Belizan, 1982).

El crecimiento compensatorio de los nifios con RPC es impredictible.
Entre el 10 y 30% no presentan crecimiento compensatorio postnatal,
resultando en adultos con talla baja (Karlberg y Albertsson-Wikland, 1995;
Albanese y Stanhope, 1997). La falta de recuperacion del crecimiento ha sido
asociada a la etiologia del proceso (Lejarraga y Sola, 1977), a factores del
ambiente familiar y al ritmo de crecimiento durante los primeros meses de
vida (Karlberg et al., 1996), a la variabilidad individual y al estado
nutricional (Stanley y Speidel, 1985). También a disfunciones endocrinas
tales como insuficiente secrecion de hormona de crecimiento (GH) (Hokken-
Koelega et al., 1991) o baja actividad somatomedinica (Job, 1992).

Estudios epidemiologicos y clinicos de las Ultimas décadas indican

que muchos de los nifios con RPC ademés de presentar alteraciones del

17



crecimiento lineal en la lactancia y la nifiez, pueden manifestar alteraciones
metabolicas durante la vida adulta. (Perez-Escamilla y Pollit, 1992; Desai y
Hales, 1997; Chatelain, 2000; Camacho-Hiibner, 2002; Latini et al., 2004).

Cooper et al. (1997), han propuesto la existencia de una programacion
intrauterina y postnatal temprana sobre el crecimiento esquelético,
encontrando una fuerte relacion entre el peso en la infancia y la talla adulta,
siendo esta relacion mayor en varones que en mujeres.

Por otra parte, estudios experimentales realizados por Cha et al. (1987)
determinaron que ratas con RPC moderado, cuyos pesos al nacimiento se
ubicaron entre -1 y -2 DS respecto de control, presentaron un temprano
crecimiento compensatorio, no asi las con RCP severo (< -2 DS). Informaron
ademads, que no todas las variables tuvieron recuperacion durante la lactacion
normal. El crecimiento compensatorio alcanzado dependi6 del rasgo y sexo
considerado, siendo las hembras con RPC mas resistentes que los machos al
estrés impuesto.

Winick y Rosso (1969), Smart et al. (1973) y Amiel-Tison y Pettigrew
(1991) hallaron reduccion del nimero de células del cerebro por efecto de
una desnutricion en el periodo de gestacion o durante la lactancia, que
persisti6 aun después que el animal recibi6 dieta adecuada.
Coincidentemente, Adlard y Dobbing (1972) informaron un menor peso del
cerebelo. A nivel esquelético, Alippi et al. (1984) observaron que las

deficiencias proteicas en ratas producen un retardo del crecimiento de la
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longitud de la mandibula. Sugirieron ademas, que el crecimiento en longitud
y ancho no fueron igualmente afectados, lo que resultaria en alteraciones de
las proporciones dseas. Por lo tanto, la deformacion de la mandibula parece
ocurrir como consecuencia del efecto diferencial de la dieta sobre la unidad
esquelética especifica y sobre el crecimiento longitudinal y aposicional.
Yanagita et al., (1992) encontraron que el maxilar superior, la cavidad nasal y
la faringe fueron fuertemente alterados por efectos ambientales que podrian

estar asociados con las funciones masticatorias y respiratorias.

1.5. El tratamiento del Retardo Prenatal de Crecimiento con Hormona
de Crecimiento

Desde el punto de vista asistencial, los primeros intentos terapéuticos
realizados con GH de extraccion cadavérica, no mostraron resultados muy
positivos debidos, probablemente, a factores tales como las pequenas dosis
utilizadas y la discontinuidad de su aplicacion (Tanner et al., 1971; Grunt et
al. 1972; Arya 2006). Sin embargo esta situacion cambio en las Ultimas
décadas. Desde que es posible producir GH por métodos recombinantes (r-
hGH) (Fryklund et al., 1986), se ha retomado la idea de su uso terapéutico en
individuos con RPC. En este sentido, Albertsson-Wikland (1989) y Stanhope
et al. (1989) informaron que el tratamiento con hormona de crecimiento
recombinante humana (r-hGH) provoco aceleracion del crecimiento y mejoria

en el pronodstico de estatura final en nifios con RPC. No obstante, durante
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mucho tiempo no se logrd establecer de manera fehaciente que la estatura
adulta de los niflos con RPC mejore tratandolos con r-hGH (Chaussian et al.,
1994; de Zegher et al., 1994). Al respecto, de Zegher et al (2000) proponen
que la GH constituye un eficaz tratamiento para normalizar la talla baja en
nifos nacidos pequefios para su edad gestacional que no presentan deficiencia
de GH durante la nifiez temprana y la pubertad, sefialando que tanto las dosis
bajas y continuas como las dosis altas y discontinuas con GH fueron
efectivas.

Carel et al. (2003) concluyeron que el potencial para el catch-up
espontaneo en adolescentes con RPC es limitado y que los nifios tratados con
GH se encontraron més cerca de la estatura final esperada y con mayores
probabilidades de lograr la estatura adulta de los controles. A diferencia de
los autores citados anteriormente, la dosis empleada fue mayor y la duracion

del tratamiento mas corta.

2. METODO EXPERIMENTAL
2.1. Introduccion

El proceso experimental no se inicia en la simple observacion, sino en
el planteo de un problema que delimitard consecuentemente el universo de
investigaciéon. Esto puede surgir como el resultado de multiples y
discrepantes interpretaciones sobre un fendémeno dado, observaciones

semejantes de diferentes autores o desprenderse de evidencia epidemiologica,
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lo que conlleva generalmente a postular hipotesis que necesitan ser
contrastadas. En este sentido, la comprobacion de hipdtesis o teorias implica
la definicion de modelos conceptuales y analiticos, junto con un adecuado
disefio metodoldgico que permita alcanzar los criterios de causalidad (Duran,
2004).

En ciencias de la salud, el método experimental con animales de
laboratorio es aplicado a multiples problematicas. En este sentido, cuando
resulta metodologicamente posible, los modelos experimentales en animales
permiten lograr profundizar la comprensién tanto de los mecanismos
patofisioldgicos involucrados en las enfermedades, como de sus correlatos
clinicos (Rodriguez-Garay, 2003).

En Antropologia, la utilizacién del método experimental constituye una
larga tradicion, mostrando ser una técnica adecuada para la resolucion de
problemas complejos de la disciplina (Washburn y Detwiler, 1943;
Washburn, 1947; Moss, 1954; Pucciarelli, 1974).

La similitud del experimento realizado con el hecho bioldgico
observado depende en gran medida del sujeto experimental empleado. Se
entiende por sujeto experimental al conjunto de individuos de la especie
elegida para la experimentacion. El objeto experimental correspondera al
grupo o especie a la que va dirigida la investigacion, en este caso el hombre.

La experimentacion con roedores permite realizar experiencias en

plazos cortos y con costos razonables, asi como extremar el efecto de los
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factores a estudiar. Sin embargo tiene como desventaja de la gran distancia
taxondmica entre objeto de estudio y sujeto de experimentacion (Pucciarelli
1974, 1981).

La distancia entre sujeto y objeto de estudio debe resolverse mediante
la generalizacion (Pucciarelli, 1974; Oyhenart, 1988), es decir, a partir de
relaciones fenomenoldgicas compartidas por los taxa involucrados que
permiten realizar inferencias en comin. En este sentido, las semejanzas entre
sujeto y objeto experimental en términos de organizacién bioldgica del
desarrollo y el control, y la regulacion hormonal del crecimiento asi como la
maduracion, permiten realizar generalizaciones consistentes con la clase

mamiferos, desde donde se puede realizar la contrastacion de hipotesis.

2.2. Modelo experimental de RPC

El crecimiento fetal se encuentra condicionado por el suministro de
substratos, la ganancia de masa y de energia, y por los sistemas de
regulacion, siendo esta una distincién muy util al momento de clasificar los
distintos tipos de abordaje experimental (Hill, 1984; Schroder, 2003).

Ademads, existe una complejidad andtomo-funcional categorica
respecto del feto, el cual se localiza dentro de la unidad placentaria-uterina
que a su vez se localiza dentro de la madre. Asi por ejemplo, cuando se
considera el estudio de los efectos de la reduccion de aporte de oxigeno para

el crecimiento y desarrollo del cerebro fetal, deben tenerse en cuenta que la
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restriccion de disponibilidad de oxigeno puede estar relacionada a varios
niveles en la secuencia de suministro.

1- Reduccion del consumo materno de oxigeno.

2- Reduccion de la cantidad de oxigeno transferido en la unidad de

intercambio utero-placentaria.

3- Transferencia restringida de oxigeno de la placenta al feto.

4- Transferencia restringida de oxigeno a través de la vena umbilical.

5- Reduccion selectiva del suministro de oxigeno al cerebro del feto.

Hipotéticamente estos cinco niveles representan cinco posibles
modelos experimentales (Schroder, 2003).

En la practica, se han desarrollado diversos modelos capaces de
provocar restriccion del crecimiento fetal basados en la limitacion alimentaria
materna (Lechner, 1987; Woodall et al., 1996), reduccién de la circulacion
utero-placentaria (van Martens et al., 1975; Carter, 1993), embolizacién
placentaria (Clapp et al., 1984; Charlton y Johengen 1987) y reduccién de la
circulacion umbilical (Emmanouilides et al., 1968). En estos modelos
experimentales han sido utilizadas numerosas especies de mamiferos,
principalmente roedores (72%), ovejas (9%) y cerdos (8%) (Schroder, 2003).

La obstruccion de las arterias uterinas es un ejemplo extremo de
insuficiencia utero-placentaria por lo que se han desarrollado modelos de
ligamiento de las mismas. Estos provocan restriccion del aporte de glucosa,

menor disponibilidad de amino4cidos y alteraciones de variables fisiologicas
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en el feto incluyendo el intercambio gaseoso llevando al RPC (Simmons et
al., 1992).

Wigglesworth (1964) desarrolld un modelo de ligamiento de arterias
uterinas en ratas gestantes, que ha mostrado su validez a lo largo del tiempo
(Koll¢e et al., 1979; Huizinga et al., 2004). Mediante la aplicacion del mismo
se consiguen animales pequefios para la edad gestacional que presentan bajos
niveles de glucosa en sangre (Chanez et al, 1971; Levitsky et al., 1977) asi

como menor proporcion de grasa y de proteinas (Hohenhauer y Ho, 1969).

El modelo original consistid en el ligamiento circular de la arteria
uterina cerca del extremo inferior de uno de los cuernos uterinos, provocando
una obstruccion completa de la circulacion sanguinea y dejando el opuesto
contralateral intacto (Ilustracion 2). Los animales nacidos del cuerno intacto
fueron considerados control. El resultado final indicé muerte y reabsorcion
del 30% de los fetos y un gradiente creciente del peso corporal desde el
extremo inferior al superior debido a la compensacion por derivacion de la

arteria ovarica en el extremo superior.
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llustracion 2

Modelo experimental propuesto por Wigglesworth (1964)

Control RPC

<«——— Arteria ovarica

’ Localizacion del ligamiento
circular de la arteria uterina

Representacion del modelo experimental de Wigglesworth (1964) para
provocar retardo prenatal de crecimiento a través del ligamiento de arterias uterinas
en ratas gestantes.

El modelo descripto ha sido muy empleado por diversos autores para
estudiar los efectos del retardo de crecimiento intrauterino al nacimiento

(Hohenauer, 1969; Nitzan y Groffman, 1971; Chanez et al 1971).
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Posteriormente, Levitsky (1977) sugirié que los fetos de un cuerno
uterino intacto no podrian ser considerados control, alin cuando presentaban
homogeneidad genética respecto a los del otro cuerno. En el modelo original
de Wigglesworth ambos grupos fueron expuestos a técnicas operatorias y
anestesia de la madre, situacion que los apartaba de la condicion “control”.
Sugiri6 ademas, que otro factor importante era la posibilidad de que esa
reduccion del flujo de sangre diera como resultado un flujo aumentado al
cuerno opuesto. Por consiguiente, los animales del cuerno contralateral en el

modelo clasico de Wigglesworth no serian los controles mas satisfactorios

(Kolleé et al., 1979).

En muchas ocasiones el tratamiento en estudios experimentales incluye
un dispositivo necesariamente asociado. Todas las manipulaciones
relacionadas a la técnica quirurgica y procedimientos vinculados con los
tratamientos pueden causar efectos los cuales deben ser necesariamente
controlados. En este sentido el estrés quirtrgico y la anestesia asociadas al
modelo de inducciéon de RPC pueden jugar un papel importante en las

respuestas metabolicas materna, fetal y neonatal (Levitsky, 1977).

Para eliminar los procedimientos quirdrgicos y anestésicos como una
variable se hace necesario otro tipo de control, el cual recibe el nombre de
Sham. EI grupo Sham es un grupo control especifico creado para determinar

los posibles efectos ocasionados por el dispositivo asociado al tratamiento
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experimental a través de una operacion simulada. Sobre este grupo se
efectian todas las manipulaciones relacionadas a la técnica experimental,
pero no se desarrolla el tratamiento especifico, de tal manera de poder separar

los efectos de la técnica operatoria del efecto provocado por el tratamiento.

Factores tales como el periodo de la gestacion en que se realiza el
ligamiento y el tipo de obliteraciéon de las arterias uterinas (completa o
parcial) pueden conducir a resultados variables. Cuando el objetivo es
provocar un RPC asimétrico con obliteracion completa, esta puede realizarse
al dia 17 de gestacion (en periodos previos solo se logra un RPC simétrico)
(Fodor, comunicaciéon personal). Otra forma se basa en una obliteracion
parcial de ambas arterias uterinas al dia 14, restringiendo el flujo en forma

parcial durante el Gltimo tercio de la gestacion (Oyhenart et al., 1996).

Resultados obtenidos por Oyhenart et al. (1996; 1998) permitieron
determinar que la obstruccion parcial de las arterias uterinas en ratas
gestantes, provoca retardos en el crecimiento corporal y craneofacial al
nacimiento (Ilustraciones 3 y 4), ademéas de modificar los patrones de

dimorfismo sexual presentes en condiciones de nutricion normal.
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llustracion 3

Modelo experimental utilizado por Oyhenart (1996)

Control RPC

Ubicacion de las ligaduras
parciales de la arteria uterina

Representacion grafica de la técnica con obliteracion parcial de ambas arterias
uterinas al dia 14 del modelo de Oyhenart, (1996) mostrando los tamaiios relativos para
los animales Control y con Retardo Prenatal de Crecimiento (RPC).

llustracion 4

RPC

T
By Lt

Fotografia de ratas al dia 1 de nacimiento en el modelo de Oyhenart (1996)
mostrando los tamafios relativos para los animales Control y con Retardo Prenatal
de Crecimiento (RPC).
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En sintesis, el retardo prenatal de crecimiento es un término genérico
bajo el cual se agrupan los nifios recién nacidos con crecimiento prenatal
restringido por alteracion de origen multicausal que puede estar determinado
tanto por factores genéticos como ambientales y es una de las causas mas
frecuentes de morbi-mortalidad perinatal y de afeccidn postnatal del
crecimiento.

Los efectos a largo plazo incluyen, entre otros, baja talla adulta,
modificacion de proporciones corporales y alteraciones metabolicas durante
la vida adulta.

No hay acuerdo a la fecha de si se trata de una patologia o un proceso
adaptativo, siendo probablemente una combinacién de ambos.

La terapia con GH ha sido utilizada con buenos resultados para
restaurar la talla, sin embargo no es seguro que restaure la alometria normal
de crecimiento. Sumado a esto parte de la actividad de la GH pareciera estar
intimamente vinculada a las hormonas sexuales, existiendo discrepancia entre
diversos autores acerca de si el RPC y/o la terapia con GH en sustrato de
RPC tengan algun efecto sobre la maduracion, ya que no ha sido posible
lograr evidencias concluyentes a partir de ensayos clinicos.

De acuerdo a lo expuesto se hace evidente que aun no se cuenta con
informacion suficiente sobre la accion de la GH y su relaciéon con las
hormonas sexuales (androgenos y estrogenos) frente a retardos prenatales del

crecimiento y su eventual recuperacion. Surge, consecuentemente, la
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necesidad de efectuar investigaciones longitudinales controladas que
permitan obtenerla.

El presente estudio experimental permitira contrastar la hipotesis de
nulidad: “La recuperacion del crecimiento posnatal en individuos con retardo
prenatal del crecimiento no es influenciada por las hormonas de crecimiento
y sexuales”. Su rechazo conducird a la necesidad de evaluar la accion
especifica de dichas hormonas en el proceso de diferenciacion ponderal y

morfologica.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General

Analizar el crecimiento posnatal ponderal y esquelético y la
maduracion Osea de ratas con retardo prenatal del crecimiento y las
modificaciones inducidas por tratamientos hormonales especificos (hormona

de crecimiento y hormonas sexuales).

3.2. Objetivos Especificos

Determinar:

1) Los cambios del crecimiento ponderal y esquelético craneofacial, axial y
apendicular ocurridos durante el periodo de lactancia y poslactancia en ratas
sometidas experimentalmente a RPC.

2) Los mecanismos actuantes en el RPC y su recuperacion postnatal.
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3) La accién de las hormonas de crecimiento y sexuales sobre el crecimiento
y la maduracidn 6sea postnatal en substrato de RPC.

El objetivo especifico 1) mostrara el patrén de crecimiento posnatal
control y experimental RPC. El objetivo 2) permitira evaluar la presencia o
ausencia de un crecimiento compensatorio en RPC y por ultimo el objetivo 3)
serda indicador de la accion especifica que ejercen las hormonas de
crecimiento y sexuales (andrégenos y estrogenos) en la modulacion del

crecimiento y la maduracion postnatal luego del efecto del RPC.
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Lo verdadero, dicho brevemente, es solo el expediente de nuestro modo de pensar, de
igual forma que lo justo es solo el expediente del modo de conducirnos.
William James. Pragmatismo.



MATERIAL Y METODOS

I)-Cuidados y Mantenimiento del bioterio

En el desarrollo del experimento se emplearon animales de la especie
Rattus norvegicus albinus, variedad Wistar, pertenecientes a una colonia del
bioterio del Centro de Investigaciones en Genética Basica y Aplicada de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

Condiciones de Bioterio:

Con la finalidad de mantener las condiciones del microambiente
experimental, de manera tal que permitiera a los animales crecer, llegar a la
madurez sexual, reproducirse, comportarse con normalidad y conservar un buen
estado de salud (Hume, 1976; Harkness y Wagner, 1980; Saiz Moreno, 1983), se
tuvieron en consideracion los siguientes factores:

a) Temperatura ambiental: las temperaturas minimas y maximas fueron
controladas diariamente y se mantuvieron dentro del rango 25 + 2°C
mediante calefaccion eléctrica y refrigeracion termostatizada.

b) Iluminacion: fue controlada mediante un reloj eléctrico de corte automatico,
cronometrando un fotoperiodo ciclico de doce horas de luz y doce horas de
oscuridad, temporizados de 06:01 a 18:00 y 18:01 a 06:00, respectivamente.

c) Ventilacion: Se realizd6 mediante extractor de aire de corte automatico en

periodos regulares.

32



d) Habitaculos: La densidad de poblacion por habitaculo se determiné teniendo

en cuenta la relacion superficie de ocupacion/peso corporal en los términos
ideales de 250 cm® para los animales de 300grs de peso corporal. Esta
relacion fue adecuada a los dos tipos de habitaculos utilizados:
I)- Jaulas individuales: Caja de
acero inoxidable con enrejado
superior que consta de deposito de
alimento, orificio para bebedero y
tarjetero identificatorio.

Dimensiones: 30 x 30 x 17 cm.

Sobre la superficie de 900cm’ se
determiné el peso maximo de 600gr. equivalente a dos individuos adultos o
cuatro individuos en crecimiento, con una relacion final de 450cm?/300grs.
Estas mismas cajas fueron utilizadas para albergar a las hembras lactantes

con su camada.

IT) - Jaulas colectivas: Jaula
metalica con suelo enrejado y batea
de acero inoxidable para recoleccion
del excremento. Tapa superior de

acceso, depdsito de alimento,

orificio para bebedero y tarjetero

identificatorio. Dimensiones: 31 x 45 x 22 cm. Sobre la superficie de
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1395cm™ se determind un peso maximo de 1600 grs., obteniendo una
relacion final de 260cm?/300grs. Estas jaulas fueron utilizadas para el apareo

de los animales.

Caracteristicas de volumen y superficie de habitat de jaulas de bioterio

Jaulas ancho |profundidad | altura | Superficie C:E?;g(?d Espacio real Espacio ideal
Individuales | 30 cm 30 cm 17 cm| 900 cm® | 600 grs. | 450cm*/300grs. | 250cm*/300grs.
Colectivas 31 cm 45 cm 22 cm | 1395 cm® | 1600 grs. | 260cm?/300grs. | 250cm?/300grs.

- Suministro de alimento: Se efectu6 a través de comederos con ranuras que
aseguraron el acceso al alimento sin que el animal pudiera contaminarlo.

- Suministro de agua: Se realiz6 a través de bebederos de vidrio con tapén de
goma perforado atravesado por tubo de acero inoxidable. El extremo exterior fue
colocado dentro de la jaula para que los animales pudieran beber agua por
succion.

- Lechos para jaulas individuales (camas): Se utilizo viruta fina de madera de
pino esterilizada, debido a su capacidad de absorcion y atoxicidad.

e) Higiene: fue realizada tres veces por semana. Consistio en el recambio de la

cama y lavado, secado y esterilizacion de jaulas.
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f) Manipulacion de animales: Fue realizada por un unico operador a intervalos
regulares. Se efectu6 la sujecion cubriendo con la palma de
la mano toda la region dorsal del tronco, con los dedos
rodeando el cuerpo por debajo de las patas delanteras. La
sujecion por la cola solo se realizé en forma temporal.

Otros factores: Se controlaron ademas ruido, intromision
de sustancias quimicas y/o aromadticas, asi como horarios
de ingreso y empleo de indumentaria adecuada del
personal autorizado previo entrenamiento en medidas

biosanitarias.

h) Eutanasia: El sacrificio de los animales se realizd por inhalacién de éter

sulfurico en camara cerrada, en concordancia con las Recomendaciones del

Reporte del Panel en Eutanasia de la
Asociacion Americana de Medicina
Veterinaria; la Ley Nacional 14.346 de
la Republica Argentina (sancionada el
27/09/1954 - promulgada el 27/10/1954
en B° Oficial 05/11/1954) y los Derechos Internacionales de los Animales

(ONU-UNESCO).
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II) - Desarrollo del Experimento

Al 1nicio se conformaron jaulas de apareo poligamico (6 hembras y 2
machos) con animales de aproximadamente 70 dias de edad con peso corporal
comprendido entre 200 y 250 g. A fin de proceder a la determinacion del dia 1
de prefiez, los animales fueron colocados diariamente en apareo entre las 18 y 19
horas. En las primeras horas del dia siguiente, se realizé un examen exfoliativo
vaginal (frotis) para determinar presencia de espermatozoides que, en caso
positivo, fue considerado como inicio de la prefiez.

Las hembras prefiadas fueron separadas en cajas individuales de cria y
mantenidas durante la gestacion con agua y dieta stock ad [libitum con la

siguiente composicion®:

- Agua: 13.00%

- Proteinas: 23.00%
- Lipidos: 3.50%

- Cenizas: 8.00%

- Calcio 1.20%

- Fosforo: 0.80%

* (Dieta stock Nutrimento S.A.)
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Cada tres dias se registrd el peso corporal y se calculé el consumo
alimentario de las madres (CA = AT — AR) donde CA = consumo alimentario;
AT = cantidad de alimento suministrado y AR = cantidad de alimento
remanente.

A partir del dia 1 de prefiez, las ratas madre constituyeron los siguientes
grupos experimentales:

(a) Madres Control
(b) Madres Operadas
(c) Madres Sham-operadas

Las ratas madre Control no recibieron ninglin tratamiento quirdrgico.

A las ratas madre Operadas se les practico, a los 14 dias de gestacion, la
obstruccion parcial de ambas arterias uterinas segin técnica descripta por
Oyhenart et al. (1996) como sigue.

Se realiz6 bajo anestesia una laparotomia mediante incision abdominal
longitudinal en todos sus planos, se retrajeron ambos cuernos uterinos y se
procedid a efectuar ligamiento simple, con compresion parcial del extremo
inferior de las arterias uterinas izquierda y derecha. Una vez ligadas las arterias,
ambos cuernos uterinos fueron devueltos a la cavidad abdominal y se procedio6 a
suturar por planos.

Con el objeto de descartar posibles efectos de la técnica operatoria, a las
madres del grupo sham-operadas, se les realiz6 la misma practica operatoria que

a las madres operadas, sin el ligamiento de las arterias uterinas.
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Al nacimiento, con la finalidad de garantizar la nutricion normal y
estandarizar la cantidad de leche ingerida por animal, la camada fue restringida a
8 animales (4 machos y 4 hembras) por nodriza. Cuando el niumero se redujo por
muerte de algiin animal, se realizé su reposicion por una cria de la misma edad y
sexo que no formo parte del grupo experimental.

La determinacion del sexo se realizd por observacion de la distancia
urogenital al momento de nacimiento (4 mm en los machos y 2 a 2,5 mm en las
hembras).

Las crias al nacimiento pasaron a constituir uno de los siguientes grupos
experimentales:

1) Control: Crias provenientes de madres Control, que no recibieron ningln
tratamiento hormonal o quirurgico.

2) RPC: Crias provenientes de madres con ligamiento parcial de las arterias
uterinas las cuales fueron separadas de acuerdo al sexo y aleatoriamente
subdivididas en los subgrupos que se detallan a continuacion:

a)  RPC: sin tratamiento hormonal y/o quirrgico.

b)  RPC+GH: crias machos y hembras tratadas con hormona de

crecimiento (GH).

c)  RPC+Ca: crias orquidectomizadas y ooforectomizadas.

d) RPC+Cat+GH: crias orquidectomizadas y ooforectomizadas y

tratadas con GH.

e)  RPC+Te: crias machos tratados con testosterona.
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RPC+Es: crias hembras tratadas con estradiol.

La composicion de la muestra figura en la Tabla 1.

La orquidectomia bilateral (subgrupos c¢ y d) se realizO empleando
anestesia Ketalar ( Parke Davis), 50mg/ml en dosis de 0,005ml por cada 100gr
de peso, completado con mascarilla de éter etilico. Se practicé en zona ventral
baja (region central del hipogastrio), una incision abdominal de 3 mm de
longitud. Una vez externalizados los testiculos se procedio a bloquear la arteria
testicular antes de la ablacion. Posteriormente, se suturé por planos con hilo de
sutura (catgut N° 04).

La ooforectomia bilateral (subgrupos c y d) se realizo bajo igual anestesia
que la orquidectomia. Se practico en flancos laterales derecho e izquierdo en el
limite con el hipocondrio, mediante incision abdominal de 3 mm de longitud.
Una vez externalizados los ovarios se procedio a bloquear las arterias uterina y
ovarica antes de la ablacion. Posteriormente, se suturd por planos con hilo de
sutura (catgut Nro. 04).

A partir de los 21 y hasta los 60 dias de edad, los animales de los
subgrupos (b) y (d) fueron inyectados subcutaneamente con GH (Genotropin®,
Pharmacia) en dosis de 3.0 mg/kg/dia (Kawaguchi et al.,1997; Rol De Lama et
al., 2000). En el mismo periodo las ratas macho pertenecientes al grupo RPC+Te
fueron inyectadas con testosterona (Testoviron Depot®, Schering) en dosis de

0.0lmg/g/dia y las hembras del grupo RPC+Es inyectadas con valerato de
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estradiol (Progynon Depot, Shering) en dosis de 0.001mg/g/dia (Dahinten y
Pucciarelli, 1986).

A fin de descartar la posible accion del diluyente hormonal y las
maniobras operatorias de la castracion, a las crias provenientes de madres sham
(grupo 2), se les practico la maniobra operatoria de orquidectomia y
ooforectomia sin extirpaciéon de las gonadas y se les inyectd el diluyente
hormonal en dosis y periodicidad equivalente a los inyectados con GH, Te
(machos) y Es (hembras).

A fin de descartar factores producto de la operaciéon materna sobre el
amamantamiento, las crias provenientes de madres operadas y sham operadas
(grupos 2 y 3), fueron transferidas a madres control el dia del nacimiento.

Las madres y las crias de todos los grupos experimentales, luego del
destete, recibieron durante el experimento dieta stock ad libitum.

Las comparaciones efectuadas entre los distintos grupos y subgrupos

experimentales permitieron despejar los factores que se detallan en la Tabla 2.

I1I)- Obtencion de los Datos

Cada siete dias se registrd el peso corporal y el consumo alimentario y se
calcul6 el Indice de Consumo Alimentario Relativo (CAR) segtn la siguiente
formula:

CAR =100 * (Consumo alimentario (mg) / peso corporal (g)).

40



El indice de masa corporal (IMC) se calculdo mediante la siguiente
formula:

IMC = Peso (g) / [longitud total (mm) / 100]°

La longitud total fue calculada como:
longitud total = LN+LE+LC
Siendo:
LN= longitud del neurocraneo
LE= longitud el esplacnocraneo

LC= longitud de la columna vertebral

Estudio radiolégico longitudinal

Para la realizacion de mediciones esqueléticas los animales de todos los
grupos y subgrupos fueron radiografiados periodicamente en norma superior y
lateral a las edades de 1, 21, 42, 63 y 84 dias. Para tal fin se empled un aparato
de Rx dental con chasis con pantalla reforzadora de tierras raras y placas de alta
sensibilidad.

En cada toma radiografica se procedid a nivelar el eje de emision de rayos
X en forma vertical. A fin de asegurar la menor distorsion posible de las
dimensiones de la boveda craneana, el animal fue ubicado en norma frontal y
lateral situando el foco de emision en el centro geométrico de la norma craneana

correspondiente. Para ello, se utilizaron una plomada sujeta a un cordel

41



milimetrado con los cuales se calcularon el centro de emision y la distancia focal
en cada toma radiografica. Las posibles distorsiones de paralaje fueron
evaluadas mediante la inclusion de un testigo metalico de dimensiones
conocidas.

Desde la perspectiva de la teoria craneano-funcional (van der Klaauw,
1948; Moss y Young, 1960) - entendiéndose que el craneo consiste en una serie
de componentes funcionales cada uno de los cuales soporta o protege especifica
y operacionalmente relacionado, tejidos blandos denominados matrices
funcionales y que todo atributo estructural esquelético refleja las demandas
prioritarias de estas matrices - se establececieron dos unidades funcionales:
esplacnocrdneo (asociada a las funciones respiratoria y digestiva) y el
neurocraneo (asociada al telencéfalo).

Sobre cada placa radiografica se relevaron mediante el empleo de un

calibre digital Mitutoyo (0.05mm de precision), las siguientes mediciones:

CRANEANAS:

Neurocraneo:

(a) longitud (LN) desde el punto medio de la sutura fronto-nasal hasta el
opistocraneo.
(b) ancho (AN): ancho biparietal maximo (eurion-eurion).

(c) altura (HN): desde la sincondrosis esfeno-occipital al vértex.
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Esplacnocraneo:

(a) longitud (LE): desde el punto medio y anterior de los nasales al punto medio
de la sutura fronto-nasal.
(b) ancho (AE): ancho premaxilar maximo.

(c) altura (HE): desde los primeros molares a la sutura fronto-nasal.

POSTCRANEANAS:

Esqueleto axial:

(a) longitud de la columna vertebral (LC): desde la primera vértebra cervical
hasta la Gltima vértebra sacra.

(b) longitud pélvica (LP): desde el punto anterior del isquion al punto posterior
del ilion.

(c) ancho pélvico superior (APS): ancho maximo del isquion.

(d) ancho pélvico medio (APM): ancho minimo interno del pubis.

(e) ancho pélvico inferior (API): ancho maximo del ilion.

Esqueleto apendicular:

(a) longitud humeral (LH): desde la cabeza del himero al condilo medial.

(b) ancho humeral (AH): ancho del himero en su porcidén media.

(e) longitud femoral (LF): desde la cabeza del fémur al punto medio del condilo.
(f) ancho femoral (AF): ancho del fémur en su porcion media.

(g) longitud tibial (LT): desde el extremo medio y anterior tibial al punto medio

del maléolo.
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(h) ancho tibial (AT): ancho de Ia tibia en su porcién media.

Relevamiento métrico realizado sobre placas radiogrdficas

Todas las mediciones fueron realizadas por un mismo observador (el autor
de la presente tesis) y repetidas tres veces consecutivas, tomando el valor

promedio como dato real.
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El error intraobservador fue evaluado, controlado y reducido por
entrenamiento hasta alcanzar niveles de estandar de confiabilidad de acuerdo a

la metodologia de Caino et al. (2002).

Estimacion de la maduracion

El espesor del cartilago tibial se evalu6 longitudinalmente, sobre cada Rx,
alos 1, 21, 42, 63 y 84 dias de edad. Para su andlisis se asumieron tres niveles
diferentes de madurez o6sea: El nivel 1 (el mas inmaduro) representado por el
maximo espesor observado del cartilago, el nivel 2 en el cual el cartilago se
presenta con una reduccion al 50% respecto del observado en el nivel 1 y el
nivel 3 en el cual el cartilago ha desaparecido (cierre) el que se asume como el

nivel de maxima madurez alcanzado.

Niveles de maduracion de cartilago tibial

N1

N;: Espesor maximo del cartilago N,: Reduccion al 50% N;: Ausencia de cartilago u osificacion completa.

Con los datos obtenidos se elaboraron los siguientes indices de tiempo

medio relativo de maduracion (TMRM) y precocidad (PM)
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- TMRM = Tf-Ti
Tt

Donde:
Ti = Tiempo de inicio de la reduccion del cartilago tibial.
Tf = Tiempo de cierre total del cartilago tibial

Tt = Tiempo total del ciclo vital (84 dias)

4)- Analisis Estadistico

Distribucion de datos

La prueba de bondad de ajuste fue desarrollada por Kolmogorov para
probar hipotesis acerca de distribuciones continuas. Es una prueba considerada
como conservadora, basada en:

P (rechazar Ho / Ho verdadera) < o (Steel y Torrie, 1980)

Este contraste, que es valido unicamente para variables continuas,
compara la funciéon de distribucion (probabilidad acumulada) tedrica con la
observada, calculando un valor de discrepancia D que determina el punto en el

que estas dos distribuciones muestran la mayor divergencia, es decir, la
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discrepancia maxima en valor absoluto entre la distribuciéon observada y la
distribucion tedrica, proporcionando asimismo un valor de probabilidad P, que
corresponde a la probabilidad de obtener una distribucion que discrepe tanto
como la observada si1 verdaderamente se hubiera obtenido una muestra aleatoria,
de tamaiio n, de una distribuciéon normal. Es considerada como uno de los
métodos mas adecuados para el analisis de distribucion de los datos (Zar, 1984).

En el presente estudio, fue utilizada para determinar la normalidad en los
datos correspondientes a peso corporal, consumo alimentario y variables
métricas craneanas y postcraneanas.

Aceptando la hipotesis de nulidad que establece una distribucion normal
de los datos, se considerd que los datos estuvieron normalmente distribuidos

cuando su valor critico fue es D < Da siendo P<0.01.

Analisis de la varianza y pruebas de comparacion multiple

El andlisis de la varianza, prueba ideada por Ronald A. Fisher, es
esencialmente un procedimiento aritmético que descompone una suma total de
cuadrados en componentes asociados con fuentes de variacion reconocida (Steel
y Torrie 1980).

Sirve para decidir/determinar si las diferencias que existen entre las
medias de tres o mas grupos (niveles de clasificaciéon) son estadisticamente
significativas. En términos sencillos consiste en descomponer la varianza total

en varianzas parciales, correspondientes a fuentes distintas de variacion, para
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establecer si la varianza explicada por los grupos formados es suficientemente

mayor que la varianza residual o no explicada.

Donde:

Varianza total: es la suma de cuadrados total dividida por los grados de
libertad.

Varianza entre grupos: se suprime la varianza dentro de cada grupo
remplazandolos por la media. Asi, en el caso de ser 2 grupos corresponde 1
grado de libertad y cuando son mads grupos es igual al nimero de grupos menos
1.

Varianza dentro de grupos: Suma de cuadrados de cada grupo respecto a
su propia media divididos por la suma de grados de libertad.

Luego por medio del estadistico denominado prueba de F, se compararan

estas varianzas entre si:

Varianza entre los grupos

F:

Varianza dentro de los grupos

y se determina el valor critico de F para los grados de libertad del numerador y

denominador.
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En el presente estudio se aplicd el modelo I de Anova, el cual supone que
las diferencias entre medias se derivan de efectos de tratamientos fijos
determinados previamente por el experimentador (Sokal y Rohlf, 1981; Zar,
1984).

Posteriormente, fue realizado un analisis factorial de la varianza, tomando
simultaneamente los factores sexo y tratamiento, permitiendo despejar de la
varianza total, las fracciones correspondientes al sexo, tratamiento y su
interaccion.

La comparacion entre las series de mediciones se realizd asumiendo la
hipdtesis de nulidad la cual considera que los distintos niveles de un factor
aplicado no difieren en cuanto a sus efectos sobre una variable determinada.

El rechazo de la hipdtesis nula no implico necesariamente que todas las
medias difirieran entre si.

Prueba de rango multiple

Esta es una prueba apropiada cuando las comparaciones han sido
planeadas con sentido en términos de la naturaleza de los tratamientos (Steel y
Torrie, 1980).

Un procedimiento recomendado para su realizacion es efectuar
previamente una prueba de tratamientos y solamente continuar si F resulta
significativa. Como F conduce a descartar o aceptar una hipdtesis que incluye

todas las medias, la unidad para comparar la tasa de error ya no es la
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comparacion sino el experimento. Este procedimiento se conoce como la dms
protegida de Fisher.

Una vez determinada la existencia de diferencias significativas entre las
medias, es posible profundizar el analisis a través de las denominadas pruebas
de rango multiple, por medio de las cuales se puede identificar las diferencias
entre pares de medias con el nivel de significacién adecuado.

Uno de los andlisis mas utilizados para comparaciones multiples se basa
en la comparacion entre medias a través del estadistico t de Student con un nivel
de significacion ajustado a las multiples comparaciones.

Para dos poblaciones con medias p; y p, bajo la hipotesis nula de no

presencia de diferencias, t se define como

t: Y[‘Y_vg

S Yi-Y;
Siendo
{71 - &_72 : la diferencia entre dos medias aleatorias de una poblacion
normal
S ?’1 —?3 : la desviacion estandar apropiada para una diferencia entre

dos medias aleatorias de una poblacion normal

Entre las formas de realizar todas las posibles comparaciones por pares de

medias figura el calculo de la diferencia més pequefia que pueda determinarse
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como significativa y la comparacion con ella del valor absoluto de cada una de
las diferencias observadas. El valor muestral de t deberia ser igual o mayor que
el valor critico tabulado de t. Para una prueba con nivel a con alternativas

bilaterales, la prueba se declarara significante cuando:

'Y, - Y

— Ztalz
S Y, -Y;,

1Y) - Yo >tyn S Y-Y,

El criterio de prueba para examinar las diferencias entre las medias se

denomina diferencia minima significante o dms (en inglés least significant

difference (LSD)) y esta dado por:

dsm=LSD = ta/Z SYl-Yz

LSD=t,, SV2

Donde S es la raiz cuadrada de la varianza del error combinada.
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La tasa de error estd dada por comparacion que resulta del: numero de
diferencias erroneas / nimero de diferencias realizadas, siendo apropiados los
niveles de probabilidad tabulados para t.

En el presente estudio cuando se obtuvieron valores de “F” significativos
para la varianza en funcion del sexo y/o tratamiento se aplico la prueba de rango

multiple LSD.

Correlacion simple y correlacion maultiple para variables métricas
oOseas

La correlacion es una medida del grado en el que dos variables varian
conjuntamente o una medida de la intensidad de su asociacion.

El coeficiente de correlacion lineal o momento producto es definido por

Steel y Torrie (1980) como:

I' — = donde:

E Xy = Y (Xi—X)(yi—Y) : sumatoria de los productos de los

desvios de cada valor respecto a la
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media
1]

) 2 . ; i
N ox? N (x;— X)) : sumatoria de los desvios

i=1
cuadraticos de la variable x

E y© o= > {\,-'i — Y)‘ : sumatoria de los desvios

cuadraticos de la variable y

Cuando se considerd la interrelacion entre tres o mds variables fue
utilizado el procedimiento denominado correlacion multiple.

Dada una serie de M variables ( X1...Xy), todas las correlaciones posibles
entre las mismas dan por resultado una matriz simétrica en donde cada elemento
de la diagonal principal r;; es igual a 1.0 , representando la correlacion perfecta
positiva de cada variable respecto de si misma. Una caracteristica de esta matriz
es que las mitades superior e inferior son idénticas (Zar, 1984).

La matriz de correlacion permitié visualizar en forma general las
relaciones entre las distintas variables.

Cuando la correlacion multiple se efectud sobre variables en crecimiento a
lo largo de un tiempo T, los valores cercanos a 1 indicaron que las variables

cambiaron isométricamente con el tiempo. A este comportamiento se lo
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denomina efecto tamafio y depende de que el coeficiente de determinacion
alcanzado supere el 80% de la variacion ( r > 0.90 ). Por otra parte, cuanto
mayor es el valor de la porcion no explicable a partir de la covariacion, mayor es
la influencia del efecto forma (Shea, 1985; Orden et al, 1999).

Cuando la correlacion multiple se efectudé a una edad determinada, el
efecto tamafio expreso las relaciones isométricas entre las variables por efecto
del tamafio relativo entre las mismas y en este sentido fue considerado como un
indicador indirecto del resultado del proceso de crecimiento. Las correlaciones
positivas indicaron relaciones simétricas y las negativas asimétricas.

Cuando se evidencio la ruptura del efecto tamafio o de las relaciones de
simetria por efecto del tratamiento, se procedid a realizar un analisis de
componentes principales a fin de profundizar sobre el analisis de las variables

involucradas.

Analisis Discriminante

El Analisis Discriminante (AD), es una técnica inferencial estadistica
utilizada principalmente para clasificar individuos o unidades experimentales en
dos o mas poblaciones definidas de manera tnica (Fisher, 1936; Johnson, 2001).

El AD construye nuevas variables denominadas funciones discriminantes,
que son combinaciones lineales de las variables originales y que tienen la
propiedad de maximizar la varianza entre los grupos, minimizando la varianza

dentro de grupos. Las funciones son ortogonales e independientes, de tal manera
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que, en sus contribuciones a la discriminacion entre los grupos no exista
superposicion.

Con cierta frecuencia es posible interpretar las nuevas variables, lo que
incrementa su utilidad. Sin embargo atn cuando estas funciones no puedan
interpretarse, el analisis permite visualizar las distancias reales entre las
poblaciones que se estan investigando en un espacio dimensional reducido.

Usualmente se incluyen en el estudio multiples variables a fin de
determinar cuales contribuyen en la discriminaciéon entre los grupos. En dicho
caso se obtiene una matriz de varianza-covarianza total y una matriz de
varianza-covarianza intragrupal. Esas dos matrices se pueden comparar por un
test de F multivariado a fin de determinar si existen o no diferencias
significativas entre los grupos respecto a todas las variables. Este procedimiento
es semejante al analisis multivariado de la varianza o Manova. Ademas es
posible obtener valores de chi’ a fin de probar el nimero de funciones que
discriminan significativamente entre los grupos. Quedardn incluidas solamente
las funciones con valor significativo de discriminacion.

El andlisis otorga un Lambda de Wilk’s total que permite verificar el
poder de discriminacidén del modelo, ademas de Lambdas parciales asociados a
la contribucidn de cada variable al poder discriminatorio del modelo.

El Lambda de Wilk’s para un conjunto de p variables mide las
desviaciones dentro de cada grupo respecto de las desviaciones totales sin

distinguir grupos en un espacio p dimensional generado por los valores de las p
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variables. Si dicho valor es pequeno, la variabilidad total sera debida a las
diferencias entre los grupos y, por lo tanto, el conjunto de wvariables
correspondientes discriminara los grupos.

El analisis permite obtener coeficientes estandarizados para cada variable,
en cada funcién discriminante, los cuales deben ser interpretados como la
contribucidn parcial de cada variable en la funcidén discriminante. De esta forma,
cuanto mas grande sea el coeficiente estandarizado, mayor serd la contribucion
de la respectiva variable en la discriminacion entre grupos.

Se puede identificar la naturaleza de la discriminacioén para cada funcion
observando las medias de los grupos para las funciones. Es posible visualizar
como dos funciones discriminan entre grupos realizando una graficacion de los
puntajes individuales para las dos funciones discriminantes dadas.

La determinacion de las variables que definen una funcion discriminante
particular es a través de la observacion de la estructura de factor (factor
structure). El coeficiente de estructura de factor (factor structure coeficient) es
la correlacion, en el modelo, entre las variables y la funcion discriminante.
Puede asimilarse al Anélisis de Componentes Principales, considerando que
dicha correlacion es la “carga” de las variables en cada funcidn discriminante.

El AD constituye en consecuencia, un método inferencial que permite
concluir la existencia de diferencias reales entre los grupos evaluados,
discriminar unidades experimentales en poblaciones definidas por el tratamiento

y determinar entre que grupos las funciones respectivas permiten discriminar
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mediante la graficacion de las funciones discriminantes significativas.
Finalmente, se pueden identificar “significados” para las funciones, los cuales

resultan de gran utilidad a la hora de interpretar las diferencias.

Analisis de Componentes Principales (ACP)

El analisis de componentes principales (ACP) es un método de ordenacion
descripto por Karl Pearson (1901), utilizado para reducir el nimero de variables
y para detectar estructuras de correlacion entre las mismas. El ACP es una
herramienta estadistica normalmente utilizada para analizar datos de variables
multiples correlacionadas entre si, de tal manera que al crear nuevas variables
hipotéticas no correlacionadas, denominadas ‘“‘componentes principales” se
puede reducir la dimensionalidad del conjunto de datos (Hotelling, 1933;
Jackson, 2003 ).

Aunque no siempre es posible ni necesario interpretar los componentes
principales, cuando esto es factible, se pueden elaborar explicaciones de
conjunto en relacion a la naturaleza de las variables involucradas y las
agrupaciones de las unidades experimentales (Johnson, 2001; Pucciarelli,
1993a).

Este andlisis permite comprender mejor la estructura de correlacion entre
las respuestas. Ademas, las calificaciones de las componentes principales
pueden ser utilizadas en programas estadisticos para validar los resultados de

programas de agrupacidn o contrastarlas con factores externos al andlisis.
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El ACP puede realizarse sobre una matriz de varianza-covarianza o de
correlacion. Si una variable tiene una varianza mayor que el resto, dominara
notoriamente el primer componente principal, independiente de la estructura de
la covarianza de las variables (Johnson, 2001).

Cuando se realiza sobre los datos estandarizados, se obtendra un ACP
sobre la matriz de correlaciones. En este caso la varianza de cada variable
estandarizada es igual a 1.

Es de suma importancia al realizar el ACP determinar la dimensionalidad
real de los datos, es decir, el nimero de componentes principales que se tomaran
del analisis. Si bien existen varios métodos utilizados para la toma de decision,
deberd tenerse en cuenta que a medida que se incrementa el nimero de
componentes, se reduce la capacidad explicativa de cada uno.

Uno de los métodos se basa en tomar el mayor porcentaje posible de la
variabilidad total, idealmente el 100%, procedimiento que puede acrecentar
demasiado el nimero de componentes. Un modo eficaz de decidir el nimero de
componentes es a través de una grafica de autovalores, que se construye
situando el valor de cada autovalor con el reciproco. Cuando los puntos de la
grafica tienden a nivelarse, estos autovalores estdn suficientemente cercanos a
cero como para poder ignorarse.

En el caso de realizar un ACP sobre datos estandarizados, existe un tercer
método que consiste en tomar los componentes con autovalores mayores que 1,

siendo la varianza de cada variable estandarizada igual a 1 y, por lo tanto, no se
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consideran aquellos componentes que no puedan explicar mas variacién que una
variable por si misma.

En el presente estudio el ACP permiti6 el agrupamiento de unidades
experimentales en subgrupos por similitud en el comportamiento de las
variables, profundizando el andlisis en la estructura de correlacion entre las
respuestas. Posibilitdé ademas, contrastar variables métricas con las obtenidas
para maduracion. Con los tres primeros ejes del ACP para cada sexo y los
indices de maduracion y precocidad, se realizaron correlaciones de Spearman.
Se realizaron tres ACP a saber:

1) ACP estandarizado para determinacion de efectos de cada tratamiento.
2) ACP estandarizado para comparacion global entre sexos y tratamientos.
3) ACP sin estandarizar para cada sexo, utilizado para extraer componentes

y correlacionar con indices de maduracion tibial.

Analisis de los datos de maduracion

Los datos obtenidos en la medicion del espesor del cartilago tibial son
datos de caricter enumerativo. En los datos de enumeracion se realiza una
clasificacion por atributos siendo uno de las principales caracteristicas el hecho
de que los individuos estudiados varian de forma discreta. El andlisis de los

datos enumerativos implica el uso de tablas de contingencia.
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Una tabla de contingencia es una clasificacion multiple que proporciona
una técnica para la investigacion de relaciones cuya existencia se sospecha
(Mood y Graybill, 1978).

El procedimiento mas utilizado para analizar datos en tablas de
contingencia es el estadistico denominado Chi® (chi cuadrado), una prueba que
permite determinar si las frecuencias observadas difieren significativamente de
las frecuencias esperadas (Moroney, 1970).

La técnica de Chi’ (X°) se basa en la comparaciéon de los numeros
efectivamente observados en ciertas clases de objetos, con los numeros teoricos

calculados para esa clase segun cierta hipotesis de la siguiente forma:
2 2
X'=2 (x)
m

En donde m es el numero tedrico de una clase y m+x es el niamero
observado (Lison, 1968).
En otros términos (Steel and Torrie, 1980) esta prueba puede ser definida

como:

X = Y (Observados — Esperados)’
Esperados

La presencia de ceros en una tabla suelen ocasionar una serie de
problemas vinculados al andlisis de datos, dependiendo de si los mismos son

ceros estructurales o ceros maestrales. Los ceros estructurales son valores
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imposibles desde el punto de vista tedrico. Sin enbargo en muchos casos, aunque
una celda esta vacia, su probabilidad real es positiva, de tal manera que es
tedricamente posible tener observaciones en la celda y de hecho, un conteo
positivo ocurrira cuando la muestra sea lo suficientemente grande. A estos se los
denomina ceros maestrales ya que poseen baja probabilidad y se manifiestan
como tales en la pequefias muestras (Agresti, 1996).

Un cero muestral es parte del conjunto de datos y contribuye a la funcion
de probabilidad. Un cero estructural, por otro lado, no es una observacion y por
lo tanto no es parte del conjunto de datos.

Por otro lado, las celdas vacias en las tablas de contingencia pueden
generar problemas en los estimadores y empobrecer las aproximaciones en
término de la bondad de ajuste de los Chi’. Un remedio para superar el problema
de estimacidn es agregar una constante pequena al conteo de la celdas antes de
realizar un analisis. Agresti (1996) propone como solucion agregar 2 por cada
celda, operacion que constituye una solucion fuertemente conservadora y por lo
tanto implica el riesgo de encubrir la existencia de efectos reales.

En el presente estudio, en razon de la naturaleza exigua de algunas
frecuencias de estados de maduracion, en las edades de 63 y 84 dias los datos
fueron comparados por el método de Chi” ajustado seglin la recomendacion de
Agresti (1996). Los datos de las edades 1, 21 y 42 no fueron comparados por no

presentar varianza.
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Correlacion de Speerman

El coeficiente de correlacion de Speerman se aplica a datos en forma de
rangos y, a diferencia del coeficiente de correlacion r, no exige suponer una
distribucion normal bivariante. Dicho coeficiente, en tanto mide Ila
correspondencia entre rangos, no es necesariamente una magnitud de correlacion

lineal (Steel and Torrie 1980). Se define por:

6> d;

1‘5_ 1_
(n-1)n(n-—+1)

r, = coeficiente de correlacion de rangos de Speerman
d; = diferencia para el i enésimo par ( diferencia en rangos para las
observaciones pareadas)

n = numero de d

En donde:

Se distribuye como una t de Student con n-2 grados de libertad.
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Al igual que el coeficiente de correlacion de Pearson, los valores del
coeficiente de Speerman oscilan entre 1 y -1, pudiendo ser interpretados del
mismo modo. Valores proximos a 1 indican una correlacion fuerte y positiva.
Valores proximos a —1 indican una correlacion fuerte y negativa (Conover,

1998).

Tamano Muestral:
El calculo del tamafio muestral se encuentra definido por:

2 . 2
Z(k.S

-

e

(Z4) = Nivel de confianza o seguridad (1-&). para una seguridad del 99% = 2.58.

d = La precision con que se desea estimar el parametro.

S%=La varianza de la distribucion de la variable cuantitativa.

En el presente estudio se calcul6 el tamafio muestral a partir de la
variacion que presentd el grupo sham, ajustado para pequefias muestras con

iteraciones para hallar diferencias significativas superiores al 1% . Esto dio

como resultado un 7 ideal de 12 animales por grupo, por sexo.
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CAPITULO III
Resultados



Todo lo que parece desorden, inversion, anomalia, entra sin cesar en el orden mismo y
hasta concurre a él.
Jean Baptiste de Monet. Filosofia zooldgica.



RESULTADOS

1. Prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov

La prueba de Kolmogorov-Smirnov (p<0.05) indicoé distribucién
normal para peso e indice de masa corporal, consumo alimentario, neuro y
esplacnocraneo y esqueleto postcraneano. Las excepciones se presentaron en:
peso corporal a los 7 y 14 dias de edad; consumo alimentario absoluto a los
35,49, 77 y 84 dias y relativo a los 28 y 63 dias de edad. A nivel craneano las
diferencias significativas solo se presentaron en la altura del neurocraneo y el
ancho del esplacnocraneo al dia 1 y en la altura del esplacnocraneo a la edad
de 84 dias. Por ultimo en el postcraneo hubo diferencias en ancho y longitud
del fémur del humero al dia 1 de edad; el ancho de la tibia a los 1, 21, 63 y 84
dias de edad; la longitud de la tibia al dia 1 y el ancho pélvico superior a los

42 dias de edad (Tablas 3 y 4 AyB).

2. Analisis de la Varianza

El andlisis de la varianza mostré diferencias altamente significativas
para edad, sexo y tratamiento en todas las variables analizadas. En cuanto a la
interaccion sexo-tratamiento, a excepcion del CAR, ancho del neurocraneo y
longitud y altura del esplacnocraneo las restantes variables presentaron

diferencias significativas (Tabla 5).
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3. Comparaciones Post Hoc — Prueba de Rango Multiple (L.SD)
3.1. Efecto Sham (Comparacion Control - Sham)

La prueba de rango multiple para peso corporal mostrd, en machos,
diferencias significativas a los 7, 21, 35, 77 y 84 dias de edad. En el caso de
las hembras, las diferencias se presentaron a las edades de 7, 21 y 28 dias
(Tabla 6). Los valores promedios en ganancia de peso corporal se presentan
en las Figuras 1 A y B.

S6lo hubo diferencias significativas en hembras para consumo
alimentario relativo a los 28 dias de edad e indice de masa corporal a los dias
1y 21 (Tabla 6).

Respecto de las mediciones craneanas, los machos presentaron
diferencias significativas en longitud del neurocraneo a los 1, 63 y 84 dias de
edad y en los anchos neuro y esplacnocraneanos a la edad de 84 dias. Las
hembras en cambio, mostraron diferencias en la altura del neurocraneo a los 1
y 21 dias, en el ancho del esplacnocraneo a los 1, 42, 63 y 84 dias y en la
altura del esplacnocraneo al dia 1 de edad (Tabla 7).

En las mediciones postcraneanas los machos presentaron diferencias
significativas en longitud del fémur a los 1 y 84 dias de edad; ancho del
fémur a los 84 dias; longitud del htimero a los 63dias; ancho del hiimero a los

42 dias; ancho de la tibia a los 21, 42 y 84 dias y longitud de la columna a los
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21 dias. Las hembras presentaron diferencias significativas para longitud del
fémur a los 21 dias; longitud de la tibia a los 63 dias; ancho de la tibia a los
21, 42, 63 y 84 dias y longitud de la columna al dia 1 y 21 de edad. En la
pelvis de machos hubo diferencias significativas en longitud (21 y 63 dias),
anchos pélvicos inferior y medio (84 dias) y en el superior (63 y 84 dias) y de
hembras so6lo hubo diferencias en el ancho pélvico superior (21 y 63 dias)

(Tabla 8).

3.2. Efecto del RPC inducido (Comparacion Sham- RPC)

La comparacion entre machos Sham-operados, respecto de los con
RPC, mostr6 en el peso corporal diferencias significativas con valores
positivos en la mayoria de las edades a excepcion de los 7 dias. En hembras,
las diferencias significativas con valores positivos se presentaron a las edades
de 1, 14, 21, 63, 70, 77 y 84 dias (Tabla 9). Los promedios de peso de los
animales con RPC fueron inferiores a los sham en todas las edades y en
ambos sexos (Figura 2 A y B).

El CAR mostré en los machos diferencias significativas con valores
negativos en las edades de 63 y 77 dias. En las hembras las diferencias se
presentaron en las edades de 28, 70, 77 y 84 dias. Excepto a la edad de 70
dias, en la que se observaron valores positivos, en las restantes edades todos

los valores fueron negativos (Tabla 9).
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Hubo diferencias significativas y positivas en el IMC a las edades de 1,
21, 63 y 84 dias en los machos y de 1 y 21 dias (éste ultimo con valores
negativos) en las hembras (Tabla 9).

Al nacimiento, hubo diferencias significativas y positivas en la mayoria
de las variables craneanas. Las excepciones fueron el ancho del neurocraneo
en machos y la altura del esplacnocraneo en ambos sexos. A partir de los 21
dias y hasta los 84 dias de edad, la totalidad de las variables neurocraneanas,
tanto de machos como de hembras, presentaron diferencias significativas. En
el esplacnocraneo en cambio, hubo en machos diferencias significativas en
longitud y ancho (1 y 21 dias) y en altura (21, 63 y 84 dias) y en hembras en
la mayoria de las variables a excepcion del ancho (21 dias) y la altura (1 dia)
(Tabla 10).

En el postcraneo, los machos presentaron diferencias significativas en
la longitud del fémur a los 1 y 84 dias de edad; anchos de fémur y hiimero
entre 1 y 84 dias; longitud de hiimero a los 1, 21 y 63 dias; longitud de tibia a
los 1, 21 y 84 dias; ancho de tibia a los 1, 21, 42 y 84 dias; longitud de
columna a los 1, 21, 42 y 84 dias; longitud de la pelvis a los 1, 21 y 84 dias;
anchos pélvicos inferior y medio a los 1, 21, 63 y 84 dias y ancho pélvico
superior a los 1, 21 y 84 dias. Las hembras mostraron diferencias
significativas en la longitud de fémur a los 1, 21, 42 y 63 dias de edad; ancho

del fémur entre 1 y 84 dias; longitud de himero a los 1 y 21 dias; ancho de
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himero a los 1, 21, 63 y 84 dias; longitud de tibia a los 1, 21, 42 y 84 dias;
ancho de tibia a los 1, 21, 63 y 84 dias; longitud de columna y pelvis entre 1 y
84 dias; ancho pélvico inferior a los 1, 21 y 84 dias y anchos pélvicos

superior y medio a los 1, 21, 63 y 84 dias (Tabla 11).

3.3. Efecto de la GH
3.3.1. Comparacion RPC-RPC+GH

La comparacion entre grupos con RPC y con RPC tratados con GH
mostro para peso corporal en machos diferencias significativas y positivas
solo a los 28 dias. En hembras en cambio, las diferencias se presentaron a los
56 y entre los 70 y 84 dias, con valores negativos (Tabla 12, Figura 3 A y B).

El CAR mostr6 soélo diferencias significativas a los 70 dias en los
machos (negativas) y a los 84 en machos (positiva) y hembras (negativa)
(Tabla 12).

En el IMC hubo diferencias significativas y de signo negativo a la edad
de 1 dia en machos y hembras y positivo a los 21dias en hembras y 42 dias en
machos (Tabla 12).

A nivel craneano, en los machos se presentaron diferencias
significativas con valores negativos en longitud de neurocraneo a los 84 dias
de edad y en altura de neurocraneo a los 63 y 84 dias, positivos en longitud y

ancho y negativos en la altura del esplacnocraneo, a los 84 dias. En hembras,
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se observaron valores negativos con diferencias significativas en longitud de
neurocraneo desde los 42 hasta los 84 dias de edad y en altura del
neurocraneo a los 63 y 84 dias. El ancho del esplacnocraneo en cambio,
mostrd valores positivos significativos desde los 42 y hasta los 84 dias de
edad. La altura del esplacnocraneo mostré diferencia significativa y valor
negativo a los 63 dias (Tabla 13).

Los machos con RPC respecto de los RPC tratados con GH mostraron
diferencias significativas y valores negativos en ancho femoral (42 y 63 dias
de edad); ancho humeral (42 y 84 dias); longitud tibial (84 dias); longitud
pélvica (84 dias); ancho pélvico inferior (84 dias) y ancho pélvico superior
(63 y 84 dias) y valor positivo en longitud humeral (63 dias). También
existieron diferencias significativas con valores negativos en la longitud
femoral de las hembras (63 dias); ancho femoral y longitud y ancho humeral
(84 dias); longitud tibial (63 y 84 dias); ancho tibial y longitud pélvica (42-
84 dias), anchos pélvico inferior (63 y 84 dias); medio (63 y 84 dias) y

superior (42-84 dias) y en la longitud de la columna (63 dias) (Tabla 14).

3.3.2. Comparacion Sham-RPC+GH
La comparacion del peso corporal entre grupos Sham y con RPC
tratados con GH indicé en machos diferencias significativas y positivas para

todas las edades. En las hembras en cambio, las diferencias se presentaron a
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los 28 dias, no mostrando significacion en el resto de las edades comparadas
(Tabla 15). Esta respuesta diferencial entre sexos se observo claramente en las
curvas de promedio de peso corporal (Figura 4 A y B).

El CAR mostrd diferencias significativas negativas en los machos a los
63 y 77 dias de edad, mientras que en las hembras las diferencias se
observaron a los 42, 49 y 56 dias con valores positivos y a los 77 y 84 con
valores negativos (Tabla 15).

El indice de masa corporal en los machos presentd diferencias
significativas y positivas entre los 42 y 84 dias de edad, mientras que en las
hembras no se constataron diferencias (Tabla 15).

Respecto a las variables craneanas, los machos mostraron diferencias
significativas positivas en la longitud del neurocraneo a los 42 dias de edad;
ancho del neurocraneo desde los 42 y hasta los 84 dias; altura del neurocraneo
y longitud del esplacnocrdneo a los 42 dias; ancho del esplacnocraneo a los 84
dias y altura del esplacnocraneo a los 42 y 63 dias (Tabla 16).

Las hembras presentaron diferencias negativas en la longitud del
neurocraneo a los 84 dias de edad y positivas en el ancho del neurocraneo a
los 42, 63 y 84 dias; en la altura del neurocraneo a los 42 y 63 dias y en la
longitud del esplacnocraneo a los 42 dias (Tabla 16).

Respecto a las wvariables postcraneanas, los machos mostraron

diferencias significativas positivas en la longitud del fémur a los 42 dias de
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edad; ancho del fémur a los 63 y 84 dias; longitud del humero a los 84 dias;
ancho del humero a los 63 dias; longitud de la pelvis a los 63 dias; ancho
pélvico inferior a los 84 dias y ancho pélvico medio y longitud de columna
desde los 42 y hasta los 84 dias de edad. En las hembras también hubo
diferencias significativas positivas para longitud de fémur a los 42 dias de
edad y negativas para los anchos pélvico inferior (63 dias) y superior (42 dias)

(Tabla 17).

3.4. Efecto de la Castracion (Comparacion RPC- RPC+Ca)

En machos hubo diferencias significativas y positivas en peso corporal
desde los 28 y hasta los 84 dias de edad. Las hembras en cambio, mostraron
diferencias significativas y positivas desde la edad de 28 dias y hasta la de 49
dias y negativas los 84 dias (Tabla 18, Figura 5 A y B).

Tanto los machos como las hembras castrados mostraron valores de
CAR negativos y significativos desde la edad de 28 dias y hasta la de 70. Las
hembras presentaron ademas diferencias significativas positivas a los 84 dias
(Tabla 18).

El indice de masa corporal en los machos mostro diferencias
significativas con valores positivos a los 21-84 dias y en las hembras a los 21

dias, siendo negativo a los 84 dias (Tabla 18).
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A nivel craneano en los machos las diferencias significativas (positivas)
correspondieron a las edades de 63 y 84 dias para la longitud de neurocraneo;
42-84 para longitud del esplacnocraneo y 84 para el ancho esplacnocraneano.
En ancho y altura del neurocraneo se presentaron diferencias significativas y
valores negativos a los 42-84 dias y en hembras en longitud del neurocraneo a
los 84; ancho del neurocréneo y altura del neurocraneo desde los 42 y hasta
los 84 dias; longitud del esplacnocrdneo a los 84 dias y altura del
esplacnocraneo a los 63 y 84 dias de edad (Tabla 19).

En machos se presentaron diferencias significativas y valores positivos
en longitud de fémur a los 42 y 63; ancho de fémur a los 42; ancho de humero
a los 42 y 63; longitud de la tibia a los 42-84; ancho de tibia a los 42 y 63;
longitud de pelvis a los 42-84; anchos pélvico inferior, medio y superior 42-
84 y longitud de la columna a los 42-84 dias de edad. En hembras hubo
diferencias significativas y valores positivos en longitud y ancho de fémur a
los 42; ancho de hiimero a los 42; longitud de pelvis a los 42 y 63; anchos
pélvico inferior y medio a los 42 y superior 42 y 63 y longitud de la columna
a los 42 y 63 dias de edad. Se presentaron ademas, diferencias significativas
negativas para ancho de fémur a los 84 dias; longitud de hiimero a los 63 y 84

dias y longitud de tibia a los 84 dias (Tabla 20).
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3.5. Efecto de la Castracion y tratamiento con GH (Comparacion RPC-
RPC+Ca+GH)

Para el peso corporal en los machos las diferencias significativas con
valores positivos correspondieron a los 28 y a los 49 a 84 dias de edad y en
hembras s6lo a los 28 dias (Tabla 21, Figura 6 A y B).

Para el CAR, se presentaron diferencias significativas (con valores
negativos) en machos a los 35-56 y 70 y en hembras a los 28-42, 56-70 y 84
dias de edad (con valores positivos) (Tabla 21).

Para el indice de masa corporal los machos presentaron diferencias
significativas con valores positivos a los 63 y 84 dias y negativos a los 21 dias
de edad. En las hembras hubo diferencias significativas negativas a los 63
dias de edad (Tabla 21).

A nivel craneano los machos mostraron diferencias significativas con
valores negativos en el ancho y la altura del neurocrdneo y ancho del
esplacnocrdneo a los 42-84 dias de edad y positivos en la longitud del
esplacnocrdneo a los 84 dias. En hembras se presentaron valores negativos
con diferencias significativas en el ancho y la altura del neurocraneo y altura
del esplacnocraneo a los 42-84 dias y valores positivos en la longitud del
esplacnocraneo a los 42 dias y el ancho del esplacnocraneo a los 63 y 84 dias

(Tabla 22).
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En las mediciones postcraneanas los machos mostraron diferencias
significativas con valores negativos en longitud femoral a los 84 dias; ancho
femoral a los 63 y 84 dias y longitud humeral a los 42-84 dias y con valores
positivos en ancho humeral a los 42 y 63 dias; longitudes tibial y pélvica y
anchos pélvico inferior y medio a los 42-84 dias; ancho pélvico superior a los
42 y 63 dias y longitud de la columna a los 63 dias de edad (Tabla 23).

En las hembras los valores negativos significativos correspondieron a
longitud y ancho femoral a los 84; longitud humeral a los 42-84 y longitud y
ancho tibial a los 63 y 84 dias de edad y positivos en anchos femoral, humeral
y pélvicos inferior y medio a los 42 dias y longitud pélvica a los 84 dias

(Tabla 23).

3.6. Efecto de las hormonas gonadales (Comparacion RPC-RPC+Es/Te)

Respecto al peso corporal los machos mostraron valores positivos
significativos a los 28 y 56-84 dias y las hembras desde los 28 y hasta los 84
dias de edad (Tabla 24) (Figura 7 A 'y B).

Para el CAR se presentaron diferencias significativas con valores
negativos en machos a los 28-70 y 84 dias de edad y en hembras desde los 35-
63 y alos 77 dias de edad (Tabla 24).

El indice de masa corporal mostr6 en los machos diferencias

significativas con valores negativos al dia 1 y a los 42 dias y positivos a los 84

74



dias. En hembras se presentaron diferencias significativas positivas a los 63 y
84 dias de edad (Tabla 24).

A nivel craneano, en los machos se presentaron diferencias
significativas con valores negativos en el ancho y la altura del neurocraneo a
los 42 y 63 dias de edad y con valores positivos en la longitud del
neurocraneo a los 84 dias; la longitud del esplacnocraneo a los 42 y 84 dias y
el ancho del esplacnocraneo a los 84 dias de edad. En hembras en cambio se
observaron diferencias significativas con valores negativos en el ancho del
neurocraneo a los 42 y 63 dias y la altura del neurocréneo a los 63 dias y con
valores positivos en la longitud del neurocraneo y altura del esplacnocraneo a
los 84 dias y longitud y ancho del esplacnocraneo desde los 42-84 dias (Tabla
25).

En las mediciones postcraneanas los machos presentaron diferencias
significativas con valores negativos en el ancho del fémur a los 63 y 84 dias;
la longitud del himero desde los 42 y hasta los 84 dias y el ancho del hiimero
a los 84 dias y con valores positivos en la longitud del fémur a los 63 dias; las
longitudes de tibia y de pelvis y columna a los 63 y 84 dias; el ancho pélvico
inferior a los 84 dias; los anchos pélvicos medio y superior desde los 42 y
hasta los 84 dias de edad. En las hembras, hubo diferencias significativas con
valores positivos en longitudes de fémur, tibia, pelvis y columna y anchos

pélvicos inferior, medio y superior a los 42-84 dias; el ancho del htimero a los
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42 y 63 dias y el ancho de la tibia a los 63 y 84 dias. El ancho del fémur

mostro diferencias significativas con valor negativo a los 84 dias (Tabla 26).

4. Correlacion multiple
4.1. Correlacion multiple para crecimiento

Todos los valores de los coeficientes para la matriz de correlacion en
crecimiento, tanto de machos como hembras, mostraron correlacion positiva
altamente significativa. Los valores oscilaron entre 0.76 y 1.00 en machos y
entre 0.72 y 1.00 en hembras (Tabla 27).

Ambas matrices mostraron la misma estructura respecto a los
coeficientes que no alcanzaron el valor esperado para efecto tamafio (r>0.90)
para los anchos humeral y neurocraneano y la altura neurocraneana. Las
hembras sin embargo, tuvieron valores menores respecto a los machos (Tabla

27).

4.2. Correlacion multiple a la edad final del experimento

En los machos, aproximadamente la mitad de los valores de la matriz
tuvieron correlaciones positivas, presentando ademdas un gran numero de
variables no correlacionadas. La longitud humeral se correlaciond
negativamente con la longitud y ancho tibial, la longitud de la columna, la

longitud pélvica y los anchos pélvico inferior, medio y superior. La longitud
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femoral se correlaciond negativamente con la longitud pélvica. Las hembras
presentaron correlacion positiva entre la mayoria de las variables, a excepcion

del ancho y altura neurocraneana y el ancho femoral (Tabla 28).

5. Analisis de Componentes Principales y Discriminante a la edad final
del experimento

La longitud de la columna mostrd, para ambos sexos, una varianza
notoriamente mayor que el resto de las variables (Figura 8), situacion que no
pudo ser corregida por logaritmizacion. A fin de evitar que dicha variable
tomara preponderancia sobre el primer componente se decidid realizar el
analisis de componentes principales (ACP), con datos estandarizados. La
estandarizacion no afecto la estructura de agrupamientos para ninguno de los
componentes extractados, resultando los mismos sitemas de agrupamientos
que en el ACP sin estandarizar. Sin embargo la estandarizacion permitid
amortiguar el gran efecto sobre el primer factor causado por la longitud de la

columna.

5.1. Efecto del RPC
El primer eje del anélisis de ACP capturé el 62% de la variabilidad con
un eigenvalor de 10,5 (Tabla 29). Todas las variables se correlacionaron

positivamente con este eje, exhibiendo una relacion de correlacion isométrica
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entre las mismas, conduciendo a definir este primer eje por su efecto tamafio
(Figura 9 A).

El eje 2 capturd un 8,5% mas de variabilidad en relaciéon a la forma, y
mostrd un eigenvalor de 1,44 separando a los animales Sham de los con RPC
(Tabla 29; Figura 9 A).

El eje 3 obtuvo 5,5% de la variacion total, exhibi6 un eigenvalor menor
que 1 y mostrd escaso ordenamiento distinguible entre los grupos (Tabla 29,
Figura 9 B).

El resto de los ejes y al igual que el eje 3, no separaron a los grupos,
acumularon escaso porcentaje de varianza y sus eigenvalores resultaron ser
menores que 1, por lo que se decidio reducir la dimensionalidad de los datos a
los 2 primeros ejes (Figura 9 B).

El andlisis discriminante mostré significacion tanto para el modelo
general como para las tres funciones resultantes, las cuales explicaron en
forma acumulativa el 75, 94 y 100% de la variacion total (Tabla 30).

Los coeficientes de correlacion de cada variable para las tres funciones
se muestran en la Tabla 30. Se observo que la primer funcion quedo definida
en orden decreciente por las longitudes tibial y pélvica y el ancho pélvico
inferior, todas correlacionadas positivamente, mostrando un gran poder
discriminatorio entre sexos. La segunda funcion, se definié por la longitud

tibial y el ancho esplacnocraneano ambos con valores negativos, permitiendo
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discriminar a los animales con RPC de los animales Sham (Figura 10 A). Por
ultimo, la tercera funcion qued6 definida por el ancho esplacnocraneano
correlacionada positivamente y por la longitud pélvica negativamente. Esta

ultima funcion solo separd machos de hembras con RPC (Figura 10 B).

5.2. Efecto de l1a GH en sustrato de RPC

El primer eje del ACP capturo el 54,2% de la variabilidad y mostré un
eigenvalor de 9,2 (Tabla 31). Todas las variables se correlacionaron
positivamente con este eje, exhibiendo una correlacién isométrica o efecto
tamafo (Figura 11 A).

La mayor parte de la variacion respecto al tamafo correspondié a
diferencias sexuales, ya que todos los machos resultaron con mayor tamafo
que las hembras. Entre los machos el mayor tamafo correspondi6 a los Sham,
siguiendo en forma decreciente RPC+GH y RPC. Las hembras Sham y
RPC+GH resultaron iguales y mayores que RPC.

El eje 2 captur6 un 7,5 % mas de variabilidad y la varianza en relacién
a la forma, agrupando a todos los Sham con RPC+GH en un sdélo
conglomerado y separando a los RPC (Figura 11 A y B).

El eje 3 obtuvo 5,8% de la variacion total y mostrdo escaso

ordenamiento distinguible entre los grupos (Figura 11 B).
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El resto de los ejes no separ6 a los grupos, acumul6 escaso porcentaje
de varianza y sus eigenvalores resultaron ser menores que 1, por lo que se
decidié reducir la dimensionalidad de los datos a los 3 primeros ejes.

El analisis discriminante mostrd significacion tanto para el modelo
general como para las cinco funciones resultantes, las cuales explicaron en
forma acumulativa el 66, 84, 93, 97 y 100% respectivamente de la variacion
total. Para definir la dimensionalidad del modelo se utilizoé el método de los
eigenvalores estandarizados, por el cual se seleccionaron las primeras tres
funciones (Tabla 32).

Los coeficientes de correlacion de cada variable para las tres primeras
funciones se muestran en la Tabla 32. Se observd que la primera funcion
quedo definida en orden decreciente por las longitudes tibial y pélvica, anchos
pélvicos superior y medio, femoral, longitud femoral y ancho neurocraneano,
todas correlacionadas negativamente, mostrando un gran poder
discriminatorio entre sexos. La segunda funcion, se definid6 por el ancho
pélvico superior correlacionado negativamente mientras que la longitud tibial
y el ancho esplacnocraneano, lo fueron positivamente. Esta funcion
discriminé a los animales RPC del resto. Por ultimo, la tercera funciéon quedd
definida por los anchos femoral, pélvico medio y neurocraneano, longitud

humeral, ancho y longitud esplacnocraneana todas correlacionadas
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negativamente. Esta tltima funcidon solo separ6 a los machos Sham de los

machos con RPC+GH (Figura 12 A y B).

5.3. Efecto de la Castracion

El primer eje del ACP capturo el 47,8% de la variabilidad y mostrd un
eigenvalor de 8,13. Todas las variables se correlacionaron positivamente con
este eje (Tabla 33).

La wvariacion respecto al tamafio no correspondio totalmente a
diferencias sexuales, ya que los machos Sham y con RPC resultaron con
mayor tamafo que las hembras de su grupo, mostraron los machos y hembras
con RPC+Ca tamafios similares (Figura 13 A).

La ordenacion por tamafios mostrd a los machos Sham como los mas
grandes, seguidos de machos RPC. Las hembras Sham y con RPC+Ca y
machos con RPC+Ca presentaron tamafios similares. Por ultimo las hembras
con RPC resultaron con el menor tamafio (Figura 13 A).

El eje 2 obtuvo un 13.3% mas de variabilidad y capturd la varianza en
relacion a la forma, agrupando a todos los Sham y a los con RPC en un so6lo
conglomerado y separando a los con RPC+Ca (Figura 13 Ay B).

El eje 3 capturd un 7% de la variacion total y mostro tendencia a

separar los grupos RPC de los Sham (Figura 13 B).
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El resto de los ejes no separ6 a los grupos, acumul6 escaso porcentaje
de varianza y sus eigenvalores resultaron ser iguales o0 menores que 1, por lo
que se decidio reducir la dimensionalidad de los datos a los 3 primeros ejes.

El andlisis discriminante mostrd para el modelo un Lambda de Wilks
con valores de F altamente significativos. Los eigenvalores para las primeras
tres funciones mostraron ser significativos, explicando en forma acumulativa
el 62, 83 y 94% respectivamente de la variacion total (Tabla 34).

La primer funcién quedd definida por longitud pélvica, ancho pélvico
medio y superior, longitud tibial y ancho femoral, todas correlacionadas
negativamente. Esta funcidon mostr6 poder de discriminacion entre
tratamientos para todos los grupos y entre sexos para los grupos Sham y con
RPC (Tabla 34, Figura 14 A). La segunda quedo definida por longitud tibial,
longitud humeral , ancho neurocraneano, ancho y longitud femorales, todas
correlacionada negativamente agrupando a las hembras Sham y con RPC y
separandolas del resto de los grupos que conformaron un camulo (Figura 14
A y B). La tercer funcién quedo definida por longitud femoral, longitud tibial,
ancho esplacnocraneano y longitud humeral todas correlacionadas
negativamente y anchos pélvico superior, femoral y neurocraneano
correlacionadas positivamente, mostrando poder de discriminacidon entre los

animales Sham y los RPC (Figura 14 B).
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Ninguna funcidon con significacion discrimind entre sexos dentro del

grupo de animales con RPC+Ca.

5.4. Efecto de la Castracion y GH

El primer eje del ACP capturo el 48,8% de la variabilidad y mostrd un
eigenvalor de 8,3 correlacionandose todas las variables positivamente con este
eje (Tabla 35).

La mayor parte de la variacién respecto al tamafio correspondid a
diferencias sexuales, ya que los machos resultaron con mayor tamafio que las
hembras (Figura 15 A).

Entre los machos la ordenacidon por tamafios mostrd a los Sham como
los mas grandes, seguidos de RPC y RPC+Ca+GH que resultaron similares.
Entre las hembras, Sham y RPC+Ca+GH resultaron similares entre si y
mayores que RPC (Figura 15 A).

El eje 2 obtuvo un 14,6% mas de variabilidad con un eigenvalor de 2,48
y captur6 la varianza en relacion a la forma, agrupando los Sham con RPC en
un solo conglomerado y separando a los RPC+Ca+GH (Figura 15 Ay B).

El eje 3 capturd un 7,1% de la variacion total y mostrd tendencia a

separar los grupos con RPC de los Sham (Figura 15 B).
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El resto de los ejes no separ6 a los grupos, acumul6 escaso porcentaje
de varianza y sus eigenvalores resultaron ser menores que 1, por lo que se
decidio reducir la dimensionalidad de los datos a los 3 primeros ejes.

El andlisis discriminante mostrd para el modelo un Lambda de Wilks
con valores de F altamente significativos. Los eigenvalores para las primeras
tres funciones mostraron ser significativos, explicando en forma acumulativa
el 57, 81 y 92% de la variacion total respectivamente (Tabla 36).

La primera funcién quedo6 definida por longitud pélvica, ancho pélvico
superior, longitudes humeral, tibial, neurocraneana y femoral, todas
correlacionadas negativamente y discriminé entre tratamientos (Tabla 36). La
segunda quedo definida por longitudes tibial y humeral, altura y longitud
neurocraneana, ancho pélvico superior, longitud femoral, ancho tibial y ancho
esplacnocraneano todas correlacionada negativamente y discrimind entre
sexos para los grupos Sham y con RPC, no asi para los RPC+Ca+GH (Figura
16 A). La tercer funcion quedé definida por ancho esplacnocraneano, longitud
femoral, altura neurocraneana, longitud humeral, pélvica y tibial y longitud
neurocraneana todas correlacionadas positivamente y mostrd poder de

discriminacién entre sexos para el grupo RPC+Ca+GH (Figura 16 B).
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5.5. Efecto de las hormonas gonadales

El primer eje del ACP capturo el 65,1% de la variabilidad y mostré un
eigenvalor de 11,07. Todas las variables se correlacionaron positivamente con
este eje (Tabla 37).

Gran parte de la variaciébn respecto al tamafio correspondid a
diferencias sexuales, ya que todos los machos resultaron ser mayores que las
hembras de su propio grupo. No obstante, los machos con RPC+Te resultaron
con tamafios similares a las hembras Sham (Figura 17 A).

Tanto en machos como en hembras, la ordenacidén por tamafio mostro a
los Sham como los mas grandes, seguidos de RPC y RPC tratados con Te o
Es (Figura 17 A) .

El eje 2 obtuvo un 8,6% mas de variabilidad y un eigenvalor de 1,47.
Separ6 a los animales con RPC de los animales con RPC+Te/Es, ubicando a
los Sham en una posicion intermedia (Figura 17 A y B).

El eje 3 capturd un 6,4% mas de variabilidad con un eigenvalor de 1,09.
Agrup6 hacia los valores positivos a RPC de ambos sexos y RPC+Te y hacia
los valores negativos a Sham de ambos sexos y RPC+Es (Figura 17 B).

El resto de los ejes no separ6 a los grupos, acumuld escaso porcentaje
de varianza y sus eigenvalores resultaron ser menores que 1, por lo que se

decidio reducir la dimensionalidad de los datos a los 3 primeros ejes.
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El anélisis discriminante mostré para el modelo un Lambda de Wilks
con valores de F altamente significativos. Los eigenvalores para las primeras
tres funciones mostraron ser significativos, explicando en forma acumulativa
el 56, 85y 97% respectivamente de la variacion total (Tabla 38).

La primera funcion qued6 definida por longitudes pélvica y tibial,
ancho pélvico superior, longitud femoral y anchos esplacnocraneano y
neurocraneano, todas correlacionadas negativamente. La segunda quedd
definida por longitudes humeral, femoral y tibial, correlacionadas
positivamente con la funcion y ancho pélvico superior correlacionado
negativamente. La tercer funcién quedd definida por ancho femoral, ancho
pélvico superior, ancho neurocraneano y longitudes tibial y humeral
correlacionadas negativamente y longitud femoral y ancho esplacnocraneano
correlacionadas positivamente (Tabla 38).

El grafico por pares permiti6 determinar capacidad discriminatoria para
las tres funciones a las cuales pudo asignarsele significado de discriminacidén
(Figuras 18 A y B).

La primera funcién discrimind tanto para sexo como para tratamiento
en el grupo con RPC+Te/Es y solo entre sexos para Sham y con RPC,
formando claramente cuatro agrupaciones: machos Sham con machos RPC,
hembras Sham con hembras RPC, hembras RPC+Es y machos RPC+Te

(Figura 18 A).
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La segunda funcion discrimin6é entre sexos y separ6 al grupo con
RPC+Te del resto de los grupos conformando tres agrupaciones; hembras
Sham junto a RPC y RPC+Es, machos Sham con RPC y machos RPC+Te.
(Figura 18 A).

La tercera funcion discriminé entre tratamientos Sham y RPC, dejando

al grupo RPC+Te/Es en una posicion intermedia (Figura 18 B).

6. Analisis de componentes principales con todos los Tratamientos
6.1. ACP estandarizado para comparacion global entre sexos y
tratamientos

A fin de realizar una comparacion global de todos los factores se
procedio a realizar un ACP con datos estandarizados que incluyd todos los
tratamientos y ambos sexos.

Los tres primeros componentes explicaron en forma acumulativa el
52,8; 64,7y 70,8 % respectivamente de la varianza, con eigenvalores de 8,9,
2 y 1 respectivamente (Tabla 39). El primer componente mostré relacion
isométrica entre variables, por lo cual se lo significdé como efecto tamaio,
posicionando a los machos de la siguiente forma: Sham como los de mayor
tamafio, seguidos por RPC+GH y luego RPC y RPC+Ca+GH que mostraron
tamafios similares (Figura 19 A). A estos le siguieron los RPC+Te y por

ultimo el grupo RPC+Ca (Figura 19 A).

87



En las hembras, los grupos Sham, RPC+GH, RPC+Ca y RPC+Ca+GH
evidenciaron tamafios similares siendo los grupos mayores, seguidos por RPC
y por ultimo RPC+Es (Figura 19 A).

El segundo eje, al que le fue asignado efecto forma, mostrd dos grandes
agrupaciones. Una conformada por Sham, RPC y RPC+GH de ambos sexos
con mayores tamafios en variables pélvicas y menores en longitudes humeral
y femoral y otra por RPC+Ca y RPC+Ca+GH de ambos sexos y RPC+Te,
con relaciones de tamano inversas a las anteriores. El grupo con tratamiento
RPC+Es adopt6 una posiciéon intermedia (Figura 19 A y B).

El tercer eje no mostrd agrupamientos distinguibles (Figura 19 B).

6.2. ACP sin estandarizar para cada sexo.
Este ACP fue realizado a fin de extraer componentes y correlacionar con
indices de maduracion tibial.

Para ambos sexos la grafica de eigenvalores reciprocos presentd un
descenso brusco entre el primer y el segundo componente (Figura 20 A y B)
y la correspondiente graficacion en caja mostro el predominio de la longitud
de la columna en cuanto a la varianza (Figura 20 C y D).

Para los machos, los tres primeros componentes explicaron en forma
acumulativa el 84,9; 90,8 y 93,1 % respectivamente de la varianza, con

eigenvalores respectivos de 54,7; 3,7 y 1,5 (Tabla 40).
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El primer componente mostrdé relacion isométrica entre variables
exceptuando la longitud del fémur y la longitud del himero que presentaron
correlaciones negativas, situacion que se interpretd como ruptura del efecto
tamafio (Figura 21A). Para todas las variables con correlacion positiva, los
mayores tamafios estuvieron representados por los grupos Sham, seguidos de
RPC+GH, RPC, RPC+Ca+GH, siendo los RPC+Ca y RPC+Te los grupos de
menor tamafio para dichas variables. Sin embargo, por encontrarse este
componente con correlaciones de ambos signos, se interpretd que parte de la
varianza acumulada se encontr6 asociada al efecto de proporciones de
magnitud entre las variables y no al tamafio absoluto.

El segundo componente separé al grupo RPC+GH del grupo
RPC+Ca+GH, a partir de los tamafios relativos entre variables pélvicas
(anchos pélvicos superior, medio e inferior) y la longitud tibial respecto de las
longitudes de la columna, fémur y humero (Figura 21 A y B).

El tercer componente separ6 al grupo RPC+Ca de RPC+Te
principalmente porque este ultimo presentd valores relativos mayores en
longitudes de humero, pélvica y fémur y anchos pélvico medio e inferior
(Figura 21 B).

En las hembras los tres primeros componentes explicaron en forma
acumulativa el 90,2; 93,4 y 95,9% con eigenvalores de 92,3; 3,3 y 2,5

respectivamente (Tabla 41 ).
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El primer componente mostréo relacion isométrica entre todas las
variables con una marcada incidencia de los componentes pélvicos (longitud y
anchos superior medio e inferior) y longitud de la columna (Figura 22 A). Los
grupos Sham y con RPC+GH resultaron similares y con mayores tamafios
que el resto. A éstos grupos le siguieron en forma decreciente RPC, RPC+Ca
y RPC+Ca+GH con tamafios similares entre si y por ultimo el grupo RPC+Es
los cuales presentaron los menores tamafios (Figura 22 A).

El segundo componente separo a los grupos por diferencias relativas de
tamafio entre los componentes pélvicos y la longitud de la columna, que
presentaron valores de correlacion opuestos (Figura 22 A y B). Los grupos
que mas se distanciaron fueron los RPC+GH que presentaron mayores
tamafos relativos de longitud de columna y menores de los componentes
pélvicos de los RPC+Ca+GH. El resto de los grupos mostré6 una posicion
intermedia (Figura 22 A y B).

El tercer componente (Figura 22 B) separ6 a ambos grupos castrados
(RPC+Ca y RPC+Ca+GH) del resto por presentar mayores tamafos relativos
en longitud de huesos largos (longitudes tibial, humeral y femoral) (Figura 22
B).

Para ambos sexos se redujo la dimensionalidad de los datos a los tres
primeros componentes por dos razones: 1) los eigenvalores del tercer

componente se presentaron muy cercanos a 1 (Tablas 40 y 41), indicando que
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el valor explicativo del componente es cercano al de una variable individual y
2) para ambos sexos el tercer componente ofrecid agrupamientos que

pudieron definirse y por lo tanto hicieron factible una interpretacion.

7. Resultados del analisis de datos de maduracion

Para las edades 1, 21 y 42 dias todos los grupos presentaron el 100% de
las frecuencias en el nivel 1 de osificacion a excepcion de RPC+Es que a los
42 dias presentd 78,6% en el nivel 1 y 21,4% en el nivel 2. A partir de los 63
dias hubo presencia de los niveles 1, 2 y 3, en porcentajes variables. A los 84
dias de edad, los porcentajes para el nivel 3 resultaron ser en los machos:
RPC+Ca 59,1%, RPC+Ca+GH 73,9%, Sh 92,9 y RPC+GH 94,4%, siendo
para el resto de los grupos del 100%. En las hembras, para este mismo estado
de osificacion fueron: RPC+Ca 89,5%, Sh 93,8% y el resto de los grupos el

100% (Tabla 42).

7.1. Comparacion de proporciones:

La prueba de Chi’ para las edades de 63 y 84 dias se presentan en la
Tabla 43.

Los grupos Sham y con RPC no mostraron diferencias significativas en
las frecuencias de maduracién para ninguno de los sexos y ninguna de las

edades.
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A la edad de 63 dias los machos de los grupos RPC+Ca, RPC+Ca+GH
y RPC+Te presentaron diferencias significativas respecto de Sham, mientras
que en las hembras se presentaron diferencias en los grupos RPC+GH y
RPC+Es. A la edad de 84 dias los machos de los grupos RPC+Ca y
RPC+Ca+GH presentaron diferencias significativas comparados con Sham,

mientras que en las hembras no hubo (Tabla 43).

7.2. Correlacion de Spearman:

Los resultados de las correlaciones de Spearman entre los tres primeros
ejes del ACP para cada sexo y los indices de tiempo medio relativo de
maduracion (TMRM) y precocidad se muestran en la Tabla 44.

Los machos tuvieron correlacion significativa entre el TMRM vy el
tercer componente del ACP. En las hembras, el primer componente mostro
correlacion significativa con ambos indices y el tercer componente con el

indice de precocidad (Tabla 44).
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DISCUSION y CONCLUSIONES

Discusion

Efecto Sham

El grupo control se encuentra excluido de toda practica manipulatoria que
no resulte estrictamente necesaria para la viabilidad adecuada del animal. El
grupo Sham, en cambio, se halla expuesto al mismo tipo de manipulaciones que
los animales del grupo experimental, circunstancia que resulta en el control de
mayor similitud en el contexto manipulatorio del experimento. En nuestra
experiencia, los animales sham tuvieron peso corporal superior a los controles,
resultando en machos esta diferencia atin mayor. El efecto sham positivo
observado, condujo a la determinacién de tomar como referencia de
comparacion a este grupo.

En general, es de esperar que toda maniobra realizada resulte en un factor
estresante con efectos negativos sobre el organismo, sin embargo aqui el efecto
fue opuesto. En tal sentido, se ha postulado que los eventos postnatales
tempranos pueden tener consecuencias de gran alcance en el fenotipo de la
descendencia.

Clinchy et al. (2001) consideraron que la manipulacion realizada sobre

animales de estudio produce efectos fisiologicos y comportamentales que
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pueden durar meses o afios, llegando a afectar seriamente la interpretacion de
los datos. El acicalamiento y cuidados que brindan las ratas madres a sus crias,
producirian una descendencia adulta menos sensible a los factores estresantes
que aquella proveniente de madres que no presentan estos tipos de
comportamientos, como consecuencia de los efectos mediados a través del eje
adreno-cortico-tropico (Francis y Meaney, 1999). Al respecto, Duffty (2002)
encontrd que, el manejo en el laboratorio de ratas jovenes también provocaba
reduccion de la sensibilidad suprarrenal en la adultez. Indicé ademas que, a
pesar de involucrar mayor manipulacion de animales que los estudios de campo,
esta perspectiva no ha sido adecuadamente explorada. Pryce y Feldon (2003)
también encontraron que el manejo sistematico de las crias producia ratas
adultas que manifiestan mayor actividad exploratoria y baja respuesta de
corticosterona plasmatica frente a factores estresantes tales como la inyeccion de
diluyentes.

A la luz de los resultados anteriores, es posible inferir que el aumento en
el peso corporal de los animales sham se pueda corresponder a factores de esta

naturaleza.

Retardo Prenatal de Crecimiento

El crecimiento fetal se encuentra principalmente determinado por la

disponibilidad de nutrientes del feto, siendo la funcion y el tamafio placentario
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los mayores determinantes del crecimiento fetal en mamiferos. Trabajos
experimentales han demostrado que existe un significativo incremento del peso
fetal durante el ultimo tercio de la gestacion, conjuntamente con un progresivo
aumento en el flujo sanguineo del tejido uterino (Dowel y Kauer, 1997).

El ligamiento bilateral de la arteria uterina en la ultima semana de prefiez
es un modelo animal utilizado en la simulacion de insuficiencia uteroplacentaria
(Ogata et al., 1985; Oyhenart et al., 1998). Esta insuficiencia provoca restriccion
del aporte de glucosa, menor disponibilidad de aminoacidos y alteraciones
fisioldgicas en el feto incluyendo el intercambio gaseoso (Simmons et al., 1992).
Como consecuencia de estos estresores, hay deterioro del crecimiento y
desarrollo fetal (Antebi et al., 1991; Inaloz et al., 2000). En coincidencia,
nuestros resultados mostraron un fuerte efecto de la técnica de obstruccion
parcial de las arterias uterinas sobre el peso corporal al nacimiento, tanto en
machos como en hembras. Ratifican ademas, lo expresado por Wolmann (1998)
respecto a la preponderancia de los factores ambientales sobre los genéticos en
la expresion del peso corporal al nacimiento.

La insuficiencia sanguinea utero-placentaria evidentemente gener6 un
estrés de importancia puesto que provocd retardo, no solo el peso corporal al
nacimiento, sino en el crecimiento craneano y post-craneano.

A nivel craneofacial, la mayoria de las variables correspondientes a los

componentes funcionales mayores presentaron retraso de crecimiento a
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diferencia de lo informado por Oyhenart et al. (1998) quienes, aplicando
obliteracion de las arterias uterinas al inicio de la prefiez, encontraron mayor
modificacion en las variables faciales respecto de las neurales. Una explicacion
posible radicaria en el periodo en que el estrés actud por cuanto los efectos del
RPC se correlacionan con el momento de inicio de la perturbacién
(Wigglesworth 1964, 1974; Kollée et al, 1979; Jansson et al, 1986; Schroeder,
2003; Huizinga et al, 2004). McMillen et al., (2001) han expresado que las
adaptaciones especificas de los fetos a un ambiente intrauterino adverso,
incluyendo la limitacion en el ritmo de crecimiento, dependen de la naturaleza,
el tiempo y la intensidad de los cambios intrauterinos. Es conocido que el
componente neural es de crecimiento mas rapido (Young, 1959; Baer y Harris,
1969; Zelditch et al., 1992) y que el feto tiene una importante capacidad
adaptativa, permitiéndole la aceleracion en la madurez neurologica en
determinadas regiones (Amiel-Tison y Petigrew, 1991).

En el presente estudio, el hecho que la obliteracion de las arterias uterinas
se produjera en el Ultimo tercio de la gestacion impidid cualquier tipo de
compensacion dando como resultado, al nacimiento, que no sbélo ambos
componentes craneanos mayores fueran similarmente afectados, sino que
también se presentaran importantes modificaciones en longitud y ancho de los
huesos largos.

Autores tales como Hales (1997), Godfrey y Barker (2000), Tenhola et al.

96



(2000), Metha et al. (2002), Holt y Byrne (2002), Houdijk et al. (2003) y
Engelbregt et al. (2004), refieren que los factores perinatales nutricionales
adversos s6lo comienzan a tener efecto tardiamente, mucho tiempo después que
el ambiente de proteccion intrauterino fue abandonado. Resultados obtenidos
por Oyhenart et al. (1996; 1998) informaron que no todas las variables
presentaban recuperacion durante el periodo de lactancia normal. El catch-up
alcanzado fue dependiente del rasgo y sexo considerado, siendo las hembras con
RPC mas resistentes que los machos al estrés impuesto. Interes6 en
consecuencia, conocer si las modificaciones en la morfologia encontradas al
momento del nacimiento continuaban o podian ser revertidas luego de un
periodo de lactancia y postlactancia "normal”, es decir, sin que mediaran factores
nutricionales estresantes.

El retardo en el crecimiento ponderal se mantuvo hasta los 84 dias de edad
post-natal, presentando diferenciacién sexual. Mientras que en machos el peso
corporal fue menor en todas las edades analizadas, las hembras presentaron
catch-up en edades intermedias (desde el dia 28 al 56) para luego retornar a
valores menores que los Sham. De manera similar a lo observado para peso
corporal, las diferencias en el indice de masa corporal en las hembras so6lo se
presentaron en la lactancia, mientras que en machos se mantuvieron hasta la
edad final del experimento, indicando una variacién armoénica y temporal en las

primeras.
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A nivel craneofacial el retardo continué en hembras hasta los 84 dias en
todas las variables y en machos, si bien se advirtio la misma tendencia, la
longitud y el ancho del esplacnocraneo mostraron recuperacion a partir de los 42
dias de edad.

En el postcraneo, también se observd retardo sostenido en la mayoria de
las variables, con algunas excepciones como las longitudes humeral y femoral
que, en ambos sexos, mostraron recuperacion después del periodo de lactancia.
Resultados similares indicando que los anchos de los huesos largos permanecian
significativamente retardados fueron informados por Oyhenart et al. (2002) en
ratas con RPC por insuficiencia utero-placentaria y por Reichling y German
(2000) en ratas con RPC por déficit proteico.

De esta forma, el retardo prenatal de crecimiento presentd, desde una
perspectiva longitudinal, patrones de impacto diferenciados de acuerdo al
segmento corporal considerado, alterando tal como fue informado por Woodall
et al. (1996) y Oyhenart et al. (2002), el crecimiento 6seo relativo.

El dimorfismo sexual en el crecimiento comienza antes del nacimiento y
se refleja, por ejemplo, en el mayor peso al nacimiento de los varones
comparados con las mujeres (Hindmarsh et al., 2002; Geary et al., 2003). Las
mayores demandas nutricionales de los fetos masculinos pueden hacerlos mas
inestablemente balanceados a nivel nutricional y mas vulnerables ante la

disminucion del suministro. La elevada sensibilidad de los fetos masculinos a la
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nutricion materna es referida al hallazgo en algunos estudios en los que la
suplementacion nutricional de madres desnutridas mejord el peso de los varones
al nacimiento. Por otra parte, los embriones o fetos masculinos presentan mayor
prevalencia de ser abortados en el embarazo bajo condiciones de desnutricién
materna (Mora et al., 1979; Adair y Pollitt, 1985). Desde hace varias décadas se
ha postulado la existencia de una mejor canalizacidon del crecimiento en las
hembras respecto de los machos (Tanner, 1962). A nivel experimental, la
disminucién del flujo sanguineo intrauterino redujo el dimorfismo sexual al
nacimiento (Oyhenart et al., 1998; Dressino et al., 2002). Las hembras en
general son menos afectadas que los machos al estrés que impone el RPC
(Williams et al., 1974) y poseen mayor capacidad de recuperacion en el periodo
postnatal (Houdijk et al., 2000). Sin embargo, en el presente estudio la mayor
canalizacion en las hembras so6lo se observd y de manera parcial en el peso e
indice de masa corporal. En el crdneo por el contrario, fueron los machos
quienes lograron a nivel esplacnocraneano crecimiento compensatorio completo.
En los restantes segmentos corporales, ambos sexos presentaron disminucion de
tamafio y alteraciones andlogas de forma, vinculadas a las mismas variables
oseas.

El efecto morfométrico observado en ambos sexos, con tendencia general
sobre las mismas variables, podria entenderse como resultado del proceso

adaptativo. En este sentido, Engelbregt et al (2004), en un modelo de RPC
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experimental en ratas, informaron que el volumen mineral 6seo total corporal
ajustado para el peso, fue normal en ambos sexos, indicando que existe un ajuste
del esqueleto al crecimiento después del RPC.

Por otro parte, la posible relacion entre RPC y alteraciones en el
desarrollo madurativo presenta controversia. Diversos autores han sugerido la
influencia del estrés prenatal y alteraciones en el proceso de maduracidén dsea
(Towes y Lee, 1975; Glockner et al., 1992). En este sentido, Engelbregt et al
(2000) propusieron que el RPC en ratas durante la gestacion tardia se encuentra
asociado a un retardo del inicio de la pubertad. Sin embargo, Hokken-Koelega
(2002) encontrd un escaso rango de variacion para el inicio de la pubertad en
nifios nacidos con bajo peso para la edad gestacional. Quintero et al. (2004) en
un modelo de RPC experimental, informaron que tanto los animales RPC como
los control mostraron similares patrones en las tasas de maduracion d6sea. En
coincidencia, en el presente estudio, los resultados indicaron que el RPC no
parece alterar en forma significativa el proceso normal de maduracion Osea.

En sintesis, el aporte sanguineo materno es esencial para el crecimiento
fetal. Una disminucion en el flujo sanguineo provoca retardo de crecimiento que
no puede ser restablecido ain frente a condiciones normales en el periodo de
lactancia y postlactancia conduciendo a menores dimensiones y cambios de
forma en la edad adulta que podrian interpretarse como resultado de un proceso

adaptativo mas que una patologia (Warshaw, 1985).
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Accion de la terapia con GH en el Retardo Prenatal de Crecimiento

El crecimiento postnatal se encuentra determinado por la interaccion entre
el potencial genético del organismo y el ambiente, siendo la GH un importante
mediador (Bauer-Dantoin et al., 1995). Autores tales como Gluckman (1995);
Woodall et al. (1996, 1998) y Chatelain, (2000) han informado que el RPC
puede modificar la programacion endocrina por diferentes caminos. Aunque la
accion de la GH sobre el crecimiento compensatorio de nifios RPC no es clara,
la terapia con esta hormona es recomendada (Vicens-Calvet et al., 1999;
Christesen et al., 2006).

A los 84 dias de edad, el andlisis de componentes principales (ACP)
indic6 que el primer eje capturd gran parte de la varianza ordenando a los grupos
por tamafio, de tal manera que los animales mas grandes, representados por los
machos, se posicionaron hacia los valores positivos del eje y las hembras hacia
los negativos. Entre los machos se observo una gradacion de tamafio. En orden
decreciente correspondié a Sham, seguido por RPC tratado con GH y RPC, ¢
indicé que el tratamiento con GH no fue suficiente para lograr crecimiento
compensatorio en términos de tamafio, a pesar de permitir una cierta
recuperacion. En las hembras, el grupo RPC se separ6 del conglomerado
formado por RPC tratados con GH y Sham mostrando a diferencia de lo que

ocurria en machos, crecimiento compensatorio completo por accioén de la GH.
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El segundo eje, que ordeno por forma, agrupo hacia los valores positivos a
machos y hembras RPC, mientras que el resto de los grupos tendieron a ubicarse
hacia los valores negativos del eje. Las cargas de las variables sobre el eje
indicaron que la restriccion de los anchos respecto de la longitud de los huesos
largos observada en los animales RPC pudo ser revertida por la GH. De este
modo, la GH actu6 sobre el restablecimiento en las proporciones o0seas de los
huesos largos.

Cuando se aplic6 andlisis discriminante, se observéd que las diferencias en
tamafo fueron provocadas en primera instancia por el sexo, efecto esperable
para los patrones de dimorfismo sexual de esta especie (Hughes and Tanner,
1970, Jansson y Isaksson, 1983, Rol de Lama et al., 2001) y secundariamente
por el RPC. Una vez despejado el efecto dimorfico, el retardo de crecimiento
fue el responsable de discriminacidn entre los grupos. Por ultimo, sélo el 9% de
la variacién total correspondid a diferencias métricas entre machos Sham y RPC
tratados con GH. En hembras en cambio, ninguna funcion discriminé entre las
RPC tratadas con GH y Sham.

Estos resultados permitieron inferir que el RPC provoca restriccion
diferencial de las variables métricas con efecto alométrico, la cual puede ser
revertida por efecto de la GH. Consecuentemente, el tratamiento con GH mostro
actividad tanto en la recuperacion del tamafio absoluto como relativo de las

variables.
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Sin embargo, aunque ambos sexos mostraron crecimiento compensatorio
por accion de la GH, en machos fue menor que en hembras. Este efecto
dimérfico de la GH podria encontrarse asociado a una respuesta particular ante
la injuria por RPC, ya que en animales normales, la accion de la GH ha
mostrado no tener una actividad dimérfica (Stephan et al., 1971; Cabello y
Wrutniak, 1989; Oyhenart y Pucciarelli, 1992).

Cuando se analizaron los cambios en el crecimiento desde una perspectiva
longitudinal, se encontré que la ganancia de peso entre grupos RPC y RPC
tratados con GH, mostrd patrones diferentes para cada sexo. Los machos
tratados con GH, so6lo presentaron a los 28 dias de edad el peso corporal mayor
que los RPC. Las hembras, en cambio, mostraron accion sostenida de la GH en
la ganancia de peso corporal desde los 56 y hasta los 84 dias de edad. La
respuesta dimoérfica a la GH en relacion con la ganancia de peso se ha reportado
en diversos estudios. Asi, Guimarey et al. (2003) y Oyhenart et al. (2003)
encontraron que la GH mejord desde edades tempranas la ganancia de peso
corporal en hembras RPC.

Por otra parte, si bien ambos sexos presentaron crecimiento
compensatorio en el postcraneo, las hembras mostraron una mayor recuperacion
desde edades més tempranas, lo que podria explicar en gran parte lo observado
en el ACP.

Tanto machos como hembras recuperaron la longitud y la altura del
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neurocraneo, mientras que el ancho, menos afectado por el RPC, no mostro
signos de recuperacion. Sin embargo, en los machos el esplacnocraneo presento
una respuesta en mosaico con recuperacion de algunas variables (altura) e
inhibicion de otras (longitud y ancho) que no habian presentado efecto del RPC.
En hembras, tanto la longitud como la altura del esplacnocraneo no mostraron
recuperacion y el ancho fue significativamente menor que en animales con RPC.

A nivel del postcraneo en machos no todas las variables afectadas por el
RPC se recuperaron completamente. Las hembras con GH, sin embargo,
mostraron crecimiento compensatorio en todas las variables que habian sido
afectadas por el retardo del crecimiento alcanzando valores comparables a los
sham. Diversos autores han observado respuesta dimorfica al tratamiento con
GH (Rol de Lama et al., 1998; Guimarey et al., 2003; Quintero et al., 2005),
sugiriendo que las hembras se encuentran en una situacién ventajosa con
respecto a la recuperacion de las variables afectadas por el RPC.

Jaffe et al. (1998) demostraron la existencia de dimorfismo sexual en la
regulacion de secrecion de GH en humanos que se expresé a nivel central e
involucro tanto la pulsatividad espontanea de la GH como la retroalimentacion
negativa por parte de los IGF1, atribuyendo esta diferencia principalmente al
papel mas predominante de la somatostatina SRIH hipotaldmica en los hombres
respecto de las mujeres. Adicionalmente, sugirieron que la inhibiciéon de

secrecion de GHRH hipotaldmico por el IGF1 podria jugar un importante rol en
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el control de secrecion de GH en las mujeres.

En ratas, una posible explicacion fue propuesta por Froesch et al (1990) y
posteriormente reafirmada por Rol de Lama et al. (2000) quienes, propusieron
que los machos normales tienen una velocidad maxima de crecimiento durante
el periodo peripuberal y la administracion de GH no es capaz de incrementarla.
En cambio, las hembras de la misma edad tienen una velocidad de crecimiento
mas reducida, que puede ser potenciada por accioén de la GH. Si bien las razones
fisiologicas y los alcances adaptativos de este mecanismo estan lejos de ser
entendidos, esta respuesta diferencial podria explicar por que los machos con
RPC no recuperaron completamente la longitud corporal y conformacioén dsea
esperada a pesar del tratamiento con GH, sobre todo cuando la injuria es de
importancia tal como la disminucion del flujo sanguineo en momentos de gran
organogeénesis.

El papel de la GH sobre la maduracion esquelética ha sido largamente
discutido (Towes and Lee, 1975; Hamilton, 1979; Glockner et al., 1992;
Tresguerres et al., 1995; Hermanussen et al., 1996) mostrando los resultados de
dichos trabajos un elevado nivel de controversia. Kamp et al. (2002) sugieren
que tratamientos con altas dosis de GH pueden inducir aceleracion de la
maduracion 6sea y comienzo precoz de la pubertad, pudiendo provocar retraso
de crecimiento debido al mayor efecto sobre la maduraciéon que sobre el

crecimiento lineal.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que, en tanto en
los machos no se evidencian alteraciones significativas de la maduracion, en las
hembras la GH provoca un incremento a los 63 dias de edad. Esta respuesta es
altamente sugestiva, ya que los machos tratados con GH no presentan
alteraciones en la maduracion oOsea pero tampoco logran un crecimiento
compensatorio completo, mientras que en las hembras la presencia de un
incremento en maduracion Osea no parece retardar el crecimiento,

permitiéndoles lograr una recuperacion completa del tamafio corporal.

Accion de la terapia con hormonas sexuales sobre el Retardo Prenatal de
Crecimiento

La pubertad constituye un periodo caracterizado por un notable
crecimiento, el cual se encuentra influenciado por numerosos factores, siendo la
nutriciéon y los efectos endocrinos de la GH y las hormonas sexuales los
principales factores vinculados al proceso (Styne, 2003). Por otra parte, es
conocido que los androgenos promueven el crecimiento lineal, ponderal y
ejercen marcadas acciones sobre el crecimiento craneofacial (Zemel y Katz,
1986; Dahinten et al., 1988; Oyhenart y Pucciarelli, 1991; Barrett y Harris,
1993; Ornoy et al., 1994; Orden et al., 1998). No obstante, la accion estrogénica,
es controvertida en tanto se han detectado en substrato de desnutricion y/o

castracion tanto acciones anabdlicas (Dahinten y Pucciarelli, 1986) como

106



catabolicas (Oyhenart y Pucciarelli, 1991; Orden et al., 1998).

En el presente estudio los animales RPC inyectados con testosterona o
estradiol, presentaron los valores mas altos de consumo alimentario por unidad
de peso y significativa reduccion de la ganancia de peso corporal, especialmente
a edades avanzadas. Asi, a diferencia de la mejora en la eficiencia alimentaria
inducida por la GH, las hormonas gonadales parecen deteriorar la relacién peso
corporal/consumo alimentario, sugiriendo un efecto catabdlico.

Clasicamente se ha asociado a la testosterona con una accioén anabolica y
un fuerte efecto inductor del empuje puberal, principalmente por su accion sobre
los huesos largos. Sin embargo la vision tradicional de la accion de la
testosterona y el estradiol sobre el crecimiento se estd modificando a partir de la
publicacion de casos de resistencia estrogénica causada por la mutacidon en el
gen del receptor para estrégeno, que ponen en evidencia la gran importancia de
los estrégenos para el crecimiento 6seo en ambos sexos (Smith et al., 1994; Juul,
2001; Khosla et al., 2002).

Durante mucho tiempo se le atribuyo a los estrégenos la capacidad de
inducir el cierre de los cartilagos epifisarios, por lo que fue utilizado como
tratamiento en casos de acromegalia o para suprimir el crecimiento de mujeres
con pronostico de elevada estatura final. Este resultado se consigue aun con
dosis mas bajas comparadas con las utilizadas inicialmente, presentando menos

efectos colaterales (Drop et al., 1998). Sin embargo, actualmente se considera
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que la actividad de los estrogenos sobre el crecimiento es compleja.

Juul (2001) concluy6 que el estrogeno es de gran importancia para el
crecimiento puberal normal tanto en varones como en mujeres. Concentraciones
muy bajas de estrogeno pueden también estimular el crecimiento d6seo sin
afectar directamente la maduracidn sexual o el cartilago de crecimiento a través
de la estimulacién del eje  GH-IGF, sin embargo dosis superiores de estrégeno
estimulan la aparicion de caracteristicas sexuales secundarias y la fusion
epifisaria.

En el presente estudio, el crdneo presentd respuesta heterogénea a las
hormonas sexuales. La altura y el ancho del neurocraneo mostraron estimulacioén
del crecimiento que se detuvo a partir de los 63 dias, permitiendo que a edad
final resultaran con magnitudes equiparables a las de los animales con RPC. El
esplacnocraneo mostré inhibicion del crecimiento con un efecto mas marcado en
las hembras.

Por otro lado a nivel postcrancano pudo observarse un mosaico de
respuestas a la actividad de las hormonas sexuales, con estimulacion de algunas
regiones (humero y fémur) e inhibicion de otras (tibia y pelvis).

Trabajos recientes (Grumbach, 2000; Steyn, 2003) sostienen que el
principal efecto sobre el empuje puberal en ambos sexos es provocado
localmente por el estradiol, relacionando el fuerte efecto observado por la

testosterona como resultado de la aromatizacion periférica a estradiol por la
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enzima aromatasa. En concordancia con estos hallazgos Chagin et al. (2006)
hallaron que el crecimiento longitudinal 6seo en fetos de rata es promovido por
estrogeno localmente producido en el cartilago de crecimiento.

Sin embargo, se ha propuesto que los androgenos de por si, sin la
conversion a estrogeno, también parecen estimular el crecimiento longitudinal
de los huesos. En los nifios de edad puberal, la dihydrotestosterona, un
andrégeno no aromatizable, puede acelerar el crecimiento lineal, efecto no
asociado con un aumento plasmatico de GH o IGF-1 (Keenan et al., 1993;
Nilsson et al., 2005). Chowen et al (2004) advierten sobre el elevado nivel de
complejidad de la modulacion armoénica del crecimiento por parte de los
esteroides, a través de una multiplicidad de niveles de control que van desde la
via general hipotalamica e hipofisiaria que regula los niveles de producciéon y
secrecion de GH, la interaccion con factores de crecimiento a nivel celular e
intracelular, la modificacion de las vias de sefialamiento hasta la regulacion de la
expresion de receptores de membrana de las células de los tejidos blanco.

Un sistema tan complejo de controles respecto de la actividad de las
hormonas sexuales sobre el crecimiento podria dar cuenta de las respuestas
antagénicas de diferentes regiones dseas. En las edades adultas, los machos con
RPC inyectados con testosterona presentaron restriccion moderada del tamafio
general respecto del RPC, con alteracién notoria del crecimiento en términos

alométricos. También tuvieron cambios en la forma esquelética de manera tal
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que, las longitudes femoral y humeral fueron mayores y las pélvicas y la
longitud de la columna menores. Como resultado, estos animales tendrian
miembros mas largos y troncos mas cortos. Las hembras inyectadas con
estrogenos en cambio, mostraron fuerte inhibicidon del crecimiento en todas las
variables resultando en restriccion del tamafio respecto a los controles, por lo
que los cambios de forma respecto de los RPC fueron escasos.

Tanto en machos como en hembras en la ultima edad del experimento, el
esplacnocraneo resultdé mas afectado que el neurocraneo por restriccion del
crecimiento. Una explicacion a dichos resultados podria basarse en las dosis de
estradiol aplicadas en el grupo RPC+Es, las cuales estarian induciendo una
maduracion temprana con el consecuente cierre de los cartilagos de crecimiento.
La testosterona aplicada al grupo RPC+Te, actuando por un mecanismo
diferente, principalmente a través de una actividad indirecta en la maduracion
por aromatizacion, permitiria a los machos mayor tiempo de vida media de los
cartilagos de crecimiento y a la vez provocaria un fuerte estimulo en crecimiento
que resultaria mas notable en la longitud de los huesos largos.

Sin embargo, el significado fisiologico de esta diferencia sexual en los
mecanismos de actividad hormonal puede ser explorado desde el punto de vista
adaptativo. Desde una perspectiva funcional se sostiene en la actualidad, que
una propiedad critica del hueso es la fuerza de las cargas mecanicas que soporta.

La contraccion muscular es la mayor carga fisiologica sobre el hueso, por lo que

110



existe una adaptacion de la fuerza del hueso a la fuerza del musculo (Frost,
2000").

El “paradigma de Utah” de fisiologia esquelética, proporciona un modelo
explicativo de desarrollo 6seo que describe como la estructura 6sea es regulada
por efectos mecanicos locales que pueden ser ajustados por la actividad
hormonal (Frost, 1998). Desde esta perspectiva, las diferencias sexuales en la
adaptacion 6sea durante la pubertad se encuentran reguladas en gran parte por la
influencia de estrogeno en las hembras, mientras que la testosterona en cambio,
no parece tener dicho efecto aunque se asocia en forma directa a la mayor
cantidad de masa muscular alcanzada por los varones comparados con las
mujeres (Schoenau, 2006). Esta hipotesis concuerda con los postulados de
actividad indirecta de la testosterona por aromatizacion periférica a estradiol
(Grumbach, 2000; Styne, 2003), con notables derivaciones desde el punto de

vista fisioldgico y adaptativo.

Accion de la ausencia de hormonas sexuales por castracion en el Retardo
Prenatal de Crecimiento

Se ha establecido que el crecimiento es un proceso sexualmente dimorfico
y que los esteroides gonadales juegan un importante papel en su progresion. La
manipulacion de secrecion gonadal de esteroides sexuales altera en forma

evidente el crecimiento somatico en roedores (Jansson et al., 1985; Ogawa et al.,
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2000; Wehrenberg y Giustina, 1992).

En este sentido, estudios en ratas ovariectomizadas muestran que la
aplicacion de estrogeno provoca inhibicion dosis-dependiente del crecimiento en
longitud (Chow et al., 1992, Turner et al., 1994). Wallen et al., (2001) en un
estudio experimental en ratas, observaron que mientras los machos castrados
tenian reduccién del peso corporal asociada a disminucion del consumo
alimentario, las hembras castradas incrementaban significativamente el peso
corporal. De ello dedujo que, en ambos sexos, existe modulacion de la ganancia
de peso y del consumo alimentario por parte de las hormonas sexuales. Estos
resultados coinciden parcialmente con los obtenidos en el presente estudio por
cuanto la gonadectomia incrementd el consumo alimentario en machos y
hembras. Sin embargo, mientras los animales orquidectomizados ganaron menos
peso corporal que cualquier otro grupo, los ovariectomizados lo aumentaron de
manera notoria, con la consecuente disminucion del dimorfismo sexual. Efectos
sexualmente opuestos por castracion fueron encontrados por otros autores
(Gevers et al., 1995).

El analisis de las variables esqueléticas mostrd que la castracion afecto
severamente el crecimiento en los machos con un impacto diferencial sobre
variables craneanas y postcraneanas. La mayoria mostro efecto inhibitorio
siendo la excepcion el ancho y altura del neurocraneo. En hembras, se evidencio

un estimulo de crecimiento en practicamente todas las variables craneanas y en
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algunas dimensiones de los huesos largos como el ancho femoral y las
longitudes humeral y tibial.

Cuando se analiz6d el tamafio adulto alcanzado se observd que en los
machos estuvo reducido y en las hembras en cambio, hubo crecimiento
compensatorio de manera tal que el resultado final fue una morfologia similar en
ambos sexos. Los animales con RPC castrados al alejarse del patron
morfolodgico esperable para cada sexo, coincidieron en una tercera posicion con
pérdida de dimorfismo tanto para el tamafio como la forma. Este resultado de
similitud que se observo en los tres ejes del ACP, fue verificado en el AD, el
cual no logrd construir ninguna funcidén capaz de discriminar entre sexos al
punto de tener que considerar a ambos grupos como pertenecientes al mismo
conjunto de individuos.

Estos resultados concuerdan con lo informado por Dahinten y Pucciarelli
(1988), quienes comparando distancias morfologicas craneanas con distancias
D’ de Mahalanobis, encontraron que mientras existe una pérdida de dimorfismo
craneano en animales castrados, se evidencia un incremento de dimorfismo entre
machos control y hembras castradas y una disminucion entre machos castrados y

hembras control.
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Accion de la terapia con GH en ausencia de hormonas sexuales por
castracion en el Retardo Prenatal de Crecimiento

La administracion de GH a los animales castrados so6lo restaurd
parcialmente el peso corporal. En machos castrados, la ganancia de peso mejord
sin alcanzar los valores de RPC, mientras que en hembras se inhibié llevandolas
a los valores RPC.

El seguimiento longitudinal del consumo alimentario relativo mostrd
incremento en ambos sexos similar al que se obtuvo en los castrados. De esta
manera, la relacion peso corporal-consumo alimentario, fue nuevamente
inversamente proporcional.

A nivel esquelético, el tratamiento con GH en substrato de castracién en
machos actud incrementando levemente el tamafio, pero sin modificaciones
evidentes sobre el efecto forma. Por el contrario, no ejercid6 grandes
modificaciones en las hembras, conservando una posicion similar a las hembras
con RPC castradas.

La diferenciacion sexual quedo confirmada por la creacion de una tercera
funcion del andlisis discriminante que permitid diferenciar a los machos de las
hembras. Asi, la GH estaria reestableciendo moderadamente el dimorfismo
sexual en el tamafio perdido por la castracion, aunque sin grandes
modificaciones sobre la forma, principalmente por un efecto de estimulacion de

crecimiento en los machos.
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En ambos sexos, en los dos grupos castrados (con y sin GH) la altura y
ancho del neurocrdneo mostraron ser significativamente mayores que en RPC,
con una estimulacion marcada del crecimiento desde edades tempranas. Sin
embargo estas variables no mostraron estimulacion ante la aplicacion de GH.

Las respuestas por exceso y defecto de hormonas sexuales asi como su
relacion con el eje somatotrdpico son en la actualidad muy controvertida. Desde
hace décadas ha sido observada una actividad necesariamente conjunta entre la
GH y la testosterona (Zachmann, 1987), siendo probablemente un efecto
indirecto de la testosterona por la via de los IGF1 hepaticos. Esta interpretacion
es apoyada por la observacion que la testosterona no produce un incremento
significativo en la longitud del cuerpo en ausencia de GH como resulta en el
caso de ratas hipofisectomizadas (Simpson et al., 1944; Scow and Hagan, 1965
Jansson et al., 1983). Sin embargo, Zung et al., (1999) sostienen que la
testosterona posee capacidad para inducir una moderada ganancia de peso
independientemente de la GH, efecto de promocion de crecimiento no mediado
por los IGF1 hepatico.

A estas controversias se suma el hecho que no se conoce completamente
el papel de las hormonas sexuales en relacion al desarrollo del dimorfismo
sexual secundario.

Rol de Lama et al. (2001), encontraron en neonatos que, ni la castracion

de machos, ni la administracion de testosterona en hembras castradas fueron
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capaces de inducir un patron de crecimiento femenizante o masculinizante
completo, siendo necesarios tratamientos peripuberales con estas hormonas para
completar los cambios en el patron de crecimiento dependiente del sexo.

Si bien se sostiene que la testosterona y los estrogenos afectan los ritmos
neuroendocrinos de la GH y, a su vez, la GH potencia muchas de las acciones
metabolicas de los esteroides sexuales (Mauras, 2001), también se conoce desde
hace décadas que el crecimiento inducido por la GH es parcialmente inhibido
por tratamiento simultaneo con estrogeno (Holder et al 1983). Por otro lado,
Zung et al. (1999), encontraron que la promocion del crecimiento por parte de la
testosterona no estd mediado por la expresion de los factores insulinicos de
crecimiento del tipo 1 (IGF1) a nivel hepatico ni por sus receptores. Asimismo
observaron que la moderada ganancia de peso por aplicacion de testosterona es
independiente del efecto de la GH, al menos en ratas juveniles.

Concordantemente, Phillip et al (2001), en un modelo experimental con
ratas hipofisectomizadas y castradas encontraron que la aplicaciéon de
testosterona incrementd la abundancia de receptores IGF1 del cartilago de
crecimiento de manera dosis dependiente, concluyendo que la testosterona tiene
un efecto local e independiente de la GH en el crecimiento del cartilago de
crecimiento y en la expresion de receptores IGF1.

Franz y Rabkin (1965) fueron los primeros en reportar que la

administracion del estrogeno a dosis sumamente bajas podia aumentar la
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secrecion de GH en los adultos saludables, y en este sentido, presentaron las
primeras pruebas de que la argumentacion por la hipotesis de represion
estrogénica sobre la secrecion de GH estaba equivocada.

La interaccion entre los ejes somatotropico y gonadotropico juegan un
importante papel en el crecimiento somatico de los mamiferos. Sin embargo, los
mecanismos precisos a través de los cuales los esteroides gonadales afectan al
eje somatrotropico y al crecimiento no se comprenden en su totalidad. Estos
pueden incluir dimorfismo tanto para la sensibilidad a la GH como para sus
patrones de secrecion (Liu et al., 2000; Ogawa et al. 2000).

Tres mecanismos mayores han sido propuestos para explicar los efectos
de los esteroides sexuales en el crecimiento: uno indirecto, a través de las
condiciones de secrecion de GH y dos directos; uno por medio de los factores de
crecimiento locales y otro por alteraciéon de la sensibilidad a la GH. En este
sentido se ha sugerido que las condiciones de secrecion de GH son alteradas por
modulacion de esteroides gonadales en ratas y humanos (Jansson et al., 1985;

Wehrenberg y Giustina, 1992).

Maduracion 6sea y Retardo Prenatal de Crecimiento
Se ha sugerido que el retardo de crecimiento intrauterino implica cambios
en el desarrollo del hombre y de otros mamiferos como la rata (Delemarre-van

de Waal, 2002). Engelbregt et al. (2000) encontraron que el RPC en el ultimo
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tercio de la gestacion provocaba retardo en el comienzo de la pubertad en ratas
machos y hembras sugiriendo que el periodo perinatal es critico en el proceso
madurativo. Mientras que Lienhardt et al (2002), hallé respuestas similares en
humanos, otros estudios realizados indican un bajo rango de variacion en el
comienzo de la pubertad en nifios pequefios para la edad gestacional (Hokken-
Koelega, 2002). Preece (1997) sostiene que el tiempo de inicio y el patrén
general de la pubertad es bastante normal en los nifios nacidos con RPC aunque
el empuje puberal de crecimiento es, por término medio, un poco menos intenso
que en la poblacion normal. Refiere en este sentido que en estos nifios, la
estatura adulta se encuentra significativamente comprometida debido a un
empuje puberal atenuado.

En el presente estudio, cuando se realizaron las correlaciones de
Speerman entre los tres primeros ejes del ACP para cada sexo y los indices de
persistencia (tiempo medio relativo de maduracion) y precocidad, los machos no
mostraron correlacion significativa con ninguno de los dos primeros
componentes. El tercer componente, se asocio a un efecto de la forma vinculado
principalmente a las longitudes de hiimero, fémur y pelvis, respecto del resto de
las variables, sugiriendo un posible efecto en la maduracion (TMRM) e
indicando una probable relacion entre velocidad de maduracion y cambios sobre
la forma que afecta principalmente a huesos largos y pelvis. Este hallazgo se

encuentra reforzado por el hecho que, los machos de ambos grupos castrados
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mostraron un retardo significativo en la maduracion del cartilago de crecimiento
tibial, mientras que el grupo tratado con testosterona presentaron precocidad de
maduracion.

En las hembras, sin embargo, el primer componente mostrd correlacion
altamente significativa con ambos indices. A este primer componente se asocid
el efecto tamafio y en este sentido interpretamos la restriccién en tamaifio del
grupo RPC+Es por efecto de un inicio temprano de la maduracién y una vida
media corta del cartilago de crecimiento. El segundo componente no mostrd
correlacion con ninguno de los indices y el tercero se correlaciond con el indice
de precocidad. Este tercer componente separd por un lado a los dos grupos
castrados (RPC+Ca; RPC+Ca+GH) y al grupo RPC+Es, por otro. Los grupos
castrados presentaros mayores longitudes femoral y humeral y menor longitud
de la columna que el grupo con estradiol. Esto implica que tanto el efecto del
estradiol como el de la castracién afectan el tiempo de inicio del cierre del
cartilago, en el primer caso adelantandolo y en el segundo demorandolo.

El efecto del RPC sobre la maduracion dista de estar clarificado.
Delemarre-van de Waal et al. (2002), encontraron que el RPC y la desnutricion
postnatal en ratas inducirian una pubertad retrasada en los machos, mientras que
en las hembras solo lo provoca el RPC. Sin embargo en el presente estudio no se
encontr6 asociacion entre indices de maduracion 6sea y modificaciones

morfométricas provocadas por el RPC, ni tampoco se constataron efectos sobre
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las frecuencias de estados de maduracion del cartilago tibial.

Diversos autores han reportado una respuesta dimorfica ante la aplicacion
de la GH (Froesch et al, 1990; Subramanian et al 1995; Rol De Lama 2000;
Miinzer et al 2001) y asi como la asociacion entre RPC y desarrollo madurativo
es controvertida, la accidn de la GH en ninos con RPC también lo es. Hamilton
(1979) ha puesto en tela de juicio la efectividad del tratamiento con GH,
alegando la posibilidad de que se altere la relacion entre maduracidén 6Osea y
ganancia de estatura por interrupcion del crecimiento. Sin embargo, Milner et
al., (1980) indican que no se puede sostener la sugerencia de que el tratamiento
con GH causa, en ultimo término, un detenimiento en el crecimiento debido a
una mayor maduracion ésea que al crecimiento en altura.

Por otro lado, Kamp et al. (2002) sostienen que en humanos, altas dosis de
GH en tratamientos previos a la pubertad provocan una aceleracion en edad dsea
e induce un comienzo temprano de la pubertad. Lienhardt et al. (2002),
describen un retardo en el inicio de la pubertad en nifios de baja estatura nacidos
RPC y asocian el tratamiento con GH a una reduccién en la amplitud del empuje
puberal, hallazgo que ha sido evaluado en ensayos clinicos.

En un ensayo experimental, Quintero et al. (2004) sugirieron que la
aplicacion de GH en ratas con RPC podria tener un efecto de aceleracion de la
osificacion del cartilago tibial en hembras pero no en machos, efecto dimoérfico

probablemente asociado a la accion de las hormonas sexuales. Los  resultados
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del presente estudio muestran un efecto dimorfico sobre la maduracién dsea
asociada a la administracion de GH, resultados que precedentemente hemos
advertido como sugestivos por mostrar una relacion inversa con el catch up en

tamafo corporal.

Integracion general

Matsushita et al. (1995) en un estudio longitudinal en humanos durante el
periodo prenatal, analizaron el crecimiento de los huesos largos (himero, cubito,
radio, fémur, tibia y peroné) con técnicas multivariadas. Los resultados dieron
cuenta que existen diferentes patrones de crecimiento entre las porciones
cartilaginosas y las 0seas de los huesos largos. Comparadas con la longitud total
del cuerpo, las variables relacionadas a la construccion de articulaciones
mostraron alometria positiva y los anchos centrales de las diafisis presentaron
alometria negativa. Los coeficientes de alometria resultaron equivalentes entre
los huesos del mismo miembro, resultando que los huesos homoélogos para los
miembros superiores € inferiores crecieron en proporciones diferentes. Asi, los
huesos largos del miembro inferior presentaron crecimiento en mayor
proporcion que los del miembro superior. En coincidencia, se ha informado
modificacion de los distintos segmentos corporales durante el desarrollo
intrauterino fetal, producto del RPC (Hobbins, 1997) asi como del area grasa,

pliegue tricipital y proporciones entre largo del tronco y talla de nifios que viven
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en situacion de desnutricidon subclinica cronica (Bolzan et al., 1993; Pucciarelli
et al., 1993-b).

Se conoce ademads, desde hace décadas, que las modificaciones endocrinas
provocan cambios en la robustez esquelética expresandose como un mosaico de
respuestas en diferentes secciones del esqueleto (Riesenfeld 1974, 1975). Sin
embargo los mecanismos subyacentes distan de ser conocidos.

Los resultados del presente estudio dan cuenta también, de la existencia
de un fuerte efecto alométrico de crecimiento. La matriz de correlacion para la
ultima edad considerada, que incluy¢ a todos los grupos del mismo sexo, mostrod
en forma general las relaciones entre las distintas variables. En los machos,
cerca de la mitad de los valores de la matriz se encontraron cercanos a 1,
indicando que las variables cambiaron isométricamente, presentandose ademas
un gran nimero de variables no correlacionadas o con correlaciones negativas.

En este sentido, la estructura de la matriz de correlacion en machos
evidencio ruptura del efecto tamafo por accion del tratamiento. Las longitudes
humeral, femoral y pélvica mostraron ser las variables mas afectadas por el
efecto forma, con valores de correlacion negativos. Esto no se observo en la
matriz de correlacion para hembras, las cuales presentaron correlaciones
positivas para la mayoria de las variables a excepcion del ancho femoral y del
ancho y la altura neurocraneana que mostraron correlacion nula. Este efecto

alométrico pudo ser examinado con mayor profundidad en el andlisis de
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componentes principales.

En ratas con RPC pudo observarse alteracion de los patrones de
crecimiento de las variables Oseas, de tal manera que, a los 84 dias, se
evidenciaron modificaciones de la relaciones de alometria esperable para los
animales control.

La aplicacion de GH a animales con RPC mostro efectividad en reponer la
alometria normal de crecimiento, sin embargo en los machos el efecto fue
incompleto, mostrando en el caso de las hembras una mayor eficacia.

La castracion modifico el patron alométrico de crecimiento y redujo el
dimorfismo sexual en términos osteométricos igualando ambos sexos, de tal
forma que, el andlisis discriminante, no indicd ninguna funcidon con poder
discriminatorio.

Se ha demostrado por la via experimental que las ratas machos secretan
mayores cantidades de GHRH que las hembras, fendémeno relacionado con la
mayor amplitud en los picos de secrecion de GH en los primeros, el cual es
dependiente de la exposicion hipotalamica a hormonas gonadales tanto durante
el periodo neonatal como en la vida adulta (Diéguez et al 2002). El incremento
de esteroides sexuales durante la pubertad es esencial para lograr el normal
empuje puberal de crecimiento en ambos sexos, siendo ademas requerido una
exposicion a los esteroides sexuales durante el periodo neonatal (Chowen et al

2004). El tratamiento con GH de animales castrados y con RPC provocod un
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efecto dimorfico corroborado en la tercera funcion discriminante, sin alterar
sensiblemente el patron alométrico de la castracion.

La testosterona en cambio, afectd potentemente el patron alométrico en
los machos, impactando diferencialmente en huesos largos y componentes
pélvicos. Por otro lado, el estradiol redujo el tamafio en forma proporcionada,
sin alterar la forma.

Pazos et al. (2000), sugieren que el cambio del equilibrio fisioldgico entre
androgenos y estrogenos modifica el crecimiento corporal normal siendo este
efecto parcialmente mediado por los niveles disminuidos de IGF1 en suero.
También, el bloqueo de receptores del andrégeno y la falta de oposicion a la
accion estrogénica disminuyen la expresion génica de los IGF1 hepatica que son
la fuente principal de IGF1 circulante, sin modificar la expresion del gen de GH
pituitario o la reserva de GH. Durante el desarrollo puberal, el mecanismo de
diferenciacion sexual del crecimiento somatico puede estar relacionado con la
disminucion de GH causada por la accion negativa de un elevado efecto relativo
del estrogeno en la expresion de los genes de GHR e IGF1.

Bajo este panorama complejo, el ACP con todos los grupos y ambos sexos
permitid esclarecer algunos aspectos morfométricos. Los dos primeros ejes
permitieron construir los siguientes tres subconjuntos:

El primer subconjunto definido solamente por las hembras RPC tratadas

con estradiol, las cuales mostraron marcada disminucidon de tamafo sin
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alteraciones evidentes de forma.

El segundo subconjunto conformado por los grupos Sham, RPC y RPC
tratados con GH de ambos sexos, con diferencias de tamafio como consecuencia
del tratamiento y de sexo.

El tercer subconjunto compuesto por todos los animales castrados y los
RPC tratados con estradiol donde se observo pérdida de dimorfismo y
alteraciones en variables craneanas, pélvicas y en la longitud de huesos largos.

Segun Robson et al. (2002) el cartilago de crecimiento epifisario es un
organo que constituye un punto de convergencia para las interacciones entre las
hormonas circulantes y la accion local de factores autocrino/paracrino que son
alcanzados por regulacion mutua entre disponibilidad de la hormona y de la
expresion del receptor en los condrocitos. De este modo, los autores sugieren
que las vias de sefializacion de GH, IGF-I, Glucocorticoides y T3 estdn
integradas por complejas interacciones de regulacién. Sin embargo no son claras
las relaciones de regulacion hormonal. Mientras que Chowen et al. (1996)
sugieren que los esteroides sexuales tanto en neonatos como en animales
adultos, influencian el patron de secrecion de la GH por modulacion de la
somatostatina y la hormona liberadora de la GH, Fodor et al. (2001) sostienen
que las neuronas que expresan el gen para la hormona liberadora de la GH no
son el blanco directo de los andrégenos, por lo que, el efecto conocido de la

testosterona sobre la expresion de dicho gen, debe ser producido a través de
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algn otro proceso intermediario neuronal o endocrino.

Funcion hormonal y fenotipo en el contexto adaptativo.

Los cambios alométricos en relacion al tamafo, el crecimiento
ontogenético y la plasticidad fenotipica representan tres rasgos fundamentales en
el desarrollo de los organismos (Wu et al., 2003; Schoenau, 2006). Estos se
encuentran adaptativamente asociados a las determinaciones del entorno. Dufty
(2002), sostiene que el sistema enddcrino puede interpretar las fluctuaciones
ambientales para producir un rango de fenotipos a partir del mismo genoma,
constituyendo un vinculo complejo entre el genotipo y el ambiente. Sefiala
asimismo que, la plasticidad del fenotipo representa las interacciones dindmicas
entre los genes y el ambiente, siendo estas interacciones influenciadas por el
fenotipo existente pudiendo tener consecuencias evolutivas.

La diferenciaciéon sexual de los patrones reproductivos y del
comportamiento son inducidos principalmente por hormonas gonadales. En
muchos vertebrados superiores, una parte integral de este proceso es la
induccidn de diferencias sexuales permanentes en la funcidn nerviosa central, en
respuesta a la secrecion temprana de hormonas gonadales durante el desarrollo
(MacLusky and Naftolin, 1981).

El logro de la competencia reproductiva es central en la historia de vida de

todos los organismos con reproduccion sexual. En los mamiferos esta se
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manifiesta como la madurez sexual y el inicio del estro, mientras que en
humanos como la pubertad. Los rasgos importantes en relacion a la aptitud
reproductiva incluyen el patron de crecimiento, el tiempo de las fases del
crecimiento, el tamafio del cuerpo Optimo y la longevidad, asi como los
determinantes de la fecundidad y la reproduccion, incluyendo la edad de
competencia reproductiva y el niumero de descendencia (Stearns y Koella,
1986). Los factores medioambientales a considerar incluyen el ambiente fisico,
el ambiente biologico interespecifico (como la disponibilidad de alimentos y el
riesgo de predacion) y el ambiente intraespecifico (como la competencia por los
alimentos y el éxito reproductor) (Gluckman y Hanson, 2006).

La plasticidad fenotipica de desarrollo permite a los organismos retrasar o
acelerar el desarrollo dependiendo de las condiciones ambientales (Stearns,
1989). En contraste con el desarrollo embrionario, el postembrionario se
presenta con mayor capacidad de variacion en el tempo, siendo susceptible a
influencias ambientales las cuales son mediadas por la regulacion de secrecion,
metabolismo y actividad de las hormonas. Esta capacidad para modular el
desarrollo en respuesta al ambiente, es una adquisicién temprana en términos
evolutivos (Amiel-Tison et al., 2004a).

La testosterona es considerada el andrégeno esencial para el desarrollo de
los rasgos secundarios del varon (Wickings y Dixson, 1992; Woodley, 1994), es

asociada a la masa muscular (Bhasin et al., 1996), se encuentra involucrada en la
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fisiologia sexual masculina y la conducta (Terasawa y Fernandez, 2001) y es a
menudo relacionada con la agresion y el status social (Monaghan and Glickman
1993). La evidencia experimental muestra que la elevacion artificial de la
testosterona, utilizando implantes, incrementa la respuesta de intrusion territorial
y los apremios agresivos en ratas (Albert et al., 1986). Las observaciones
realizadas sobre la conducta destacan la importancia de los niveles medidos de
testosterona en el prondstico de los resultados en la interaccion entre machos de
babuinos. La informacion combinada respecto del nivel de testosterona de
ambos machos constituye el mejor predictor de eventos de agresion, resaltando
la utilidad de anélisis diadicos al relacionar la testosterona a la conducta
(Bergman et al., 2006).

La relacidn entre adaptacion dsea muscular y funcion hormonal informada
por Schoenau (2006), en donde se destacan la influencia del estrogeno en la
adaptacion del hueso a la fuerza muscular en las mujeres y el efecto de
potenciacion del desarrollo muscular en los hombres por parte de la testosterona,
es otro ejemplo que permite contemplar en rango amplio los alcances de las
funciones hormonales en términos fenotipicos.

En el presente estudio, las ratas machos y hembras respondieron de forma
diferente ante una misma injuria, el RPC. Esta respuesta diferencial estuvo
mediada por un gran nimero de factores vinculados de forma compleja. Las

hormonas sexuales resultan ser tanto efectoras como mediadoras en un sistema

128



compuesto por factores ambientales y respuestas fenotipicas. La GH se establece
como un mediador-modulador entre las respuestas externas (sistema nervioso-
ambiente) y los factores insulinicos de crecimiento, principalmente los IGF1.

La GH y las hormonas sexuales se encuentran estrechamente relacionadas
y dicha relacion pareciera estar ligada a una respuesta sexualmente distinta ante
los factores ambientales inductores de estrés. De esta forma los sexos exhiben
una plasticidad fenotipica diferente entre si.

El RPC, como injuria temprana, afecta el destino somatotropico de los
animales estudiados, evidenciando una respuesta morfoldgica con restriccion en
el peso y en las dimensiones Oseas. La GH actlia diferencialmente en ambos
sexos y esto puede ser explicado en parte por efecto de las hormonas sexuales.

De esta forma en nuestro estudio la verificaciéon de la hipotesis que
propone una programacion temprana por exposicion a las hormonas sexuales,
principalmente a la testosterona, con efecto sobre el eje somatotrépico (Jansson
et al., 1985; Cooper et al., 1997, Gale et al., 2001), se desprende de los
siguientes resultados:

1- El andlisis discriminante entre Sham, RPC y RPC tratados con GH genera una
tercera funcion que discrimina entre sexos para los RPC tratados con GH.

2- En la comparacion entre Sham, RPC y RPC+Ca no se verifica ninguna
funcion capaz de diferenciar entre sexos.

3- La comparacion entre Sham, RPC y RPC+Ca+GH crea una tercera funcion
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que discrimina entre sexos.

Se colige que la GH actua diferencialmente para cada sexo y que esta
diferencia puede verificarse atn en los animales castrados, los cuales sufrieron
una exposicion endogena normal a su hormona sexual homoéloga hasta los 21
dias de edad.

Por otra parte, la influencia de las hormonas sexuales en la plasticidad
fenotipica se pone en evidencia cuando se correlacionan los ejes del ACP con
los indices de maduracion 6sea mostrando que:

- El tratamiento con estradiol provoca un efecto simétrico de disminucion del
tamafio final debido a la aceleracidn en la maduracion 6sea.

- La testosterona afecta la alometria del crecimiento por cuanto estimula el
crecimiento en longitud de los huesos largos.

- La castracion, tanto para machos como hembras, conlleva a una posicion
morfométrica similar con efecto alométrico, pérdida de dimorfismo y retardo
madurativo dseo solamente en machos.

El alcance real de los efectos del RPC es en la actualidad desconocido. Se
ha postulado desde un efecto temprano producto del aumento en la secrecion de
corticosteroides que da como resultado aceleracion del tiempo de desarrollo fetal
y del nacimiento (Amiel-Tison et al, 2004b), hasta un efecto tardio con
implicancias fisiolodgicas y metabolicas que afectan a los individuos adultos

(Barker, 1995)
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La hipdtesis del “origen fetal” propone que las alteraciones en la nutricion
y el estado endocrino fetal resultan en adaptaciones de desarrollo que provocan
cambios permanentes en la fisiologia y el metabolismo. Como consecuencia de
estas alteraciones, los individuos afectados constituyen una poblacion con alto
riesgo de desarrollar enfermedades metabolicas, endocrinas y cardiovasculares
(Barker, 1995; Godfrey y Barker, 2000). Sin embargo el efecto a largo plazo
resulta diferencial entre los sexos, de tal manera que las mujeres presentan una
menor incidencia de enfermedad coronaria y esta diferencia resultaria de una
menor tasa de crecimiento intreuterino por parte de las hembras (Forsén et al.,
1999). Eriksson et al., (1999; 2001) encontraron ademas que los nifios con bajo
peso resultan ain mas perjudicados si aceleran su ganancia de peso postnatal
como resultado de una buena nutricion.

Especialmente en mamiferos, en donde la descendencia estd en intimo
contacto fisiolégico con la madre, se ha sugerido que las condiciones de la
relacion materno ambiental, las respuestas del medio interno y las
modificaciones hormonales maternas pueden afectar a la descendencia
(McEwen, 1997), proponiéndose que alguno de estos efectos maternos pueden
prolongarse por varias generaciones (Wang y vom Saal, 2000).

El significado ecologico y evolutivo de la problemdtica no es
despreciable. El ¢éxito con que se han relacionado modelos de secrecion

hormonal a problemas ecologicos ha llevado a varios autores a proponer la
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modificacion de niveles hormonales como un medio formal de inducir la
variacion en el rasgo de un caracter, en lo que se denomina “ingenieria de
fenotipos”, asumiendo que la aptitud de los fenotipos puede ser testeada y sus
alcances evaluados en términos adaptativos y evolutivos (Sinervo y Huey, 1990;
Ketterson et al., 1996; Ketterson y Nolan, 1999; Sinervo y Svensson, 1998).

Los mecanismos epigenéticos que regulan el desarrollo de un organismo a
partir de la relacién entre su informacion genética y el ambiente distan de
comprenderse. El desarrollo de disciplinas como la genomica, transcriptomica,
protedmica, citdmica y metabolomica, son el reflejo de la complejidad de los
procesos epigenéticos. Si bien estos procesos han sido postulados desde hace
décadas (Nanney, 1958), las propuestas contemporaneas representan estrategias
de integracion para la interaccion entre el genotipo del individuo y la exposicion
a factores externos e internos, las modificaciones sobre los factores de
transcripcion, la interaccion entre proteinas y su funcidon en el contexto del
organismo, el grupo completo de los actores moleculares que participan en un
proceso biologico dado junto a los procesos de transduccion involucrados, las
vias de regulacion hormonal y la integracién metabodlica y neuroendocrina en el
contexto cambiante del desarrollo ontogenético, asi como las respuestas
morfologicas y fisioldgicas globales en términos adaptativos y evolutivos
(Risch, 2000; Robosky et al., 2002; Dufty, 2002; Kim et al., 2003; De Ruijter et

al., 2003; Giometti, 2003; German et al., 2004; Encarnacion-Guevara, 2006).
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La integracion implica, en parte, una convergencia inductiva que permita
comprender la relacion entre los mecanismos epigenéticos que regulan el
desarrollo de un organismo y los factores o “demandas” ambientales.

Las diferencias sexuales encontradas en el presente estudio concuerda con
lo informado por diversos autores (Stinson, 1985; Oyhenart, 1998; Bolzan y
Guimarey, 2004) y tales hallazgos podrian encuadrarse dentro de una
explicacion adaptativa. La velocidad maxima de crecimiento en los machos
durante el periodo peripuberal sugeridas por Froesch et al (1990) y Rol de Lama
et al. (2000) que la aplicacion de GH no logra modificar, estaria dentro de este
marco explicativo.

El actual paradigma en fisiologia esqueletica propone que debe haber una
relacidon intima entre la fuerza del hueso y la fuerza y tamafio del musculo, pero
esta relacion presentaria diferencias entre machos y hembras por efecto de las
hormonas sexuales (Frost, 20007).

Diversos estudios (Zanchetta et al., 1995; Kersting et al.,1988; Schoenau
y Frost, 2000; Schoenau, 2005) apoyan la hipotesis de Frost, la cual presupone
que el estrogeno en las hembras en crecimiento podria agregar mayor masa dsea
que la necesaria para las actividades fisicas. Esto permitiria guardar el calcio
extra para la futura gestacion y lactacion. Tal hipdtesis sostiene que las hembras
presentan una fuerte asociacion entre las estructuras musculares y Oseas

mediadas por el estadiol. En los machos en cambio, la testosterona se asocia
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directamente a la mayor masa muscular y a la estimulacion del crecimiento en
longitud dsea.

Esto permite realizar deducciones con implicancias profundas de caracter
adaptativo que podria explicar la mejor canalizacién femenina del crecimiento
manifestada como de “mayor resistencia al estrés nutricional” y/o “mayor
plasticidad fenotipica de los machos en tiempos de prosperidad”.

Secundariamente, esto podria ser explicado en términos evolutivos como
la capacidad de los mamiferos de adecuarse a la competencia interespecifica en
momentos de crisis e intraespecifica en momentos de prosperidad. De esta
forma, los machos compiten entre si cuando el nicho ecologico lo posibilita y las
hembras resisten y se reproducen a pesar del estrés impuesto.

Por fin, la hipotesis del origen fetal o “hipdtesis de Barker” con efecto
tardio diferencial en los sexos, el “paradigma de Utah”, la mejor canalizacion
femenina, la estimulacion del cartilago de crecimiento por aromatizacion
periférica a estradiol, no son consecuencias independientes o postulados aislados

sino jirones de un tapiz que diversas disciplinas prometen componer.
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Conclusiones

La disminucién del flujo sanguineo materno-fetal en el Gltimo tercio de la
gestacion modifica, al nacimiento, el crecimiento ponderal, craneofacial, axial y
apendicular. Los cambios producidos conducen a retardo prenatal de
crecimiento como consecuencia en la reduccion diferencial de las dimensiones
O0seas —modificacion en el crecimiento alométrico-, presentando ademas
variabilidad de acuerdo al sexo —modificacion en el dimorfismo sexual-.

La adaptacion al ambiente intrauterino desfavorable genera respuestas,
tales como alteraciones del crecimiento, que permite la supervivencia de los
individuos a pesar del alto precio a pagar por este efecto beneficioso inmediato:
disminuciéon en el peso corporal, modificaciones en la estructura de los dos
componentes craneanos mayores: neuro y esplacnocraneo, asi como en la
longitud y ancho de los huesos largos.

La importancia de las adaptaciones fetales es critica no solo en las
respuestas inmediatas sino también, en aquellas que perduran o se manifiestan a
largo plazo. En este sentido, el retardo del crecimiento ponderal persiste en los
machos hasta la edad adulta, mientras que las hembras presentan crecimiento

compensatorio incompleto. A nivel craneofacial, las modificaciones en el
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crecimiento también se manifiestan sexualmente diferentes puesto que el retardo
contintia en hembras hasta la adultez y en los machos hay recuperacion parcial a
nivel del esplacnocraneo a partir de los 42 dias de edad.

Los cambios observados en ¢l crecimiento alométrico, sin asociacion con
modificaciones madurativas Oseas, evidencian que la rehabilitacion nutricional
durante la lactancia y postlactancia es insuficiente para revertir los efectos de la
reduccion del flujo sanguineo uteroplacentario sobre el crecimiento fetal.

La accién especifica que ejerce la hormona de crecimiento en la
modulacion del crecimiento posnatal luego del efecto del RPC indica que existe:
a- respuesta dimorfica a la terapia con GH en animales con RPC respecto a la
ganancia de peso corporal siendo escasa o nula en machos y efectiva en
hembras, b- recuperacion del tamafio y la forma corporal con crecimiento
compensatorio armonico y completo en hembras (como consecuencia de la
aceleracion en la maduracién 6sea) e incompleto en machos, c- crecimiento
diferencial en ambos componentes mayores: recuperacion en el neurocraneo y
respuesta en mosaico en el esplacnocraneo y d- crecimiento postcraneano
compensatorio, completo en hembras e incompleto en machos.

Las hormonas sexuales presentan accién modular sobre el crecimiento la
cual es dependiente a la naturaleza androgénica o estrogénica y a su vez
diferente a la producida por GH.

La testosterona en machos con RPC provoca modificacion alométrica por
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efecto de la estimulacidn diferencial del crecimiento sobre los huesos largos. El
estradiol en hembras RPC induce inhibiciébn armoénica del crecimiento,
afectando el tamafo final y no la forma. Ambas hormonas y en ambos sexos,
inducen aceleraciéon madurativa, siendo en hembras mayor que en machos.

La ausencia de testosterona afecta severamente el crecimiento en los
machos con impacto inhibitorio diferencial sobre variables craneanas y
postcraneanas. La ausencia de estrogenos en hembras, por el contrario, estimula
el crecimiento de la mayoria de las variables craneanas y algunas dimensiones
de los huesos largos como el ancho femoral y las longitudes humeral y tibial.

Se observa programacion temprana por exposicion a las hormonas
sexuales, principalmente a la testosterona, con efecto sobre el eje somatotropico
por cuanto su ausencia inhibe la ganancia de peso corporal de modo tal que la
administracion de GH no permite lograr crecimiento compensatorio.
Contrariamente, la ausencia de estrogenos en hembras, promueve el catch-up en
peso corporal. Este crecimiento compensatorio comienza tempranamente en
presencia de GH pero su efecto se anula una vez que el tratamiento ha
finalizado.

Los animales castrados con o sin terapia con GH consumen relativamente
mas alimento, sugiriendo la ausencia de un efecto anabolico de las hormonas

esteroides en este modelo.
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Comentarios finales

En la actualidad, cuando las disciplinas cientificas han alcanzado un
enorme grado de madurez y efectividad, se hacen necesarios metodologias y
programas que integren conocimientos de diversas areas de la investigacion. El
método experimental permite realizar generalizaciones que den luz en esta trama
compleja. En este sentido, los resultados obtenidos dan cuenta de la importancia
del enfoque experimental en antropologia como aporte a la investigacion
particularizada de los efectos del medio ambiente sobre el crecimiento y
desarrollo e integran ademas diversos factores asociados en multiples niveles de
resolucidn biologica. Responden de este modo, a la necesidad generalizada de
profundizar el conocimiento sobre factores epigenéticos, dificiles de aislar en los
estudios descriptivos-comparativos realizados en poblaciones humanas por
encontrarse enlazados en complejos sistemas y por lo cual, la simple

acumulacion inductiva, no logra dar respuestas integradas.
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Tablas



Tabla 1

Composicion de la muestra

Grupo experimental n

Machos Hembras

Control 16 15
SH 15 15
RPC 14 14
RPC+GH 23 17
RPC+Ca 22 14
RPC+Ca+GH 22 14
RPC+Te 23

RPC+Es 16

SH: Sham-operado

RPC: Retardo prenatal de crecimiento

RPC+GH: Retardo prenatal de crecimiento + Inyeccion de hormorna de crecimiento

RPC-Ca: Retardo prenatal de crecimiento + Castracion

RPC-Ca+ GH: Retardo prenatal de crecimiento + Castracion + Inyeccion de hormona de crecimiento
RPC + Te: Retardo prenatal de crecimiento + Inyeccion de Testosterona

RPC + Es: Retardo prenatal de crecimiento + Inyeccion de Estradiol



Comparaciones a realizar y factores de estudio

Tabla 2

COMPARACION FACTOR A DESPEJAR SUBSTRATO
C-Sh Diluyente + Técnica quirtrgica Machos
C-Sh Diluyente + Técnica quirurgica Hembras

Sh - RPC Retardo prenatal del crecimiento Machos

Sh - RPC Retardo prenatal del crecimiento Hembras

Sh - RPC +Ca orquidectomia Retardo del crecimiento+orquidectomia Machos

Sh - RPC + Ca ooforectomia Retardo del crecimiento+ooforectomia Hembras

Sh - RPC +GH Retardo del crecimiento+GH Machos

Sh - RPC + GH Retardo del crecimiento + GH Hembras

Sh - RPC + Testosterona Retardo del crecimiento + testosterona Machos

Sh - RPC + Estrogenos Retardo del crecimiento + estrogenos Hembras

Sh - RPC + Ca orquidectomia+GH Retardo del crecimiento+orquidectomia+GH Machos

Sh - RPC + Ca ooforectomia+GH Retardo del crecimiento+ooforectomia+GH Hembras
RPC-RPC + Ca orquidectomia Orquidectomia RPC-Machos
RPC-RPC + Ca ooforectomia Ooforectomia RPC-Hembras
RPC-RPC +GH Hormona de crecimiento RPC-Machos
RPC-RPC +GH Hormona de crecimiento RPC-Hembras
RPC-RPC +Testosterona Testosterona RPC-Machos
RPC-RPC +Estrogenos Estrogenos RPC-Hembras

SH: Sham-operado

RPC: Retardo prenatal de crecimiento

RPC+GH: Retardo prenatal de crecimiento + Inyeccion de hormorna de crecimiento
RPC+Ca: Retardo prenatal de crecimiento + Castracion

RPC+Ca+GH: Retardo prenatal de crecimiento + Castracion + Inyeccion de hormona de crecimiento
RPC+Te: Retardo prenatal de crecimiento + Inyeccion de testosterona
RPC+Es: Retardo prenatal de crecimiento + Inyeccion de estradiol



Tabla 3

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para peso corporal,

indice de masa corporal y consumo alimentario

Peso Corporal

Indice de masa corporal

Edad (dias) 1 7 14 21 28 35 42 49 56 70 77 84 1 21 42 63 84
n 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240
Media 59 10,2 18,8 282 479 77,6 110,0 137,4 163,7 184,8 203,6 219,8 234,88 21,18 31,40 50,70 59,90 66,30
Z k-s 098 152 1,79 1,11 11,13 0,74 0,775 0,69 0,67 0,75 1,12 1,13 1,18 0,66 049 0,50 0,88 0,70
Sig 0,289 0,020 0,003 0,171 0,159 0,641 0,635 0,736 0,756 0,632 0,164 0,159 0,121 0,779 0,968 0,965 0,419 0,709

Consumo Alimentario

Relativo

Absoluto
Edad (dias) 28 35 42 49 56 63 70 77 84
n 240 240 240 240 240 240 240 240 240
Media 6,70 10,86 14,19 15,78 17,06 17,57 17,86 18,14 18,38
Z k-s 121 1,36 1,13 1,39 089 1,05 096 138 1,40
Sig 0,106 0,049 0,157 0,041 0,405 0,221 0,318 0,045 0,040

28 35 42 49 56 63 70 77 84

240 240 240 240 240 240 240 240 240
142,3 143,3 131,3 116,3 105,5 96,5 88,6 83,8 79,8
1,49 1,17 0,58 0,86 1,11 1,51 1,02 1,26 1,37
0,023 0,127 0,892 0,451 0,173 0,022 0,248 0,085 0,047

n: tamafio muestral
Z k-s: desvios Z de Kolmogorov- Smirnov
Sig.: nivel de significacion



Tabla 4 A

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para variables craneanas

Neurocraneo

Longitud Ancho Altura
Edad (dias) 1 21 42 63 84 1 21 42 63 84 1 21 42 63 84
n 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240
Media 13,33 22,31 26,73 28,95 30,16 9,91 14,61 1525 15,55 15,73 7,24 10,63 11,39 11,82 12,02
Z k-s 1,35 0,70 0,71 0,72 0,62 1,01 0,73 1,30 1,05 1,02 1,67 0,68 092 1,21 0,78
Sig 0,053 0,708 0,700 0,673 0,839 0,256 0,658 0,069 0,222 0,252 0,008 0,749 0,368 0,109 0,578

Esplacnocraneo

Longitud Ancho Altura
Edad (dias) 1 21 42 63 84 1 21 42 63 84 1 21 42 63 84
n 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240
Media 472 9,01 12,64 14,72 15,75 6,94 10,17 12,24 13,44 14,08 4,14 7,16 925 10,50 11,09
Z k-s 1,19 0,74 1,12 0,87 0,64 2,08 0,58 0,89 0,95 0,72 1,18 1,08 0,83 1,01 1,36
Sig 0,118 0,636 0,166 0,438 0,802 0,000 0,884 0,411 0,327 0,676 0,122 0,198 0,503 0,261 0,049

n: tamafio muestral
Z k-s: desvios Z de Kolmogorov- Smirnov
Signif.: nivel de significacion



Tabla 4 B

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para variables postcraneanas

Edad (dias)

Fémur

Humero

Longitud

Ancho

Longitud

Ancho

1 21 42 63 84

1 21 42 63 84

1 21 42 63 84

1 21 42 63 84

n
Media
Z k-s

Sig

240 240 240 240 240
3,62 10,56 16,88 21,43 22,99
1,53 084 081 132 1,07
0,018 0,486 0,526 0,060 0,199

240 240 240 240 240
1,39 224 298 335 3,51
146 1,04 0,74 090 1,03
0,027 0,227 0,645 0,395 0,243

240 240 240 240 240
4,13 10,36 15,11 18,69 20,36
1,85 1,01 095 1,29 0,85
0,002 0,263 0,332 0,071 0,464

240 240 240 240 240

1,36 1,83 2,16 243 2,62

1,93 090 1,15 096 0,51
0,001 0,393 0,139 0,318 0,957

Edad (dias)

Tibia

Columna

Longitud

Ancho

Longitud

1 21 42 63 84

1 21 42 63 84

1 21 42 63 84

n
Media
Z k-s

Sig

240 240 240 240 240
4,14 16,95 27,78 33,50 3591
242 092 097 1,30 1,13
0,000 0,363 0,302 0,068 0,152

240 240 240 240 240

1,27 2,17 3,01 3,58 3,99

1,48 2,19 0,75 1,66 1,86
0,025 0,000 0,621 0,008 0,002

240 240 240 240 240
34,93 63,05 107,67 131,27 141,10
1,01 0,63 1,05 1,09 1,07
0,255 0,820 0,216 0,187 0,205

Edad (dias)

Pelvis

Longitud

Ancho pélvico inferior

Ancho pélvico medio

Ancho pélvico superior

1 21 42 63 84

1 21 42 63 84

1 21 42 63 84

1 21 42 63 84

n
Media
Z k-s

Sig

240 240 240 240 240

592 15,30 27,24 34,99 38,88

096 1,04 094 1,09 094
0,313 0,227 0,344 0,182 0,338

240 240 240 240 240

3,77 7,10 12,30 15,77 17,31
0,84 097 144 1,06 0,82
0,477 0,299 0,031 0,209 0,518

240 240 240 240 240

334 6,23 11,10 14,30 15,54
1,00 0,58 0,776 0,61 0,74
0,274 0,887 0,617 0,853 0,648

240 240 240 240 240
426 9,04 1506 19,10 21,22
0,85 0,88 0,66 086 0,69
0,466 0,424 0,775 0,454 0,722

n: tamafio muestral
Z k-s: desvios Z de Kolmogorov- Smirnov
Sig.: nivel de significacion



Tabla 5

Andlisis de varianza para peso corporal, consumo alimentario relativo (CAR) y variables craneanas y post-craneanas

Peso CAR Neurocraneo Esplacnocraneo
Longitud Ancho Altura Longitud Ancho Altura
Factor F Sig. F Sig. F Sig F Sig F Sig F Sig F Sig F Sig
EDAD 38693,77 ** 30536,09 ** 499245,81 **  858626,27 **  606129,98 ** 191654,03 **  339439,43 ** 308151,14 **
SEXO 323,08 ** 25,15 ** 15,50 ** 35,69 ** 32,22 ** 34,39 ** 41,35 ** 25,76 **
TRATAMIENTO 56,59 ** 39,74 ** 74,04 ** 21,61 ** 28,75 ** 23,82 ** 6,89 ** 11,90 **
SEXO*TRAT. 16,55 ** 1,80 n.s 4,84 ** 2,10 n.s 2,75 * 0,72 n.s 5,45 ** 1,79 n.s
Fémur Humero Tibia
Longitud Ancho Longitud Ancho Longitud Ancho
Factor F Sig F Sig F Sig F Sig F Sig F Sig
EDAD 324262,15 ** 110942,11 ** 196299,90 ** 81835,51 ** 430319,91 **  132268,18 **
SEXO 28,53 ** 26,69 ** 46,75 ** 17,34 ** 168,99 ** 90,23 **
TRATAMIENTO 30,57 ** 42,39 ** 36,10 ** 85,46 ** 57,02 ** 56,41 **
SEXO*TRAT. 3,80 ** 7,87 ** 4,72 ** 3,32 ** 5,83 ** 2,65 *
Columna Pelvis Ancho Pélvico
Longitud Longitud Inferior Medio Superior

Factor F Sig F Sig F Sig F Sig F Sig
EDAD 396398,18 ** 236703,99 ** 189160,96 **  118738,29 **  169073,74 **
SEXO 75,81 ** 53,87 ** 53,12 ** 60,09 ** 37,82 **
TRATAMIENTO 90,30 ** 91,33 ** 65,66 ** 56,71 ** 93,19 **
SEXO*TRAT. 2,23 * 5,37 ** 7,26 ** 3,12 ** 2,98 **

**p<0.01



Tabla 6

Prueba de Rango Multiple para peso corporal, consumo alimentario
relativo e indice de masa corporal en la comparacion Control - Sham

Edad Peso corporal CAR IMC
machos
1 -0,23 _ -0,97
7 1,36 * _ _
14 1,08 _ _
21 3,59 * _ 1,64
28 2,56 3,67 _
35 11,87 * = 4,65 _
42 3,89 -4,03 0,86
49 -0,41 -1,11 _
56 2,27 -5,89 _
63 -1,47 1,02 2,34
70 -8,85 1,46 _
77 -14,51 * 2,94 _
84 -15,99 * -4,06 -1,52
hembras
1 -0,38 _ 2,46 * *
7 1,61 * * _ _
14 1,00 _ _
21 3,87 * * _ 2,87 *
28 4,87 * 21,97 * _
35 5,93 -3,10 _
42 1,60 -4,24 -0,17
49 -3,47 -3,52 _
56 2,20 0,62 _
63 -1,60 8,41 -0,81
70 -1,33 -4,58 _
77 -2,07 0,98 _
84 -2,07 -0,92 -0,60
* p<0.05
*%p<0.01

CAR: Consumo alimentario relativo

IMC: Indice de masa corporal



Tabla 7

Prueba de Rango Multiple para variables craneanas en la comparacion Control - Sham

Edad NEUROCRANEO ESPLACNOCRANEO
LN AN HN LE AE HE
machos
1 -0,57 * * -0,04 -0,20 0,36 -0,20 -0,16
21 -0,58 -0,05 0,03 0,26 -0,01 0,12
42 -0,27 -0,09 0,02 -0,16 0,26 0,05
63 -0,78 * * -0,17 -0,12 -0,29 0,27 0,02
84 -1,05 * * -0,25 * -0,20 -0,13 0,51 * = -0,08
hembras
1 0,00 0,07 -0,56 * * 0,21 -0,45 * 0,45 *
21 -0,11 0,11 -0,71 * 0,07 0,00 0,03
42 -0,03 -0,11 0,00 0,05 0,41 * -0,25
63 -0,06 -0,05 0,09 -0,08 0,48 * * -0,05
84 -0,02 -0,19 0,05 0,00 0,53 * * -0,16
* p<0.05
##p<0.01

LN: Longitud del neurocraneo
AN: Ancho del neurocraneo

HN: Altura del neurocraneo

LE: Longitud del esplacnocraneo
AE: Ancho del esplacnocraneo

HE: Altura del esplacnocraneo



Tabla &

Prueba de Rango Multiple para variables postcraneanas en la comparacion Control - Sham

FEMUR HUMERO TIBIA PELVIS COLUMNA
Edad LF AF LH AH LT AT LP API APM APS LC
machos
1 0,25 ** -0,03 -0,04 -0,04 0,03 0,04 0,03 0,04 0,10 0,09 0,52
21 0,39 0,01 0,05 -0,02 -0,36 0,17 ** -0,81 * 0,19 0,06 0,01 3,16 * *
42 0,00 -0,07 0,24 -0,18 ** 0,60 0,20 *  -0,11 -0,09 -0,30 -0,33 1,89
63 0,20 -0,11 0,86 ** -0,04 -0,11 0,00 -1,17** 0,02 -0,42 -0,80 * * -2,39
84 1,13 #* -0,39 ** -0,36 -0,14 0,30 0,26 ** 0,22 -0,52 * -0,85 * * -1,00 * * -2,09
hembras
1 0,10 0,01 0,12 0,03 0,03 0,05 0,07 -0,04 0,08 0,02 1,65 * *
21 0,51 * 0,09 0,12 0,01 0,56 0,14 *  -0,18 0,06 0,14 0,73 * * 2,28 *
42 0,47 0,05 0,60 0,07 0,66 0,56 ** -0,34 -0,01 -0,17 -0,15 1,82
63 0,27 0,05 -0,03 -0,03 0,82 * 0,33 ** -0,74 0,07 -0,52 -0,62 * 0,67
84 0,55 0,03 0,34 0,03 0,52 0,24 ** 0,25 -0,12 -0,39 -0,53 0,27
* p<0.05
#4p<0.01
LF: Longitud del fémur AF: Ancho del fémur LH: Longitud del himero AH: Ancho del himero LT: Longitud de la tibia AT: Ancho de la tibia

LP: Longitud de la pélvis API: Ancho pélvico inferior APM: Ancho pélvico medio APS: Ancho pélvico superior LC: Longitud de la columna



Tabla 9

Prueba de Rango Multiple para peso corporal, consumo alimentario
relativo e indice de masa corporal en la comparacion Sham - RPC

Edad Peso Corporal CAR IMC

machos

1 1,37 * * _ 2,68 * *

7 0,41 _ _

14 4,52 * * _ _

21 5,18 * * _ 2,81 *

28 5,64 * -10,00 _

35 7,78 * -1,23 _

42 16,01 * = 6,89 2,89

49 17,39 * * -2,78 _

56 19,17 * * 6,74 _

63 30,39 * * -9,63 * 6,18 * *

70 33,02 * * 7,48 _

77 33,28 * * -14,15 = * _

84 43,08 * * -3,48 6,42 * *
hembras

1 1,62 * * _ 3,36 * *

7 0,28 _ _

14 3,30 * _ _

21 5,56 * * _ -2,69 *

28 3,10 -18,52 * _

35 4,22 4,25 _

42 7,96 14,71 0,03

49 3,18 1,63 _

56 7,24 5,04 _

63 11,26 * -7,37 0,53

70 16,81 * * 13,77 * * _

77 19,05 * * -9,69 * * _

84 20,60 * * -9,89 * * 1,81
* p<0.05
*%p<0.01

CAR: Consumo alimentario relativo

IMC: Indice de masa corporal



Tabla 10

Prueba de Rango Multiple para variables craneanas

en la comparacion Sham-RPC

NEUROCRANEO ESPLACNOCRANEO
Edad LN AN HN LE AE HE
machos
1 0,50 * 0,23 0,46 * * 0,55** 0,53 ** 0,16
21 1,10 * * 0,32 * 0,25 * 1,48 ** 0,36 * 0,33 *
42 0,80 * * 0,34 * * 0,37 * * 0,38 0,14 0,23
63 0,064 * 0,34 * * 0,51 * * 0,32 0,15 0,31 *
84 1,27 * * 0,41 * * 0,55 * * -0,15 0,08 0,52 * *
hembras
1 1,09 * * 0,34 * 0,40 * * 0,54 ** 1,13 ** -0,06
21 2,11 ** 0,29 * 0,30 * * 1,76 ** 0,35 0,54 * *
42 0,87 * * 0,30 * * 0,40 * * 092 ** -0,36* 0,43 * *
63 0,99 * * 0,36 * * 0,49 * * 0,57 * -0,47 * * 0,48 * *
84 0,82 * * 0,56 * * 0,43 * * 0,65 * -0,69 * * 0,33 *
* p<0.05
#4p<0.01

LN: Longitud del neurocraneo

AN: Ancho del neurocraneo

HN: Altura del neurocraneo

LE: Longitud del esplacnocraneo

AE: Ancho del esplacnocraneo

HE: Altura del esplacnocraneo



Tabla 11

Prueba de Rango Multiple para variables postcraneanas en la comparacion Sham - RPC

FEMUR HUMERO TIBIA PELVIS COLUMNA
Edad LF AF LH AH LT AT LP API APM APS LC
machos
1 0,20 ** 0,50 ** 027 ** 058** 022** 011** 050** 045** 033** 030** 1,91 * *
21 0,40 031 ** 0,53 * 0,38 ** 1,49 ** 022** 1,79 ** 090** 0,779 ** 0,87 ** 2,63 *
42 0,53 0,28 ** -0,10 0,20 ** 0,52 0,21 * 0,68 0,29 0,21 0,18 4,34 * *
63 0,28 033 ** -088 ** 023 ** 0,20 0,12 0,88 0,51 * 0,63 * 0,61 2,67
84 -0,86 ** 0,58 ** 0,30 0,37 ** 090 ** 0,19 ** 127 ** 1,05** 1,15%** 213 ** 4,78 * *
hembras
1 0,18 * 046 ** 031 ** 067** 030** 0,17** 050** 026** 042** 0,53 ** 1,64 * *
21 0,60 ** 039** 0,68 ** 056** 122** 023** [,18** 049 ** 120** 0,87 ** 2,68 *
42 0,86 * 0,22 ** 0,05 0,07 1,16 ** 0,12 1,54 ** 0,30 0,46 0,46 3,49 *
63 0,61 * 0,22 ** 0,17 0,18 * 0,62 0,21 ** 1,60 ** 0,40 0,90 ** 1,36 ** 3,17 *
84 -0,17 0,30 ** 0,26 0,26 ** 1,01 ** 0,16 * 1,72 ** 0,59 * 0,78 ** 1,86 * * 4,82 * *
* p<0.05
*#p<0.01

LF: Longitud del fémur

LP: Longitud de la pélvis

AF: Ancho del fémur

API: Ancho pélvico inferior

LH: Longitud del himero

APM: Ancho pélvico medio

AH: Ancho del hiimero

APS: Ancho pélvico superior

LT: Longitud de la tibia

LC: Longitud de la columna

AT: Ancho de la tibia



Tabla 12

Prueba de Rango Multiple para peso corporal, consumo alimentario
relativo e indice de masa corporal en la comparacion RPC - RPC+GH

Edad Peso corporal CAR IMC

machos
1 _ _ 2,18 **
7 _ _ _
14 B B B
21 _ _ 1,52
28 6,31 * * 11,17 _
35 -0,03 -3,13 _
42 5,57 -11,31 3,24 *
49 -6,05 7,83 _
56 -0,24 -3,00 _
63 -5,90 -2,26 -1,45
70 -7,53 -13,69 * * _
77 -8,49 4,33 _
84 -11,08 9,15 * * -1,62

hembras
1 _ _ -1,93 *
7 ) ) _
14 B B B
21 _ _ 5,58 * *
28 1,78 2,98 _
35 -1,40 -16,88 _
42 -5,53 2,50 -0,83
49 -6,66 11,87 _
56 -10,94 * 6,77 _
63 -8,22 -1,54 0,51
70 -19,86 * * -8,26 _
77 -19,18 * * 1,71 B
84 -16,18 * -17,85 * * -2,07

* p<0.05

*5p<0.00

CAR: Consumo alimentario relativo

IMC: Indice de masa corporal



Tabla 13

Prueba de Rango Multiple para variables craneanas en la comparacion

RPC - RPC+GH
NEUROCRANEO ESPLACNOCRANEO

EDAD LN AN HN LE AE HE
machos

42 -0,13 -0,06 -0,10 0,16 -0,07 0,07

63 -0,23 -0,03 -0,35 ** -0,06 -0,10 -0,06

84 -0,86 ** -0,04 -0,36 ** 0,63 0,34 * -039 **
hembras

42 -0,58 *  -0,06 -0,16 -0,33 037 * -0,25

63 -0,94 ** -0,13 -0,23 *  -0,49 0,49 ** -0,37 **
84 -1,47 ** -0,15 -0,28 *  -0,28 0,48 ** -0,24
¥ p<0.05
*4p<0.01

LN: Longitud del neurocraneo
AN: Ancho del neurocraneo

HN: Altura del neurocraneo

LE: Longitud del esplacnocraneo
AE: Ancho del esplacnocraneo

HE: Altura del esplacnocraneo



Tabla 14

Prueba de Rango Multiple para variables postcraneanas en la comparacion RPC - RPC+GH

FEMUR HUMERO TIBIA PELVIS COLUMNA
Edad LF AF LH AH LT AT LP API APM APS LC
machos
42 0,36 -0,21 ** 0,13 -0,14 * 0,07 -0,13 0,19 -0,01 0,26 -0,08 -0,74
63 -0,17 -0,15 * 0,59 * -0,07 -0,21 0,01 0,07 -0,11 -0,02 -0,63 * 0,06
84 0,40 -0,07 0,46 -0,24 ** -0,79 ** -0,10 -1,30 ** -0,55 * -0,17 -2,10 ** -1,37
hembras
42 0,44 -0,11 -0,28 -0,02 -0,62 -0,20 * -1,12 * -0,36 -0,35 -1,25 ** -1,61
63 -0,71 * -0,13 -0,40 -0,10 -0,71 * -0,28 ** -1,86 ** -091 ** -091 ** -1,81 ** -3,63 **
84 0,01 -0,32 ** -0,61 * -0,35 ** -0,80 ** -0,17 * -1,63 ** -1,05 ** -0,85 ** -2,43 ** -2,56
iy
LF: Longitud del fémur AF: Ancho del fémur LH: Longitud del hiimero AH: Ancho del himero LT: Longitud de la tibia AT: Ancho de a tibia

LP: Longitud de la pélvis API: Ancho pélvico inferior APM: Ancho pélvico medio APS: Ancho pélvico superior LC: Longitud de la columna



Tabla 15

Prueba de Rango Multiple para peso corporal, consumo alimentario
relativo e indice de masa corporal en la compoaracion SH - RPC+GH

Edad Peso corporal CAR IMC

machos

28 11,96 * * 1,2

35 7,74 * 4.4

42 21,58 * * -4,4 6,13 * *

49 11,34 = * 5,0

56 18,93 * * 3,7

63 24,49 * * -11,9 * * 4,73 % *

70 25,49 * * -6,2

77 24,79 * * -9,8 * *

84 32,00 * * 5,7 4,80 * *
hembras

28 4,89 * -15,5

35 2,82 -12,6

42 2,42 17,2 * -0,80

49 -3,47 13,5 *

56 -3,69 11,8 *

63 3,04 -8,9 1,04

70 -3,05 5,5

77 -0,14 -8,0 *

84 4,42 =277 * * -0,26
*p<0.05
#5p<0,00

CAR: Consumo alimentario relativo

IMC: Indice de masa corporal



Tabla 16

Prueba de Rango Multiple para variables craneanas

en la comparacion SH - RPC+GH

NEUROCRANEO ESPLACNOCRANEO

Edad LN AN HN LE AE HE
machos
42 0,67 ** 028 * * 0,27 * 0,54 * 0,07 0,30 *
63 0,41 0,31 * * 0,16 0,26 0,05 0,25 *
84 0,41 0,37 * * 0,18 0,48 0,42 * * 0,13
hembras
42 0,29 0,24 * 0,23 * 0,60 * 0,02 0,18
63 0,05 0,24 * 0,26 * 0,09 0,03 0,12
84 -0,65 * 0,41 * * 0,15 0,37 -0,21 0,09
* p<0.05
*4p<0.01

LN: Longitud del neurocraneo
AN: Ancho del neurocraneo

HN: Altura del neurocraneo

LE: Longitud del esplacnocraneo
AE: Ancho del esplacnocraneo

HE: Altura del esplacnocraneo



Tabla 17

Prueba de Rango Multiple para variables postcraneanas en la comparacion SH- RPC+GH

FEMUR HUMERO TIBIA PELVIS COLUMNA

Edad LF AF LH AH LT AT LP API APM APS LC
machos
42 0,89 ** 0,07 0,03 0,06 0,59 0,08 0,87 0,28 0,48 0,11 3,60 **
63 0,11 0,18 -0,28 0,17 * -0,01 0,13 0,95 0,40 0,61 -0,02 2,74 %
84 -0,46 0,50 0,76 ** 0,14 0,12 0,10 -0,03 0,50 * 097 0,02 3,41 %
hembras
42 1,30 ** 0,11 -0,23 0,05 0,54 -0,08 0,41 -0,06 0,11 -0,79 ** 1,87
63 -0,10 0,09 -0,24 0,08 -0,09 -0,07 -0,26 -0,51 *  -0,01 -0,45 -0,47
84 -0,15 -0,02 -0,35 -0,09 0,21 -0,01 0,09 -0,46 -0,07 -0,57 2,26
* p<0.05
#4p<0.01

LF: Longitud del fémur

LP: Longitud de la pélvis

AF: Ancho del fémur

API: Ancho pélvico inferior

LH: Longitud del humero

APM: Ancho pélvico medio

AH: Ancho del hiimero

APS: Ancho pélvico superior

LT: Longitud de la tibia

LC: Longitud de la columna

AT: Ancho de la tibia



Tabla 18

Prueba de Rango Multiple para peso corporal, consumo alimentario
relativo e indice de masa corporal en la comparacion RPC - RPC+Ca

Edad Peso corporal CAR IMC

machos

1 _ _ -0,35

7 ) ) _

14 B B B

21 _ _ 3,02 *

28 12,45 * * -30,80 * * _

35 13,63 * * -42,64 * * B

42 19,24 * * -54,45 * * 4,03 * ok

49 27,21 * * -29,24 * * B

56 42,18 * * -23,49 * * _

63 45,10 * * -11,74 * * 6,71 * ok

70 52,23 * * -18,78 * * _

77 53,18 * * 3,72 _

84 54,79 * * -3,76 7,81 * ok
hembras

1 _ _ -1,15

7 ) ) _

14 B B B

21 _ _ 5,46 * ok

28 5,57 * -17,44 * _

35 15,64 * * -39,57 * * _

42 9,36 * -44,56 * * 1,60

49 12,50 * -23,28 * * _

56 9,07 -16,93 * * _

63 2,21 -16,70 * * -1,10

70 -5,43 -14,30 * * _

77 -10,00 6,96 _

84 -17,36 * 8,14 * -5,30 * ok
* p<0.05
*5p<0.00

CAR: Consumo alimentario relativo

IMC: Indice de masa corporal



Tabla 19

Prueba de Rango Multiple para variables craneanas en la comparacion

RPC - RPC+Ca
NEUROCRANEO ESPLACNOCRANEO

Edad LN AN HN LE AE HE
machos
42 0,42 -0,44 * *  -0,27 * 0,69 ** 0,10 0,10
63 0,68** -052** -050** 051* 0,22 0,11
84 0,63 * -0,49**  -049** 094**  037* -0,10
hembras
42 -0,02 -0,60 * *  -0,46 ** 0,00 0,24 -0,28
63 -0,46 -0,71 **  -0,65** -0,39 0,20 -0,41 * *
84 -0,60 * -0,80 * *  -0,74 **  -0,59 * 0,35 -0,42 * *
* p<0.05
*4p<0.01

LN: Longitud del neurocraneo
AN: Ancho del neurocraneo

HN: Altura del neurocraneo

LE: Longitud del esplacnocraneo
AE: Ancho del esplacnocraneo

HE: Altura del esplacnocraneo



Prueba de Rango Multiple para variables postcraneanas en la comparacion RPC - RPC+Ca

Tabla 20

FEMUR HUMERO TIBIA PELVIS COLUMNA
Edad LF AF LH AH LT AT LP API APM APS LC
machos
42 1,02 ** 0,23 ** -0,44 0,18 ** 1,58 ** 0,19 * 3,63 * LSt ** 1,79 ** 1,87 * * 6,77 * *
63 0,91 ** 0,02 -0,15 0,24 ** 1,51 *%* 022%*  420%* 1,81 ** 1,85 ** 2,66 ** 10,68 * *
84 -0,06 -0,06 -0,53 -0,06 0,98 ** 0,06 3,78 * 1,47 ** 136 ** 140 ** 8,66 * *
hembras
42 1,25 ** 0,24 ** -0,56 0,27 ** 0,23 0,11 1,04 * 0,73 ** 097 ** 1,00 * * 445 * *
63 -0,04 0,08 -1,28 ** 0,12 -0,50 0,02 1,35 * 0,25 0,46 0,79 * 3,71 *
84 -0,26 -025 ** 212 * % -0,16 -1,16 * * -0,10 0,84 -0,45 0,08 0,01 1,33
* p<0.05
*#p<0.01

LF: Longitud del fémur

LP: Longitud de la pélvis

AF: Ancho del fémur

API: Ancho pélvico inferior

LH: Longitud del humero
APM: Ancho pélvico medio

AH: Ancho del hiimero

APS: Ancho pélvico superior

LT: Longitud de la tibia

LC: Longitud de la columna

AT: Ancho de la tibia



Tabla 21

Prueba de Rango Multiple para peso corporal, consumo alimentario
relativo e indice de masa corporal en la compoaracion RPC - RPC+Ca+GH

Edad Peso corporal CAR IMC

machos
1 _ _ -0,09
7 ) ) _
14 B B B
21 _ _ -2,63 *
28 6,45 * * -8,12 _
35 -0,92 -25,46 * * _
42 -0,26 -20,37 * -0,33
49 9,21 * -13,34 * _
56 19,41 * * -16,88 * * _
63 16,69 * * -6,38 2,77 *
70 22,73 * * -17,71 * = _
77 24,18 * * 2,72 _
84 28,33 * * -3,60 5,80 * *

hembras
1 _ _ -0,04
7 ) ) _
14 B B B
21 _ _ 2,61
28 5,14 * -40,25 * * _
35 2,29 -47,02 * * _
42 -4,14 -29,61 * * -2,73
49 -3,50 -11,61 _
56 -2,93 -3441 * * _
63 -9,50 -15,66 * * -3,41 *
70 -9,43 -10,16 * _
77 -7,71 0,67 _
84 -5,57 12,02 * * -2,10

* p<0.05

*5p<0.01

CAR: Consumo alimentario relativo

IMC: Indice de masa corporal



Tabla 22

Prueba de Rango Multiple para variables craneanas

en la comparacion RPC - RPC+Ca+GH

NEUROCRANEO ESPLACNOCRANEO

Edad LN AN HN LE AE HE
machos
42 -0,46 -0,70 * *  -0,42 * * 0,18 -0,47 **  -0,06
63 0,19 -0,63 **  -0,54 % * 0,32 -0,55 **  -0,07
84 0,23 -0,59 **  -042** 0,74**  -044**  -027*
hembras
42 0,26 -0,39 **  -0,98 * * 0,56 * 0,19 -0,45 * *
63 -0,22 -0,61 **  -0,99 * * 0,04 0,42 * -0,48 * *
84 -0,18 -0,79 **  -1,07 * * 0,16 0,53 **  -0,52%%*
* p<0.05
*p<0.01

LN: Longitud del neurocraneo

AN: Ancho del neurocraneo

HN: Altura del neurocraneo

LE: Longitud del esplacnocraneo

AE: Ancho del esplacnocraneo

HE: Altura del esplacnocraneo



Tabla 23

Prueba de Rango Multiple para variables postcraneanas en la comparacion RPC - RPC+Ca+GH

FEMUR HUMERO TIBIA PELVIS COLUMNA
Edad LF AF LH AH LT AT LP API APM APS LC
machos
42 -0,29 -0,09 -1,72 ** 0,13 * 1,12 ** -0,14 1,92 ** 049 * 093 ** 090 ** 0,63
63 -0,18 -0,22 ** -1,63 ** 0,15 * 1,17 ** 0,06 2,00 ** 0,63 * 1,00 ** 1,78 ** 325 *
84 -0,88 ** -0,34 ** -196 ** -0,13 0,80 ** 0,03 226 ** 0,67 ** 0,71 ** 0,55 1,53
hembras
42 0,32 027 ** -093 * 035 ** 0,04 -0,12 0,65 048 * 064 * 035 0,25
63 -0,17 0,14 -1,64 ** 0,14 -0,76 *  -0,20 0,82 0,11 0,00 0,26 0,48
84 -0,67 * -0,28 ** -193 ** -0,10 -1,49 ** -0,23 1,61 ** 0,10 0,18 0,52 0,66
* p<0.05
#4p<0.01

LF: Longitud del fémur

LP: Longitud de la pélvis

AF: Ancho del fémur

API: Ancho pélvico inferior

LH: Longitud del humero

APM: Ancho pélvico medio

AH: Ancho del himero

APS: Ancho pélvico superior

LT: Longitud de la tibia

LC: Longitud de la columna

AT: Ancho de la tibia



Tabla 24

Prueba de Rango Multiple para peso corporal, consumo alimentario
relativo e indice de masa corporal en la comparacion RPC - RPC+Te/Es

Edad Peso corporal CAR IMC
machos
1 _ _ -1,79 =
7 ) ) _
14 B B B
21 _ _ -2,36
28 6,66 * * -35,83 * * _
35 -3,82 -44,60 * * _
42 -5,82 -36,44 * * -3,28 *
49 2,69 -25,22 # % B
56 15,07 * * -31,68 * * _
63 17,23 * * -12,11 * = -0,43
70 32,08 * * -21,99 * = _
77 44,42 * * -4,13 B
84 49,05 * * -12,79 * = 4,47 * =
hembras
1 _ _ -0,85
7 ) ) _
14 B B B
21 _ _ 0,33
28 6,80 * * -11,56 _
35 10,78 * * -45,89 * * _
42 15,21 * * -50,14 * = 0,62
49 30,29 * * -24,07 * * _
56 37,86 * * -33,58 # * _
63 44,57 * * -24,04 * * 7,00 * *
70 44,16 * * -4,81 B
77 54,04 * * -6,97 * _
84 59,31 * * 5,66 7,62 * *
* p<0.05
*5p<0.00

CAR: Consumo alimentario relativo

IMC: Indice de masa corporal



Tabla 25

Prueba de Rango Multiple para variables craneanas

en la comparacion RPC - RPC+Te/Es

NEUROCRANEO ESPLACNOCRANEO
Edad LN AN HN LE AE HE
machos
42 -0,38 -0,41 ** 0,50 ** 0,49 * -0,21 -0,10
63 -0,02 -0,21 * -0,45 ** 0,04 -0,06 0,04
84 0,60 * 0,00 -0,17 0,81 ** 0,54 **  -0,05
hembras
42 0,22 -0,23 * -0,19 0,61 * 0,49 ** 0,07
63 -0,16 -0,26 * -0,28 * 0,58 * 0,68 ** 0,25
84 0,81 ** -0,16 -0,14 1,14 ** 1,25 ** 0,59 **
* p<0.05
#¥p<0.01

LN: Longitud del neurocraneo
AN: Ancho del neurocraneo

HN: Altura del neurocraneo

LE: Longitud del esplacnocraneo
AE: Ancho del esplacnocraneo

HE: Altura del esplacnocraneo



Tabla 26

Prueba de Rango Multiple para variables postcraneanas en la comparacion RPC - RPC+Te/Es

FEMUR HUMERO TIBIA PELVIS COLUMNA

Edad LF AF LH AH LT AT LP API APM APS LC
machos
42 0,12 -0,11 222 %% 0,19** 0,30 -0,01 0,74 0,22 0,51 * 1,34 ** 0,71
63 0,64 * -0,27 ** -1,61 ** 0,13 1,37 ** 0,10 2,32 %% 0,31 0,85 ** 248 ** 847 **
84 0,16 -0,23 #* 218 ** -0,17 * 2,01 ** 0,10 2,77 ** 0,81 ** 1,24 =% 268 ** 11,17 **
hembras
42 1,45 ** 0,08 -0,14 0,23 * * 1,27 ** -0,03 1,96 * * 1,50 * * 1,66 * * 1,01 ** 936 **
63 1,98 ** 0,05 0,23 0,25 ** 286** 0,19 * 391 ** 1,86 * * 1,77 * * 1,68 ** 15,00 * *
84 248 ** 0,22 * 0,27 0,12 3,65**% 045** 517** 2]15** 226%** 241 ** 17,76 **
* p<0.05
*#p<0.01

LF: Longitud del fémur

LP: Longitud de la pélvis

AF: Ancho del fémur

API: Ancho pélvico inferior

LH: Longitud del humero
APM: Ancho pélvico medio

AH: Ancho del himero

APS: Ancho pélvico superior

LT: Longitud de la tibia

LC: Longitud de la columna

AT: Ancho de la tibia



Tabla 27

Matriz de correlacidon en crecimiento

MACHOS
IN AN HN LE AE HE LF AF [P LH AH LC APS APM API LT AT
LN 1,00

AN 094 1,00

HN 0,97 0,97 1,00

LE 097 0,88 091 1,00

AE 097 091 094 0,97 1,00

HE 0,98 0,91 0,94 0,98 0,98 1,00

LF 097 087 091 098 0,97 0,98 1,00

AF 095 0,85 0,89 0,95 0,94 0,95 0,95 1,00

LP 096 0,83 0,88 0,98 0,96 0,97 0,98 0,95 1,00

LH 096 0,88 092 097 0,97 0,97 0,98 0,94 0,97 1,00

AH 0,87 0,76 0,80 0,88 0,85 0,87 0,87 0,91 0,89 0,86 1,00

LC 096 0,83 0,88 0,98 0,96 0,97 0,99 0,95 0,99 0,97 0,88 1,00

APS 095 0,82 0,87 097 0,95 0,97 0,98 0,94 0,99 0,95 0,89 0,99 1,00

APM 0,94 0,80 0,86 0,97 0,95 096 0,98 0,95 0,99 0,96 0,89 0,99 0,99 1,00

API 094 0,81 0,86 0,97 0,95 0,97 0,98 0,95 0,99 0,96 0,89 0,99 0,99 0,99 1,00

LT 098 0,89 0,93 0,98 0,98 0,99 0,99 0,96 0,99 098 0,88 0,99 0,98 0,98 0,98 1,00
AT 095 0,84 0,89 096 0,96 0,96 0,97 0,95 0,98 0,96 0,89 0,98 0,97 0,97 0,97 0,98 1,00

HEMBRAS
IN AN HN LE AE HE LF AF LP LH AH LC APS APM API LT AT
LN 1,00

AN 094 1,00

HN 0,95 0,98 1,00

LE 096 0,88 0,90 1,00

AE 097 091 092 0,96 1,00

HE 0,98 0,91 093 0,98 0,97 1,00

LF 097 0,88 090 098 0,97 0,98 1,00

AF 093 0,84 0,85 0,94 091 093 0,94 1,00

LP 095 0,84 0,86 0,98 0,96 0,97 0,99 0,94 1,00

LH 097 0,89 091 097 0,97 0,98 0,98 0,93 0,97 1,00

AH 0,83 0,72 0,73 0,84 0,82 0,82 0,85 0,89 0,86 0,83 1,00

LC 095 0,84 0,87 098 0,96 0,97 0,99 0,94 0,99 0,97 0,85 1,00

APS 095 0,83 0,86 097 0,95 0,97 0,98 0,93 0,99 0,97 0,86 0,99 1,00

APM 094 0,81 0,84 0,97 0,95 096 0,98 0,93 0,99 0,96 0,85 0,99 0,99 1,00

API 094 0,82 0,85 0,97 0,95 0,97 0,98 0,93 0,99 0,97 0,86 0,99 0,99 0,99 1,00

LT 098 091 092 098 0,98 0,99 0,99 0,94 0,98 0,99 0,85 0,98 098 0,97 098 1,00
AT 093 0,83 0,86 096 0,94 0,96 0,97 0,92 0,97 0,95 0,86 0,97 0,96 0,96 0,96 0,96 1,00

En rojo = Correlacion positiva significativa > 0,90.
En verde = Correlacion positiva significativa < 0,90
En negro = Correlacion no significativa



MACHOS

LN AN
LN 1,00
AN 0,13 1,00
HN 028 044
LE 0,15 -0,01
AE 022 040
HE 047 0,29
LF  -0,14 0,17
AF 0,18 0,11
LP 0,65 -0,13
LH -024 020
AH 033 0,07
LC 065 0,18
Aps 0,67 0,12
APM 0,61 0,07
API 0,65 -0,05
LT 063 0,10
AT 040 0,20
HEMBRAS

LN AN
LN 1,00
AN 029 1,00
HN 0,20 0,70
LE 040 0,34
AE 045 025
HE 051 0,50
LF 040 0,28
AF 0,16 0,14
LP 061 0,10
LH 029 049
AH 037 0,07
LC 058 025
APS 0,69 0,07
APM 0,64 0,18
API 0,66 0,22
LT 062 043
AT 035 0,20

-0,08

HN LE

1,00
1,00
0,23
0,25
0,03
0,13
0,34

-0,13
0,11
0,32
0,27
0,37
0,36
0,32
0,08

0,20
0,29
0,18
0,17
0,10
0,13
0,17
0,24
0,25
0,26
0,15
0,28
0,34

HN LE

1,00
0,23
0,21
0,61

1,00
0,33
0,60
0,37 0,47
0,17 0,01
0,04 0,61
0,57 0,22
0,11 0,25
0,25 0,62
0,03 0,58
0,19 0,60
0,21 0,60
0,48 0,64
0,38 0,45

Tabla 28

Matriz de correlacion a edad final

AE HE LF AF LP LH AH LC Aps APM API

1,00
0,19
0,21
0,29
0,17
0,11
0,19
0,37
0,26
0,20
0,17
0,25
0,15

AE

1,00
0,40
0,50
0,12
0,48
0,34
0,13
0,59
0,36
0,47
0,48
0,55
0,31

1,00

-0,09 1,00

0,22 0,19
0,35 -0,20

-0,05 0,33

0,34 -0,15
0,42 0,04
0,43 -0,17
0,30 -0,06
0,34 -0,15
0,42 -0,11
0,34 -0,10

HE LF

1,00
0,68
0,04
0,52
0,44
0,26
0,69
0,47
0,64
0,65
0,84
0,69

1,00
0,16
0,63
0,52
0,34
0,72
0,51
0,65
0,66
0,76
0,63

En rojo= Correlacion positiva significativa.
En azul = Correlacion negativa significativa

En negro = Correlacion no significativa

1,00

0,14 1,00
0,23 -0,40
0,33 0,31
0,26 0,75
0,14 0,82
0,28 0,72
0,25 0,79
0,10 0,72
0,20 0,41

AF LP

1,00
0,17
0,28
0,43
0,13
0,17
0,07
0,11
0,13
0,13

1,00
0,23
0,55
0,84
0,88
0,87
0,83
0,70
0,52

1,00

0,02
-0,33
-0,49
-0,30
-0,29
-0,42
-0,30

LH

1,00
0,24
0,31
0,20
0,28
0,38
0,54
0,33

1,00
0,30
0,29
0,27
0,31
0,27
0,26

AH

1,00
0,48
0,53
0,46
0,46
0,37
0,41

1,00
0,77
0,75
0,71
0,75
0,51

LC

1,00
0,77
0,82
0,80
0,80
0,62

1,00

0,75 1,00
0,77 0,88
0,82 0,65
0,49 0,46

1,00
0,63
0,41

APS APM API

1,00
0,83 1,00
0,79 0,89

1,00

LT AT

1,00
0,49 1,00

LT AT

0,65 0,73 0,74 1,00
0,52 0,53 0,57 0,72 1,00



Tabla 29

Resultados del Analisis de Componentes Principales
para la comparacion Sham - RPC

Eje 1 Eje 2 Eje 3
Eigenvalores 10,531 1,440 0,932
Porcentaje 61,947 8,472 5,48
Porcentaje acumulad 61,947 70,419 75,899

Cargas de las variables por eje

Variable Eje 1 Eje 2 Eje 3
LN 0,269 -0,001 0,014
AN 0,226 -0,254 0,089
HN 0,259 -0,125 0,029
LE 0,207 0,061 -0,15
AE 0,105 0,364 0,827
HE 0,261 -0,054 0,091
LF 0,119 0,64 -0,182
AF 0,257 -0,21 -0,006
LP 0,277 -0,006 -0,014
LH 0,234 0,244 0,024
AH 0,198 -0,421 0,32
LC 0,278 0,048 0,093
APS 0,267 -0,197 -0,068
APM 0,271 0,011 -0,257
API 0,275 0,063 -0,227

LT 0,287 0,147 -0,019

AT 0,238 0,15 -0,096




Tabla 30

Resultados del Analisis Discriminante para Sham - RPC

Resumen del Analisis Discriminante

Lambda de Wilks: 0,00990 aprox. F (51,113) = 8,2947 p<0,0000

Funcion Eigenvalor Canonic. Wilks' Chi-Sqr. Signif. % acumul

1 11,937 0,961 0,010 214,618 0,000 75,0

2 3,035 0,867 0,128 95,574 0,000 94,1

3 0,936 0,695 0,517 30,711 0,010 100

Significacion Estructura de factores
Variable L de Wilks F p-nivel Funcion 1  Funciéon 2 Funcion 3

LN 0,010 0,396 0,757 0,371 -0,090 0,142
AN 0,011 1,761 0,171 0,248 0,139 -0,109
HN 0,011 1,672 0,189 0,364 0,054 0,104
LE 0,012 2,096 0,117 0,190 -0,162 -0,284
AE 0,018 10,054 0,000 0,030 -0,279 0,426
HE 0,011 1,016 0,396 0,277 0,002 0,134
LF 0,011 1,669 0,190 0,081 -0,365 -0,237
AF 0,011 1,324 0,281 0,384 0,087 0,308
LP 0,015 6,042 0,002 0,476 -0,105 -0,137
LH 0,011 1,080 0,369 0,255 -0,273 0,010
AH 0,011 0,941 0,430 0,240 0,184 0,140
LC 0,011 1,233 0,311 0,364 -0,152 -0,004
APS 0,014 5,042 0,005 0,458 0,186 0,085
APM 0,011 1,204 0,322 0,501 -0,207 0,148
API 0,012 2,812 0,052 0,529 -0,250 0,216
LT 0,014 5,284 0,004 0,522 -0,404 -0,035

AT 0,011 0,944 0,429 0,305 -0,128 0,044




Tabla 31

Resultados del Analisis de Componentes Principales
para los grupos Sham - RPC - RPC+GH

Eje 1 Eje 2 Eje 3
Eigenvalores 9,217 1,28 0,993
Porcentaje 54,219 7,528 5,842
Porcentaje acum. 54,219 61,747 67,589

Cargas de las variables por eje

Variable Eje 1 Eje 2 Eje 3
LN 0,269 -0,051 -0,067
AN 0,219 -0,085 -0,337
HN 0,255 -0,025 0,119
LE 0,189 0,145 -0,08
AE 0,095 0,366 -0,799
HE 0,26 -0,091 0,061
LF 0,141 0,613 0,295
AF 0,224 -0,134 -0,014
LP 0,289 -0,022 0,084
LH 0,212 0,158 -0,067
AH 0,176 -0,568 -0,199
LC 0,291 0,092 -0,079
APS 0,268 -0,231 0,09
APM 0,285 0,005 0,054
API 0,292 -0,021 0,106

LT 0,298 0,122 0,079

AT 0,248 0,08 0,213




Tabla 32

Resultados del Analisis Discriminante para los grupos
Sham - RPC - RPC + GH

Resumen del Analisis Discriminante

Lambda de Wilks: ,0055825 aprox. F (85,371) = 8,419709 p < 0,0000

Funcion Eigenvalor Canonic. Wilks' Chi-Sqr. Signif. % acumul

1 9,2 0,950 0,006 443,584 0,000 0,66

2 2,5 0,847 0,057 245,376 0,000 0,84

3 1,3 0,749 0,201 137,255 0,000 0,93

Significacion Estructura de factores
Variable L de Wilks F p-nivel Funcion 1 Funcién 2 Funcién 3

LN 0,006 1,445 0,218 -0,356 -0,049 -0,156
AN 0,007 3,429 0,008 -0,213 0,020 -0,334
HN 0,006 1,732 0,137 -0,342 0,004 -0,171
LE 0,007 3,206 0,011 -0,160 0,206 -0,206
AE 0,010 10,737 0,000 -0,004 0,259 -0,215
HE 0,006 1,145 0,344 -0,318 0,023 -0,111
LF 0,006 2,195 0,063 -0,127 0,265 0,148
AF 0,008 6,532 0,000 -0,259 -0,079 -0,578
LP 0,007 2,536 0,035 -0,480 0,051 -0,021
LH 0,007 3,671 0,005 -0,226 0,202 -0,248
AH 0,006 2,305 0,053 -0,211 -0,264 -0,209
LC 0,006 0,985 0,433 -0,367 0,199 -0,225
APS 0,008 7,803 0,000 -0,451 -0,304 -0,047
APM 0,007 2,683 0,028 -0,400 0,150 -0,386
API 0,006 1,863 0,111 -0,490 0,092 -0,254
LT 0,011 15,822 0,000 -0,716 0,445 -0,056

AT 0,006 1,374 0,243 -0,347 0,111 -0,165




Tabla 33

Resultados del Analisis de Componentes Principales
para los grupos Sham - RPC - RPC+Ca

Eje 1 Eje 2 Eje 3
Eigenvalores 8,13 2,26 1,19
Porcentaje 47,82 13,29 7,02
Porcentaje acum. 47,82 61,11 68,14

Cargas de las variables por eje

Variable Eje 1 Eje 2 Eje 3
LN 0,297 0,04 0,003
AN 0,178 -0,368 -0,066
HN 0,212 -0,405 -0,065
LE 0,208 0,057 0,301
AE 0,133 0,071 0,276
HE 0,266 -0,158 0,134
LF 0,095 -0,356 0,377
AF 0,258 -0,063 -0,395
LP 0,253 0,367 -0,07
LH 0,171 -0,428 -0,025
AH 0,183 -0,021 -0,663
LC 0,292 0,209 0,084

APS 0,279 0,27 -0,082

APM 0,296 0,197 0,13
API 0,294 0,201 0,143
LT 0,318 -0,11 0,097

AT 0,253 -0,096 -0,055




Tabla 34

Resultados del Analisis Discriminante para los grupos
Sham - RPC - RPC+Ca

Resumen del Analisis Discriminante

Lambda de Wilks: 0,0024693 aprox. F (85,352) =10,21119 p < 0,0000

Funcion  Eigenvalor Canonic. Wilks' Chi-Sqr. Signif. % acumul

1 11,076 0,958 0,002 489,311 0,000 0,62

2 3,946 0,893 0,030 286,273 0,000 0,83

3 1,862 0,807 0,148 155,985 0,000 0,94

Significacion Estructura de factores
Variable L de Wilks F p-nivel Funcion 1 Funcién 2 Funcién 3

LN 0,006 1,445 0,218 -0,295 -0,353 0,031
AN 0,007 3,429 0,008 0,025 -0,423 0,175
HN 0,006 1,732 0,137 -0,020 -0,577 0,126
LE 0,007 3,206 0,011 -0,146 -0,135 -0,107
AE 0,010 10,737 0,000 -0,083 0,034 -0,241
HE 0,006 1,145 0,344 -0,121 -0,335 0,083
LF 0,006 2,195 0,063 0,023 -0,269 -0,398
AF 0,008 6,532 0,000 -0,211 -0,374 0,206
LP 0,007 2,536 0,035 -0,554 0,013 0,067
LH 0,007 3,671 0,005 0,024 -0,505 -0,222
AH 0,006 2,305 0,053 -0,120 -0,185 0,227
LC 0,006 0,985 0,433 -0,398 -0,185 -0,040
APS 0,008 7,803 0,000 -0,410 -0,160 0,305
APM 0,007 2,683 0,028 -0,458 -0,296 -0,045
API 0,006 1,863 0,111 -0,427 -0,249 -0,036
LT 0,011 15,822 0,000 -0,350 -0,653 -0,311

AT 0,006 1,374 0,243 -0,209 -0,367 -0,062




Tabla 35

Resultados del Analisis de Componentes Principales
para los grupos Sham - RPC - RPC+Ca+GH

Eje 1 Eje 2 Eje 3
Eigenvalores 8,30 2,48 1,22
Porcentaje 48,84 14,59 7,15
Porcentaje acum. 48,84 63,43 70,57

Cargas de las variables por eje

Variable Eje 1 Eje 2 Eje 3
LN 0,279 0,068 -0,104
AN 0,191 -0,354 -0,272
HN 0,199 -0,357 -0,3
LE 0,206 0,178 0,249
AE 0,143 -0,205 0,45
HE 0,255 -0,171 -0,24
LF 0,146 -0,337 0,517
AF 0,278 -0,094 -0,129
LP 0,242 0,369 0,111
LH 0,203 -0,412 0,209
AH 0,218 0,022 -0,331
LC 0,304 0,106 0,101

APS 0,271 0,292 -0,106
APM 0,286 0,239 0,068
API 0,288 0,222 0,092

LT 0,311 -0,017 0,078

AT 0,212 -0,083 -0,111




Tabla 36

Resultados del Analisis Discriminante para los grupos Sham - RPC -
RPC+Ca+GH

Resumen del Analisis Discriminante

Lambda de Wilks: 0,0023111 aprox. F (85,352) = 10,40921 p < 0,0000

Funcion  Eigenvalor Canonic. Wilks' Chi-Sqr. Signif. % acumul

1 9,689 0,952 0,002 494,707 0,000 0,57

2 4,208 0,899 0,025 301,619 0,000 0,81

3 1,900 0,809 0,129 167,134 0,000 0,92

Significacion Estructura de factores
Variable L de Wilks F p-nivel Funciéon 1 Funcién 2 Funcion 3

LN 0,003 2,645 0,030 -0,216 -0,394 0,140
AN 0,003 2,274 0,056 0,085 -0,442 -0,155
HN 0,003 5,202 0,000 0,074 -0,524 -0,329
LE 0,003 1,263 0,289 -0,155 -0,180 0,199
AE 0,004 9,694 0,000 0,049 -0,183 0,493
HE 0,003 1,297 0,275 -0,043 -0,415 -0,060
LF 0,003 5,662 0,000 0,193 -0,365 0,433
AF 0,003 2,406 0,045 -0,098 -0,565 0,019
LP 0,003 5,609 0,000 -0,466 -0,258 0,278
LH 0,003 6,289 0,000 0,224 -0,666 0,294
AH 0,002 0,780 0,567 -0,132 -0,283 -0,079
LC 0,002 0,420 0,833 -0,258 -0,480 0,330
Aps 0,003 3,579 0,006 -0,425 -0,377 0,072
APM 0,002 0,921 0,473 -0,333 -0,454 0,256
API 0,002 0,821 0,539 -0,319 -0,447 0,237
LT 0,004 7,434 0,000 -0,221 -0,706 0,213

AT 0,003 2,586 0,033 -0,096 -0,353 0,013




Tabla 37

Resultados del Analisis de Componentes Principales
para los grupos Sham - RPC - RPC+Te/Es

Eje 1 Eje 2 Eje 3
Eigenvalores 11,07 1,465 1,086
Porcentaje 65,115 8,619 6,386
Porcentaje acum. 65,115 73,735 80,12

Cargas de las variables por eje

Variable Eje 1 Eje 2 Eje 3
LN 0,264 -0,049 -0,149
AN 0,202 -0,25 -0,409
HN 0,223 -0,37 -0,158
LE 0,246 0,073 0,05
AE 0,19 0,285 0,095
HE 0,268 -0,084 -0,003
LF 0,223 0,033 0,551
AF 0,184 -0,456 -0,207
LP 0,275 0,234 0,007
LH 0,167 -0,452 0,527
AH 0,202 -0,241 -0,098
LC 0,277 0,227 -0,047

APS 0,243 0,301 -0,338
APM 0,28 0,138 -0,006
API 0,281 0,094 0,068

LT 0,287 0,083 0,058

AT 0,263 0,029 0,127




Tabla 38

Resultados del Analisis Discriminante para los grupos
Sham - RPC - RPC+Te/Es

Resumen del Analisis Discriminante

Lambda de Wilks: 0,0007027 aprox. F (85,366) = 15,06985 p < 0,0000

Funcion  Eigenvalor Canonic. Wilks' Chi-Sqr. Signif. % acumul

1 16,140 0,970 0,001 613,524 0,000 56,0

2 8,078 0,943 0,012 373,424 0,000 85,0

3 3,521 0,882 0,109 187,025 0,000 97,0

Significacion Estructura de factores
Variable L de Wilks F p-nivel Funcion 1 Funcién 2 Funcién 3

LN 0,001 0,507 0,770 -0,302 0,178 -0,299
AN 0,001 2,955 0,017 -0,131 0,083 -0,328
HN 0,001 2,146 0,069 -0,155 0,223 -0,408
LE 0,001 1,427 0,224 -0,282 0,177 -0,028
AE 0,001 7,708 0,000 -0,203 0,039 0,143
HE 0,001 2,226 0,060 -0,271 0,239 -0,199
LF 0,001 3,317 0,009 -0,282 0,400 0,237
AF 0,001 4,042 0,003 -0,116 0,216 -0,500
LP 0,001 3,689 0,005 -0,606 0,163 -0,098
LH 0,001 15,592 0,000 -0,076 0,661 -0,118
AH 0,001 1,508 0,198 -0,151 0,157 -0,253
LC 0,001 0,909 0,480 -0,570 0,131 -0,107
Aps 0,001 7,569 0,000 -0,568 -0,136 -0,375
APM 0,001 0,738 0,597 -0,551 0,248 -0,239
API 0,001 1,722 0,140 -0,537 0,324 -0,217
LT 0,001 6,657 0,000 -0,599 0,362 -0,155

AT 0,001 1,028 0,407 -0,351 0,269 -0,135




Tabla 39

Resultados del Analisis de Componentes Principales
para todos los tratamientos

Axis 1 Axis 2 Axis 3
Eigenvalores 8,982 2,032 1,037
Porcentaje 52,837 11,956 6,098
Porcentaje acum. 52,837 64,792 70,89

Cargas de las variables por eje

Variable Eje 1 Eje 2 Eje 3
LN 0,265 0,118 -0,008
AN 0,158 -0,414 -0,293
HN 0,192 -0,389 -0,148
LE 0,221 0,055 -0,175
AE 0,189 -0,114 -0,198
HE 0,268 -0,124 -0,144
LF 0,226 -0,259 0,010
AF 0,166 -0,180 0,640
LP 0,276 0,313 0,030
LH 0,157 -0,473 0,223
AH 0,189 0,056 0,566
LC 0,303 0,125 -0,065
APS 0,256 0,349 -0,057
APM 0,297 0,171 -0,012
API 0,294 0,193 0,018

LT 0,308 -0,011 -0,116

AT 0,262 -0,054 0,003




Tabla 40

Resultados del Analisis de Componentes Principales
para animales macho sin estandarizar

Axis 1 Axis 2 Axis 3
Eigenvalores 54,683 3,737 1,489
Porcentaje 84,968 5,807 2,314
Porcentaje acum. 84,968 90,775 93,089

Cargas de las variables por eje

Variable Eje 1 Eje 2 Eje 3
LN 0,099 0,131 0,15
AN 0,008 -0,068 0,014
HN 0,011 -0,018 0,05
LE 0,036 0,042 0,092
AE 0,028 -0,075 0,082
HE 0,023 0,014 0,043
LF -0,001 -0,257 0,208
AF 0,01 -0,029 0,079
LP 0,252 0,594 0,393
LH -0,066 -0,313 0,814
AH 0,01 0,01 0,038
LC 0,907 -0,386 -0,097
APS 0,228 0,459 -0,061
APM 0,117 0,135 0,158
API 0,108 0,198 0,218

LT 0,136 0,19 -0,068

AT 0,012 0,007 -0,016




Tabla 41

Resultados del Analisis de Componentes Principales
para animales hembra sin estandarizar

Axis 1 Axis 2 Axis 3
Eigenvalores 92,267 3,313 2,594
Porcentaje 90,19 3,239 2,535
Porcentaje acum. 90,19 93,428 95,964

Cargas de las variables por eje

Variable Eje 1 Eje 2 Eje 3
LN 0,068 0,208 0,144
AN 0,012 -0,055 0,15
HN 0,012 -0,081 0,184
LE 0,062 0,082 0,087
AE 0,036 -0,035 0,059
HE 0,035 -0,031 0,134
LF 0,099 -0,029 0,334
AF 0,004 0,013 0,022
LP 0,249 0,67 -0,084
LH 0,041 -0,059 0,578
AH 0,014 0,037 -0,001
LC 0,914 -0,343 -0,196
APS 0,156 0,509 -0,071

APM 0,116 0,242 0,061
API 0,111 0,22 0,136
LT 0,171 0,026 0,61

AT 0,021 -0,003 0,059




Tabla 42

Porcentajes de frecuencias de estados de osificacion del cartilago tibial

MACHOS HEMBRAS

42 dias 63 dias 84 dias 42 dias 63 dias 84 dias
GRUPOS n %Nl %N2 %N3 %Nl %N2 %N3 %Nl %N2 %N3 n %Nl %N2 %N3 %Nl %N2 %N3 %Nl %N2 %N3
Sham 14 100,0 0,0 0,0 28,6 643 7,1 00 7,1 929 16 100,0 0,0 0,0 250 50,0 250 00 6,3 938
RPC 16 100,0 0,0 0,0 31,3 62,5 63 0,0 0,0 100,0 14 100,0 0,0 0,0 143 50,0 357 0,0 0,0 100,0
RPC+GH 18 100,0 0,0 0,0 389 389 222 0,0 56 944 17 100,0 0,0 0,0 59 353 588 0,0 0,0 100,0
RPC+Ca 22 100,0 0,0 0,0 40,9 409 182 4,5 36,4 59,1 19 100,0 0,0 0,0 474 36,8 158 0,0 10,5 89,5
RPC+Ca+GH 23 100,0 0,0 0,0 56,5 348 87 0,0 26,1 739 16 100,0 0,0 0,0 37,5 18,8 43,8 0,0 0,0 100,0
RPC+Te/Es 19 100,0 0,0 0,0 0,0 10,5 89,5 0,0 0,0 100,0 14 78,6 214 00 00 7,1 929 0,0 0,0 1000

N1: Espesor maximo del cartilago tibial
N2: Reduccion al 50% del cartilago tibial

N3: Ausencia del cartilago tibial



Tabla 43

Prueba de CHI” para frecuencias de maduracion entre grupos experimentales

Comparacion 2 Edad 63 2 Edad 84
Chi p Chi p

Machos

Sham - RPC 0,33 0,850 1,33 0,513

Sham - RPC+GH 8,42 0,150 1,19 0,550

Sham - RPC+Ca 11,56 0,003 34,66 0,000

Sham - RPC+Ca+GH 18,77 0,000 17,85 0,000

Sham - RPC+Te 179,38 0,000 3,33 0,188
Hembras

Sham - RPC 1,23 0,540 0,73 0,694

Sham - RPC+GH 10,47 0,005 0,92 0,630

Sham - RPC+Ca 5,89 0,053 0,92 0,630

Sham - RPC+Ca+GH 5,83 0,054 0,73 0,694

Sham - RPC+Es 27,32 0,000 0,73 0,694




Tabla 44

Correlacion de Spearman entre indices de maduracion y puntajes del Analisis de

Componentes Principales

Indice Machos Hembras

Spearman t(N-2) Signif Spearman t(N-2) Signif
Precocidad / eje 1 0,152 1,623 0,107 0,211 1,998 0,049
Precocidad / eje 2 -0,148 -1,575 0,118 -0,143 -1,342 0,183
Precocidad / eje 3 -0,164 -1,747 0,083 0,226 2,155 0,034
TMRM / gje 1 0,119 1,261 0,210 0,255 2,445 0,017
TMRM / eje 2 -0,045 -0,477 0,634 -0,088 -0,817 0,416
TMRM / eje 3 -0,304 -3,356 0,001 -0,049 -0,459 0,647

TMRM: Tiempo Medio Relativo de Maduracion
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Figura 7
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 13
Analisis de Componentes Principales
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Figura 14
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Figura 16

Analisis Discriminante
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Figura 17
Analisis de Componentes Principales
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Figura 18
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Figura 20
Analisis de Componentes Principales sin estandarizar
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Figura 21

Analisis de Componentes Principales sin estandarizar
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Figura 22

Analisis de Componentes Principales sin estandarizar
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ACP

AD

AE

AF

AH

AN

API

APM

APS

Ca

CAR

CAR

DS

Es

GH

GHR

GnRH

HE

IGFBP

IGFI

IGFII

Abreviaturas utilizadas

Analisis de componentes principales
Analisis discriminante

Ancho del esplacnocraneo

Ancho del fémur

Ancho del humero

Ancho del neurocraneo

Ancho pélvico inferior

Ancho pélvico medio

Ancho pélvico superior

Castracion

Consumo alimentario relativo
Consumo alimentario relativo

Desvio estandar

Estradiol

Hormona de crecimiento

Receptor de hormona de crecimiento
Hormona liberadora de gonadotropinas
Altura del esplacnocraneo

Altura del neurocraneo

Proteina transportadora de factor de crecimiento insulinoide
Factor de crecimiento insulinoide de tipo 1

Factor de crecimiento insulinoide de tipo 2



IMC indice de masa corporal

IMC Indice de masa corporal

kDa kilodalton = mil Dalton. Un Dalton equivale a una doceava parte de la

masa del nucleo del is6topo de carbono 12 (12C).

LC Longitud de la columna

LE Longitud del esplacnocraneo

LF Longitud del fémur

LH Longitud del himero

LN Longitud del neurocraneo

LP Longitud de la pélvis

LT Longitud de la tibia

n Tamano de la muestra

PM Precocidad de maduracion

r-hGH Hormona de crecimiento recombinante humana
RPC Retardo prenatal de crecimiento

Sig Nivel de significacion de la prueba estadistica
Te Testosterona

TMRM Tiempo medio relativo de maduracion

* p<0.05 Probabilidad menor que 5%
**p<0.01 Probabilidad menor que 1%

Z k-s Desvios Z Kolmogorov-Smirnov



Una antigua chanza paleontologica proclama que la evolucion de los mamiferos es una

historia contada por dientes que se aparean para producir dientes hijos ligeramente

alterados.

Stephen Jay Gould “La vida maravillosa”
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