CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA, BIOFISICA Y NEUROCIENCIAS

“Analisis de metales en 6rganos de ratas wistar desnutridas”

TESIS

Que presenta

ALMA ISABEL SANTOS DIAZ

Para obtener el grado de
MAESTRA EN CIENCIAS

EN LA ESPECIALIDAD DE FISIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Director de tesis:

FANIS MISSIRLIS

Ciudad de México Agosto, 2019



AGRADECIMIENTOS

Toda investigacion requiere siempre de la participacion de un equipo de
profesionales. Por eso de manera sencilla, pero sincera deseo expresar mi
agradecimiento al Dr Fanis Missirlis quien fue mi mentor, la persona que me brindé

la oportunidad de conocer y disfrutar de esta &rea. Gracias por su apoyo.

Al Dr Abraham Rosas que ademas de mi amigo siempre ha sido como un guia y
consejero en este camino. Siempre buscando la manera de que descubra y crea en

mis potenciales.

A mis asesores el Dr Ismael Jiménez y la Dra Mali Mendoza que a través de sus

sugerencias y consejos me han permitido crecer y mejorar cada dia.

A la maestra Claudia Valadez y el Dr Ernesto Alanis quienes sin saberlo crearon un

profundo interés en mi de aventurarme en este camino.
Al Dr Marcos Nahmad por manifestarme su apoyo siempre que lo necesité.

A mis amigos y comparfieros de laboratorio, que hicieron muy amena esta etapa.
Gracias por compartir muchos sentimientos y vivencias especiales. Carlos, Karen,

Alonso, Gisela y Nicole gracias por su afecto sincero.

A mi familia: mis padres y hermanos que siempre me brindan su apoyo, amor y

confianza. Gracias por creer en mi y apoyarme a donde quiera que vaya.

A Jordi Solis por su amor, su apoyo y paciencia. Gracias por tener siempre una
palabra de aliento y darme esperanza en que todo saldra bien.

A mi psicologa Graciela, gracias por ayudarme cuando mas lo necesité. Gracias por

recordarme lo fuerte y valiente que puedo ser.
A Conacyt por el apoyo econémico.

Infinitas gracias a todas aquellas personas que de una manera u otra contribuyeron

al desarrollo de este proyecto que disfruto tanto.



DEDICATORIA

A Dios por nunca dejarme y siempre confiar en mi. Por hacer que las

cosas siempre mejoren.

A mis hermanos: Elena, Aranza y Tony quienes son mi inspiracion y

modelo a seguir. Los amo

A mis padres, quienes siempre dan todo por nosotros, y de quienes me

siento orgullosa.

A Jordi Solis mi apoyo incondicional.



CONTENIDO

Pa
R SUMI BN, .. e 5
Y 1] 1= T 6
l. INtrOdUCCION. ... e 7
Il. JUSHIfICACION. ... 11
Il. Hipotesis y Objetivos. ... ... 11
V. Materiales y Métodos
Q) ANIMAlES. .., 12
b) Colectade MUeStras. ..o 14
c) Determinacion de la concentracion de metales
(ICP-OES). . ittt 16
d) Experimentos con el Sincrotron de la Universidad
de Stanford (EUA). ... 17
e) Analisis estadistiCo...........cooiiiiiiii 18
V. Resultados y Discusion
a) Efecto de la restriccion crénica de alimento sobre el peso
corporal de las ratas experimentales.................ccoviiiiiiinnn. 19
b) Analisis de la concentracion de elementos en los 6rganos
y tejidos de ratas control y experimentales................................ 20
0 CaAlCIO. o 21
e Analisis de Cay Zn en cortes de cerebro y médula espinal
por microscopia de fluorescencia de rayos X..............c.ceeee.e. 24
o Andlisisde Mg, Na, Ky P, 26
e Acumulacién de elementos en el pancreas
de larata desnutrida...........ocoeiviiiiiii 29
e Andlisis de los metales de transicién: Fe, Mn, Cuy Zn............ 33
VI. Resumen y CONCIUSIONES. .......oiviiii i, 41
VII.  Anexo |. Resultados de ANOVa..........ccouiuiiiiiiiiiiie e 44
VIII.  Anexo Il. Andlisis de metales en el cerebro y médula espinal
por microscopia de fluorescencia de rayos X.......c.coovvvviiiiiiinnnnnnn. 45
IX. Anexo lll. Datos crudos obtenidos por ICP-OES
©  CaAlCIO. . i 48
L 0] o = 49
O HIBITO. o 50
®  POtasiO... ... 51
®  MAGNESIO. .. ettt 52
®  MaNGANESO. .. .ctie it 53
®  SOI0. e 54
®  FOSIOrO. ... 55
LA o 56
X. RefEreNCIaS. ... i 57



RESUMEN

El principal objetivo del presente trabajo de tesis fue determinar la concentracion de
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P y Zn en tejido visceral (pulmones, rifilones, higado,
pancreas, intestinos delgado y grueso), musculo esquelético y cardiaco (Extensor
largo de los dedos - EDL, Soleo, Gastrocnemio y corazon), asi como del sistema
nervioso central (médula espinal y cerebro) de ratas machos y hembras mantenidos
en condiciones de libre acceso a la comida (ad libitum) y en condiciones de
restricciéon caldrica cronica (desnutricién), esto es, alimentados con el 50% del
alimento consumido por el grupo control. El protocolo de desnutricibn comenzo 3
semanas antes de aparear a la madre y continué durante la gestacion, lactancia y
después del destete, hasta los 60 dias de edad posnatal, cuando las crias fueron
sacrificadas. La concentracion de minerales de los 6rganos disecados se determind
mediante Espectrometria de Emisién Optica con fuente de Plasma Acoplado
Inductivamente (ICP-OES). Los resultados muestran que no existen notables
diferencias entre machos y hembras respecto a la concentracion de metales en los
organos analizados. En los animales desnutridos crénicamente, solo algunos de los
organos extraidos de las ratas machos y hembras presentan alteraciones en los
elementos analizados, siendo el pancreas desnutrido el Unico érgano que presento
un incremento en la concentracion de todos los elementos. También se observé que
la médula espinal de animales control presenta un contenido en promedio 10 veces
mayor de calcio que el contenido en el cerebro de los animales control. En cambio,
la médula espinal de los animales desnutridos presenta menor acumulacion de
calcio. Por otra parte, el Cu se encuentra mas concentrado en el rifién, érgano clave
para la desintoxicacion de metales pesados, mientras que el Zn estd en mayor
concentracion en el masculo séleo (que contiene predominantemente fibras lentas
y metabolismo oxidativo) pero no en los masculos EDL (con predominancia de fibras
rapidas intermedias y metabolismo glucolitico-oxidativo) y Gastrocnemio (de fibras
mixtas). Nuestros resultados permiten indicar que cada &rgano contiene
concentraciones particulares de cada uno de los minerales analizados y que la dieta
restringida en cantidad, cubre apropiadamente las necesidades de minerales de los

animales desnutridos.



ABSTRACT

The objective of this study was to determine the concentration of Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P and Zn in the intestine (small and large), visceral organs (lung, kidney,
liver, pancreas), muscles (skeletal muscles of various fiber types and heart) and the
central nervous system (spinal cord and brain) of male and female rats maintained
pre- and postnatally under ad libitum feeding conditions and under conditions of
chronic caloric restriction at 50% of the food consumed by the control group. This
malnutrition protocol began in females 3 weeks before mating and continued during
pregnancy, lactation and after weaning to pups of both sexes until 60 days of
postnatal age, when the offspring were sacrificed. The mineral concentration of the
dissected organs was determined by optical emission spectrometry from an
inductively coupled plasma source (PerkinElmer Optima 8300 ICP-OES). The
results show that there are no notable differences between male and female rats
with respect to the concentration of metals in the various organs analyzed. Only
some of the organs extracted from male and female rats born and grown on a
restricted diet presented alterations in the elements analyzed, with the pancreas
being the only organ that presented an increase in the concentration of all the
elements. In addition, we found that the spinal cord presents on average 10 times
more calcium than the brain in control rats; the malnourished animals accumulated
less calcium in their spinal cord. Cu concentrated in the kidney, the key organ that
detoxifies heavy metals. Zn accumulated in the soleus muscle (of slow fibers and
oxidative metabolism), but not in EDL (mainly containing intermediate fast fibers and
glycolytic and oxidative metabolism) and Gastrocnemius (with mixed fibers)
muscles. Our results indicate that each tissue shows characteristically distinct
mineral concentrations and that in general the restricted diet covered the mineral

requirements of the malnourished animals.



INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud reporta que en el afio 2017, 821 millones de
personas, uno de cada nueve habitantes de la poblacién mundial padece hambre.!
La desnutricion se define como el estado patoldgico ocasionado por la falta de
ingestion o absorcion de nutrientes. El 90% de los casos de desnutricion son
ocasionados por la sub-alimentacion del sujeto, bien sea por deficiencia en la
calidad o en la cantidad de los alimentos consumidos. Este problema se asocia
generalmente a la pobreza, ya que, en muchos paises, las personas de clase
socioecondmica baja tienen poco o ningun acceso a servicios de salud y educacion
y son mas vulnerables a sufrir desnutriciéon.? Federico Gémez realizé en 1946 la
primera clasificacion de desnutricion con base al peso que el individuo deberia
tener, para su edad. Por lo tanto, es desnutricibn de primer grado cuando la
deficiencia de peso no pasa del 25% del peso en relacion a la edad del individuo;
de segundo grado cuando fluctda entre el 25-40%; desnutricion de tercer grado a la
deficiencia de peso del organismo mas alla del 40%2 Actualmente también se
utilizan las curvas establecidas en 2003 por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) para diagnosticar a un individuo con desnutricién.® Los parametros son un
peso insuficiente respecto a la talla (emaciacion), talla insuficiente para la edad

(retraso en el crecimiento) y peso insuficiente para la edad (insuficiencia ponderal).*

En modelos animales los pardmetros de desnutricion no estan del todo definidos,
por lo que se propone que la pérdida de peso corporal provocada por el consumo
de aproximadamente el 50% de la ingesta promedio diaria de alimento provoca
desnutricion severa en la rata®®. Con este protocolo de desnutricion se han
estudiado los cambios que se presentan en la composicidn de tipos fibras presentes
en el musculo extensor largo de la pata (EDL). Rosado y colaboradores (2013)
muestran que en el masculo EDL de animales alimentados ad libitum (controles)
presentan mayor proporcion de fibras rapidas que los animales sometidos a dieta
hipocaldrica cronica (desnutridos) quienes presentan una mayor proporcién de

fibras intermedias y una ligera presencia de fibras lentas’® (Figura 1).
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CONTROL DESNUTRIDO

Figura 1. Distribucién de fibras musculares en musculo EDL de machos de 60 dias,
control y desnutridoss

Los animales control (izquierda) presentan mayor proporcion de fibras rapidas (F),
mientras que el desnutrido (derecha) contiene mayor numero de fibras intermedias
(), sin cambios en la proporcién de fibras lentas (S).

También con ese modelo animal de restriccion alimenticia, Quiroz y colaboradores
(2012)1° analizaron la posible relaciéon existente entre la desnutricion y la
despolarizacién presinaptica de las fibras aferentes en la médula espinal,
observando que los animales desnutridos presentan potenciales del dorso de la
médula (CDP), particularmente de su componente positivo (onda P) y de raiz dorsal
(DRP, por sus siglas en inglés) notoriamente menores que los observados en los
animales control (Figura 2). Es conveniente sefalar que tanto el componente
positivo de los CDP y DRP resultan de la despolarizacién de aferentes primarias
(DAP), la cual da origen a la inhibicion presinaptica de la liberaciéon de

neurotransmisor en las terminaciones sinapticas de las fibras aferentes?©.
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Figura 2. Potenciales del dorso de la médula (CDP) y de Raiz Dorsal (DRP)
registrados en la médula espinal de ratas control o desnutridas crénicamente. Note
la menor amplitud de los PDM y CDPs registrados en los animales desnutridos en
comparacion con los obtenidos en animales control.

Es frecuente que, en estudios de desnutricion en animales, se analicen los efectos
de la restriccion de hidratos de carbono, proteinas y/o lipidos (macronutrientes).
Pero se debe de considerar también la relevancia al efecto de la ingesta insuficiente
de vitaminas y/o minerales (micronutrientes). Para el organismo es indispensable
cubrir los requerimientos adecuados de micronutrientes! algunos en miligramos
(Ca, P, Na, K, Mg) o microgramos (Fe, Cu, Zn, Mn) por dia'?> Los minerales
funcionan como catalizadores en sistemas enzimaticos; en estructuras de proteinas
o como reguladores i6nicos de los microambientes celulares y extracelulares claves
para procesos metabdlicos 4. Como ejemplos de la importancia biolégica de los
metales en el organismo estan el calcio que participa en la contraccién musculart®,
en la liberacion de neurotransmisores®, como segundo mensajero’ y como sello
de las uniones adherentes!®. Ademas, el hueso esta formado por una matriz proteica
gue se mineraliza de forma mayoritaria con calcio'®. Este elemento se encuentra
principalmente en alimentos de origen animal como los lacteos. El sodio y potasio

participan en el balance osmdético de la célula, en donde la concentracion de sodio
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es 10 veces mayor a nivel extracelular que intracelular y la concentracion del potasio
se encuentra 30 veces mayor a nivel intracelular que en el espacio extracelular; tal
gradiente de concentracién es mantenidos gracias a la bomba de sodio-potasio?°.
El sodio se encuentra presente en la mayoria de los alimentos mientras el potasio
principalmente en frutas y cereales. El magnesio forma parte de la estructura del
ATP activo?! y se encuentra principalmente en cereales y leguminosas. El
manganeso forma parte de la estructura de enzimas como el superoxido dismutasa
mitocondrial encargada de convertir los radicales superoxido a peroxido que
posteriormente por otras enzimas se convertira en agua y oxigeno, el manganeso
se encuentra principalmente en cereales. El zinc es componente estructural en los
dedos de zinc, dominios proteicos en factores de transcripcion que median la
interaccion proteina-ADN?2 este metal se encuentra principalmente en alimentos de
origen animal, asi como en las leguminosas. El cobre forma parte de estructuras
proteicas como el citocromo c oxidasa de la cadena de transporte de electrones,
este elemento se encuentra principalmente en alimentos de origen animal y
cereales®®. El hierro es parte del grupo hemo y cofactor de la hemoglobina,
participando de esta forma en el transporte del oxigeno?3. Se conoce bien que el

hierro se encuentra principalmente en carnes y leguminosas.

De todo lo anterior es evidente que, aunque los metales son clasificados como
micronutrientes, por ser requeridos en cantidades menores que las proteinas,
grasas y azucares, son indispensables para las funciones fisiolégicas del organismo

y sus Organos, tejidos, células y complejos macromoleculares.
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ll. JUSTIFICACION

En la actualidad no existen estudios en donde se analice el metaloma de los
diferentes érganos y tejidos de los animales desnutridos, por lo que se desconoce
si esta condicion de restriccion alimenticia modifica la concentracion de los metales
en los tejidos de tales animales. En estudios previos se presenta la tendencia de
analizar en animales normoalimentados por metalédmica pocos 6rganos a la vez, por
lo que es interesante realizar un estudio en el que se evalle el metaloma de varios
organos y tejidos de ratas bien alimentadas o desnutridas para fines comparativos
de la concentracion de los elementos entre tejidos. Un estudio de tal naturaleza
aportard ademas informacion comparativa sobre la condicion de cada elemento en
los animales desnutridos. Dada la importancia que tienen los metales en el
metabolismo energético surge la cuestidon de si al restringir al 50% la dieta de las
ratas, cambian las concentraciones de metales en los 6rganos de las ratas

desnutridas y si este efecto es dependiente del sexo de los animales.

l1l. HIPOTESIS

La restriccion alimenticia al 50% reducird la concentracibn de metales en los

organos, tanto de ratas macho como de hembras.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el contenido de metales en el tejido de diversos 6érganos de ratas
sometidas a una alimentacion sin restricciones o bajo una dieta hipocalérica cronica,

en machos y hembras.
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IV. MATERIALES Y METODOS

a) Animales

El protocolo de desnutricibn, empleado por Ruiz-Rosado y cols, y por Pereyra-
Venegas y cols.”82* (Figura 3), se empled en el presente estudio, el cual se
describira brevemente a continuacion.

Grupos de ratas Wistar hembras fueron sometidas a las siguientes condiciones de
alimentacion:

Grupo control: ratas hembras adultas, con libre acceso a alimento comercial
(Formulab 5008).

Grupo de ratas desnutridas: ratas hembras adultas que fueron alimentadas con
aproximadamente la mitad de la ingesta media de alimentos administrada a los
animales de control.

La composicidbn de macronutrientes y micronutrientes del alimento utilizado
(Formulab 5008 para rata) se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Ingredientes del alimento proporcionado a las ratas control y desnutridas.

Hidratos de

carbono 56%

Proteina 27%

Grasa 17%
Potasio 1.09%
Calcio 0.95%
Fésforo 0.70%
Sodio 0.28%
Magnesio 0.20%
Hierro 0.021%
Zinc 0.009%
Manganeso 0.008%
Cobre 0.001%

El protocolo de alimentacion de las ratas hembras adultas se empezé a aplicar 3

semanas previas al apareamiento y se mantuvo durante la gestacion, el parto y la
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lactancia. Las camadas resultantes fueron ajustadas a 6 miembros (3 machos y 3

hembras).

Cada madre y sus crias fueron alojadas en cajas de acrilico (43x53x20 cm), en
donde tenian acceso libre al agua y se mantuvieron en un ciclo de luz y oscuridad
(12 h-12 h) y temperatura (22—24 °C). No se agregaron suplementos minerales o

vitaminicos a los animales desnutridos.

Ratas Wistar madres alimentadas ad

libitum GRUPO CONTROL
1

Ratas Wistar madres alimentadas al 50%
del consumo del grupo control

GRUPO EXPERIMENTAL

w
®
3
o
3
o
“

w
=
w
w
w

Lactancia Destete Semanas Sesién
Pos-Destete Experimental

Periodo de Apareamiento  Gestacidn
Adaptacién

NACIMIENTO

Figura 3. Protocolo de alimentacion. Esquema de los protocolos de alimentacién de los
grupos de ratas control y desnutridas.

Después del destete, las crias fueron alojadas por sexo en cajas de acrilico, en
donde se les mantuvo con el mismo protocolo de alimentacién que el de sus madres
(Las cantidades de alimento proporcionado a las madres y crias se indican en la
Tabla 2), hasta alcanzados los 60 dias de edad, fecha en que se realiz6 la sesién

experimental.

Tabla 2. Consumo de alimento por rata de los grupos control (C) y desnutridos (D)

PERIODO DE TIEMPO (semanas) CTROL(g) DN (g)

Ratas madre
Adaptacion 12.5
125

12.5

15

Ad libitum 15
15

Apareamiento
Gestacion

U WN
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16
16
20
20

Nacimiento/Lactancia

O 00

=
o

Descendencia
Lactancia

Post-destete
Ad libitum

O N U WNBE

AU WN

Sacrificio

En el dia 60 postnatal, las crias fueron pesadas antes de ser sacrificadas por
decapitacion, para posteriormente hacer la extraccion de los siguientes 6rganos:
Cerebro, médula espinal corazén, pulmones, higado, rifiones, intestinos delgado y
grueso y pancreas, asi como los musculos: extensor largo de los dedos —EDL-,

Gastrocnemio —G- y Soleo —sol- (Figura 4).

b. Colecta de muestras

Los tejidos analizados se obtuvieron de los intestinos, las visceras, los masculos y
el sistema nervioso central. Para conocer la concentracion de elementos
independiente a la presencia de sangre, se analizaron 3 ratas macho controles y 3

macho desnutridas que fueron perfundidas con solucién salina al 0.9%.
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Cerebro

Médula

Pulmones

Corazoén
Higado

Bazo Rifiones

| Delgado

Musculo
| Grueso

Pancreas

Figura 4. Organos seleccionados para el analisis de la concentracion de metales.
Imagen: Pfurtscheller, Paul

En todos los casos, los intestinos fueron lavados para evitar que tuvieran quilo
alimenticio. Todos los 6rganos fueron extraidos en frio, troceados y almacenados a
-80°C. Posteriormente se liofilizaron los tejidos durante 30 horas y se pesaron y
clasificaron para la realizacion de los andlisis de elementos en cada uno de ellos
(por triplicado del mismo érgano por cada rata). Después, se les afiadié 1 mL de
acido nitrico Fluka Trace al 65%. La digestion de la muestra se realiz6 en el sistema
de digestion de microondas MARS 6 CEM a 200°C por 15 minutos. Al obtener las
muestras digeridas, estas se aforaron a 5 mL con agua miliQ.
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c. Determinacién de la concentracion de metales (ICP-OES).

La determinacién de las concentraciones de los metales alcalinos Na, K, Ca y Mg,
asi como la de los metales de transicion: Mn, Fe, Cuy Zn, y la del P, se realiz6 por
medio de Espectroscopia de emision Optica por plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-OES) con el equipo Optima 8300 (PerkinElmer) (Figura 5). Cada muestra

obtenida se cuantifico por triplicado y se obtuvo el promedio y desviacion estandar
(Ver anexo ).

Espectros pasan al detector

DETECTOR
ANTORCHA DE PLASMA

Mide espectros de emision

Comy son ioni g espectros
de emision especificas para cada elemento

ENTRADA DE ARGON

Transporta la muestra al
plasma

ENTRADA DE ARGON

Nebuliza la muestray |
ransporta en forma de spray.

MUESTRA LIQUIDA
5ml

Figura 5. Principio de la Espectroscopia de emisién Gptica por plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES). La muestra ya digerida y aforada entra al nebulizador del ICP-OES con
ayuda de una bomba y gas Argon, donde se va a transformar a forma de spray para llegar
al plasma, donde la alta temperatura y la ionizacion excita los electrones de cada elemento;
gue al regresar a su estado original cada elemento emite espectros especificos cuya sefial
se cuantifica en el detector del espectrémetro.

16



d. Experimentos con el Sincrotron de la Universidad de
Stanford (E.U.A))

Dado que el ICP-OES cuantifica las concentraciones de elementos principales y
traza en muestras biologicas disueltas en una solucion acida, no es posible
determinar la distribucion espacial de las concentraciones elementales en los
tejidos, particularmente en el cerebro y la médula espinal, por lo que decidi6 analizar
la distribucion espacial de los distintos elementos mediante el sincrotrén de la
Universidad de Stanford (Stanford Synchrotron Radiation Lightsource —SSRL). El
sincrotron contiene un acelerador lineal que permite la salida de un flujo de
electrones que son acelerados hasta cerca de la velocidad de la luz, los electrones
son mantenidos en direccién gracias al campo magnético presente (Figura 6).
Cuando los electrones alcanzan una energia constante emiten la luz de sincrotrén
qgue va a ser redirigida por campos magnéticos al laboratorio de Linea de Luz. Al
interactuar con la muestra, esta emite una sefal especifica para cada elemento que
es recibida por un detector que permite visualizar la estructura atomica y molecular
de los materiales, asi como establecer la distribucion especifica de los elementos

en las muestras bajo estudio®.

Electrones se aceleran cercana
a la velocidad de la luz

LABORATORIO LINEA DE LUZ
Recibe la luz del Sincrotron

Longitud de onda especifica
para cada experimento
(infrarrojo —rayos x)

ANILLO DE
ACELERACION

7

- ACELERADOR
LINEAL
Salida de los
electrones ANILLO DE
ALMACENAMIENTO

Analisis de
muestras

Electrones circulan a una energia constante
para emitir la luz de sincrotron

Campos magnéticos la dirigen a Linea de Luz

Figura 6. Esquema del funcionamiento del sincrotrén
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Para la realizacion de tales medidas, se procedieron a obtener muestras del cerebro
y de la médula espinal de la siguiente manera: Se extrajeron el cerebro y la médula
espinal completa de 6 machos control con 60 dias de edad postnatal. Las ratas
fueron anestesiadas con isoflurano y perfundidas con solucién salina al 0.9%. Una
vez extraidos los cerebros y médulas se congelaron con nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C. Posteriormente, las muestras fueron descongeladas y
mantenidas a 4°C, y se prepararon para su seccion. Se realizaron rebanadas
sagitales del cerebro y de la médula espinal de 500 micras de grosor (Figura 7) con
un vibratomo. Subsecuentemente, las rebanadas fueron desecadas a temperatura
ambiente y montadas en portaobjetos de microscopio (Thermo Scientific Nunc
Thermanox) y enviadas a la Universidad de Stanford para su estudio en el Sincrotén,

con el que se obtuvieron imagenes de fluorescencia de rayos X (Figura 7).

Figura 7. Imagenes de los cortes sagitales de cerebro (izquierda) y médula espinal
(derecha) desecadas para su posterior analisis con el Sincrotron de la Universidad de
Stanford, E.U.A.

e. Analisis estadistico

Se analizaron 12 machos controles (incluyendo los 3 perfundidos), 11 machos
desnutridos (3 perfundidos), 10 hembras controles y 9 hembras desnutridas. Se
utilizé primero la prueba estadistica Anova de 2 vias para establecer si habia
diferencias entre hembras y machos. Seguido otro anova de 2 vias para analizar la
diferencia entre controles y desnutridos, ambos analisis se realizaron en el software
GraphPad Prism 5. Las diferencias significativas se consideraron con p<0.05.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

La presentacion de esta seccidén contendra la descripcion de los resultados y una

breve discusion de los mismos.

a. Efecto de la restriccion crdnica de alimento sobre el peso
corporal de las ratas experimentales.

Tanto las ratas hembras como machos desnutridos tuvieron un peso inferior que el

de las ratas control. El peso promedio de los machos control fue 329 + 49 g, mientras

gue los machos desnutridos pesaron 86 + 14 g. En promedio las ratas hembras

presentaban 235 + 15 g y las controles y 68 + 10 g., presentandose una diferencia

de alrededor del 70% entre los grupos (Tabla 3). Estos resultados concuerdan con

los reportados por Ruiz-Rosado et al. (2013) y Pereyra—Venegas et al (2014).

Tabla 3. Peso corporal de ratas control y desnutridas (machos y hembras) a los 60
dias de edad postnatal.

MACHOS MACHOS HEMBRAS HEMBRAS

CTROL DN CTROL DN
290 ¢ 85¢ 230¢g 68 ¢
280 ¢g 739 248 g 8349
285¢ 709 235¢g 8749
285¢ 108 g 2169 809
2809 1109 23749 759
285 ¢ 215¢g
3889 74 9 2329 689
368 g 8lg 265 g 53¢
399 g 89¢ 2279 7749
363 g 74 g 248 g 729

{ 3709 103 g
otoniis 0070 840
>74% >71%
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Discusién: Se conoce que la dieta ad libitum proporcionada a las ratas del grupo
control es suficiente para cubrir la Ingesta Diaria Recomendada 2 pero no lo es para
el grupo con restriccion caldrica cronica. Como se muestra en la Figura 8, los
animales desnutridos también presentaron una diferencia notoria en la talla con
respecto a los animales control (Tabla 3) mostrando un cambio >70% en ambos
grupos. Por lo anteriormente expuesto, consideramos que los animales del grupo

con restriccion alimenticia estdn en una condicién de desnutricién severa.

Figura 8. Fotografia de un macho control (izquierdo) y uno desnutrido
(derecha) de 60 dias de edad, que representan la diferencia de talla entre
ambos.

b. Andlisis de la concentracion de elementos en los érganos

y tejidos de ratas control y experimentales.

A continuacion, se expondran los resultados del analisis de los valores de
concentracion de los distintos elementos estudiados, determinados por medio del
ICP-OES (Los datos brutos se muestran en el Anexo lll al final de la presente tesis).
Cabe sefalar que los resultados obtenidos seran descritos para cada metal. Los
valores de las hembras se representaran con puntos naranjas, mientras que los de
los machos en azul oscuro, y los machos perfundidos en azul claro. Asi mismo, en
el eje de las ordenadas se indicaran los 6rganos analizados mientras que en el eje
de la abscisa se indicara la concentracion del metal (en miligramos) por masa seca
del érgano o tejido (en gramos). Por otra parte, en color verde se sefialara cuando
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las ratas controles y desnutridos presentaron diferencias significativas entre si y en
color rosa, cuando se presentaban diferencias en uno de los 6rganos analizados en

comparacion con el resto.
CALCIO

Descripcion de resultados: Los datos obtenidos con respecto de la concentracion
de iones Calcio en los o6rganos estudiados, mostraron que este elemento se
presenta en concentraciones relativamente bajas en la mayoria de los érganos y
tejidos analizados, a excepcion de la médula espinal, la cual contiene
aproximadamente 10 veces mas calcio que el cerebro (Figura 9; 4.19 mgy 0.44 mg
de Ca por gramo de masa seca, respectivamente). Con respecto a la concentracién
de Ca en cada uno de los érganos de las ratas desnutridas, la Unica diferencia
encontrada fue nuevamente de la médula espinal, en la que el Ca fue

significativamente menor en los desnutridos (Figura 10).

MACHOS MACHOS PERFUNDIDOS HEMBRAS
Machos N= 12 Controles, 11 Desnutridos
Hembras N= 10 Controles, 8 Desnutridos
ANOVA 2 wias
*<0.05
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o
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.
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by
o
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Ca (mg) / masa seca (g)

Care I . Rinon EDL .
Pulmén Pancreas R Ctrol DN Sdleo
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Figura 9. Contenido de calcio en los distintos 6rganos y tejidos de ratas control vs
desnutridas.
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Figura 10. Concentracion de iones calcio en el cerebro y médula espinal de ratas control y
desnutridas.

Discusién: El calcio juega un papel esencial en la excitabilidad celular y la
sefalizacion intracelular en el sistema nervioso. Los canales de calcio activados
por alto voltaje estan ampliamente distribuidos en el SNC. Se ha reportado que
las células que contienen ARNmM de los genes que codifican para los canales de
calciotipoa2d-1,a20-2ya 20 -3 se encuentran ampliamente distribuidos por
todo el cerebro y la médula espinal de la rata?’. Zhang y cols. (2008) mostraron que
el canal de calcio Ca V 1.3 se encuentra localizado en la materia gris de la médula
espinal del gato, pero que se encuentra en mayor proporcion en la parte profunda
del asta dorsal®®. A su vez, Sukiasyan y cols en 2009 observaron en la rata, que las
neuronas positivas para Ca V 1.3 estaban en todos los segmentos de la médula
espinal, desde el asta dorsal hasta el asta ventral, pero la mayor proporcion se

ubicaba en la regién ventral®.

Como se menciond en la Introduccion, en el modelo animal de desnutricion
empleado en esta tesis, se analizé la posible relacion existente entre la desnutricion

y la inhibicién presinaptica de las fibras aferentes en la médula espinal, observando
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gue los animales desnutridos presentan potenciales del dorso de la médula (CDP)
y de raiz dorsal (DRP) notoriamente inferiores a los observados en los animales
control'®. A partir de estas observaciones, podria proponerse que la reduccién en la
inhibicion presinaptica en los animales desnutridos podria deberse a alteraciones
en la liberacidn de neurotransmisores, ya sea por un menor contenido de los
neurotransmisores en las terminales sinapticas o bien, a una menor cantidad de
Ca+ extracelular disponible para inducir la liberaciébn de los neurotransmisores.
Dado que los resultados obtenidos en esta tesis indican que los animales
desnutridos presentan menor concentracion de Ca2+ con respecto a la médula
espinal de los animales control, podria proponerse que la liberacion de la mayoria
de los neurotransmisores de las terminales sinpticas estaria notoriamente
afectada, lo cual podria explicar en parte la disminucion de la inhibicidn presinaptica
observada en los animales desnutridos!®. Mas alin, se ha reportado una reduccién
sensible en el grosor de la vaina de mielina en axones de nervios periféricos y de
mielina en la médula espinal de animales desnutridos®C. En este aspecto, existen
evidencias experimentales que demuestran una intensa actividad de Ca 2+ en
células precursoras de oligodendrocitos, oligodendrocitos mielinizantes e incluso en
vainas de mielina maduras in vitro y ex vivo®' y que los cambios dindmicos en la
concentracion de Ca 2+ en la vaina de mielina regulan el crecimiento de la misma.
Asi mismo, se ha mostrado que los transitorios de Ca 2+ de gran amplitud y larga
duracién se relacionan con la retracciéon de las vainas de mielina3!3?, En base a lo
anterior, es factible proponer que la hipomielinizacién provocada por la desnutricion
cronica resulta de una reduccion en el contenido de Ca2+ intramedular, como la

observada en el presente estudio.
Para establecer si nuestras observaciones son apropiadas, se procedié a analizar

la cantidad de calcio y de otros elementos en cortes cerebrales y de la médula

espinal por microscopia de fluorescencia de rayos X (Sincrotrén).
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Andlisis de Ca en cortes de cerebro y meédula espinal por

microscopia de fluorescencia de rayos X

Descripcion de resultados: Los resultados obtenidos por microscopia de
fluorescencia de rayos X de sincrotron muestran una distribucién de calcio
relativamente homogénea a lo largo del cerebro de la rata. La Figura 11 A muestra
una imagen representativa de las estructuras analizadas en el cerebro. La region
As: partes del Cortex (Ctx), Cuerpo calloso (CC) y Caudado Potamico (CP) y la
region Ac: Hipocampo (Hip) y Giro Dentado (DG). En la imagen B de la figura 11, se
muestra una amplificacion de la region As del cerebro. Donde el maximo espectral
para la emision de calcio fue de 259.82 fotones por 100 ms. Mientras que la figura
11 C, region Ac del cerebro, un espectral para la emision de calcio de 145.64 fotones
por 100 ms. En ambas regiones el promedio espectral para la emision de iones
calcio fue alrededor de 200 fotones por 100 ms (datos no mostrados). Por otra parte,
la distribucion de calcio en la médula espinal de la misma rata no es uniforme (figura
11 Dy E), se puede observar algunos cumulos de calcio en el borde de la médula 'y
en menor medida en la materia gris, el promedio para la emisién de calcio fue
alrededor de 3500 fotones por 100 ms (datos no mostrados). Mientras que en la
gréfica F de la figura 11 se muestra que la médula espinal presenta un promedio

espectral para la emision de calcio mayor al del cerebro.
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Figura 11. La microscopia de fluorescencia de rayos X de sincrotrbn muestra una
distribucion homogénea de calcio en cerebro y no en médula espinal de ratas macho
controles de 60 dias. La resoluciéon de pixeles a 10 um?# (A) Se muestra una imagen
representativa de las estructuras analizadas en el cerebro. La regién Ag: partes del Cortex
(Ctx), Cuerpo calloso (CC) y Caudado Potamico (CP) y la region Ac: Hipocampo (Hip) y
Giro Dentado (DG). (B) Amplificacion de la region Ag del cerebro. El maximo espectral para
la emisién de calcio fue de 259.82 fotones por 100 ms. (C) Distribucion homogénea de
calcio en la region Ac del cerebro siendo el maximo espectral para la emision de calcio de
145.64 fotones por 100 ms. (D) Imagen representativa de médula espinal (zona cervical).
(E) La distribucion de calcio en la médula espinal no es uniforme, se pueden observar
cumulos del i6n en el borde del corte y la materia gris. (F) La médula espinal reporta un
promedio espectral para la emision de calcio mayor al del cerebro.

Discusién: Aunque el incremento en Ca 2+ en la médula espinal es muy evidente
en comparacion con los cortes cerebrales, no podemos todavia discutir sobre la
significancia de los datos, dado que obtuvimos un incremento en la sefial de los
demas elementos analizados (Zn, Fe, Cu; Annexo II).

Como esta técnica permite la evaluacién de la concentracion absoluta de cada
elemento analizado por cada pixel de laimagen. Pretendemos mas adelante evaluar

por regiones anatoémicas la concentracion relativa entre los elementos.
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Andlisis de Mg, Na, Ky P

Descripcion de resultados: Al contrario del calcio, el magnesio (Figura 12)
presenta una distribucién similar en la médula espinal y cerebro. EI Unico cambio
presente en este elemento es en el pancreas, en donde los animales desnutridos
tienen una mayor concentracion del metal respecto a los controles. Sin embargo,
esta variacion esta presente en todos los elementos analizados. Por lo tanto, se
describiran otros resultados observados en el andlisis de Mg, Na, Ky P. Y al final

se discutira la relacion del pancreas con estos elementos.

MACHOS MACHOS PERFUNDIDOS HEMBRAS
Machos N= 12 Controles, 11 Desnutridos
Hembras N= 10 Controles, 9 Desnutridos
ANOVA 2 vias

Magnesio

2.50
EDL
Ctrol DN Soleo
L Ctrol DN
2.00
1.Grueso °
Ctrol DN
_ * *
= ¢ Pancreas
(1] 1.Del Ctrol DN
g 1.50 (:trcnle gN ° . § Gastroc
z N ° Bazo H N Ctrol DN . Médula
% . . b Rifign Ctrol DN *  cormzon 8 i . Ctrol DN
£ : . ] Ctol DN g ; * ChlN § 3 .
- e
= : H 8 ! Higado ! l [} : l ! l l ¢ ®  Cerebro
£ 1.00 l l § cwol DN Pulmén 8 & ] : l H : i ' . CI:OI DN
= . i Ctrol DN ! g ' . . . ' |
2 ‘ . i I I 2t |
. ' i H . . ¢ s ] 3
: 1 - N
. [] ! . H ’
0.50 o : .
L ]
L]
0.00 .
INTESTINOS VISCERAS MUSCULOS S NERVIOSO

Figura 12. El pancreas desnutrido aumenta la concentracion de magnesio comparado al control.

La bomba de Na+ / K+ ATPasa, es una enzima clave para la homeostasis del
gradiente electroquimico de solutos y el potencial de membrana®. Los valores
determinados para el Na se demuestran en la Figura 13 y para el K en la Figura 14.

El pulmén y el rifién son los 6rganos con mayor concentraciéon de Na, sin cambio
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significativo entre ellos. En el caso del rifion se sabe que la funcion principal del
tubulo proximal (PT) es la reabsorcion de solutos filtrados, incluidos Na+, K+, Cl-y
Ca2+. 3+3 La Claudina 2 es la principal Claudina responsable de la reabsorcion de

Na+ y esta altamente expresada en el PT34,

MACHOS MACHOS PERFUNDIDOS HEMBRAS
Machos N= 12 Controles, 11 Desnutridos
Hembras N= 10 Controles, 9 Desnutridos
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Figura 13. El pulmon y rifién son los 6rganos con mayor concentracion de Na+.
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MACHOS MACHOS PERFUNDIDOS HEMBRAS
Machos N= 12 Controles, 11 Desnutridos
Hembras N= 10 Controles, 9 Desnutrides
ANGVA 2 vias
*<0.05

Potasio
25.0
Bazo
Ctrol DN
Cerebro
L )
20.0 1.Grueso ) EDL Ctrol [zN
lLDelg  Ctrol DN . Crol DN hd
Ctrol DN
= rol D . . o " i ' g .
- . RifiG Pancreas c§°||egu
© . ifén Ctrol DN Corazon L] e
0150 | e : Fc"‘::.'l“‘l’)’,:‘ Ctrol DN . . e  Ctrol DN .
n . [ ] : [} .
b . *  Higado & 8 . s ¢ ° 3 ]
© Ctrol DN [ ] - $ i o 3
E . 83 . . ) . Gastroc f 3 Medua
—_ . L ! . H . H l ! . 3 Ctrol DN . ' Ctrol DN
S0 | bi oo N R | : R . ' .
g * o . 8 . i . 3 | N L .
= . 1 : * ot B I R | « ° 2
4 H ° H ' l ' . ! [ ] | I 8 ' $ ! i ° H
L M R N : i
! . i [} : : . ' L] o ® . ° i [
. Ld LI
5.0 s . « * ° ° - .
® . ]
. L)
.
0.0 5
INTESTINOS VISCERAS MUSCULOS S NERVIOSO

Figura 14. La concentracion de potasio esta en un rango similar en todos los dérganos y tejidos
analizados.

El Unico elemento no-metal determinado fue el fosforo que es componente de la
molécula de ATP, participa en estructuras proteicas y en membranas
fosfolipidicas®®. Por su amplia distribucién este elemento también se usa algunas
veces como referente para normalizar las deméas mediciones. En la Figura 15
observamos que el fésforo mantiene concentraciones similares en los intestinos y
las visceras. Y que esta concentracion se ve disminuida en los musculos, pero no
tan disminuida en sistema nervoso central. Por otro lado, a excepcion del pancreas

no hay diferencias entre los animales controles y desnutridos.

Los resultados en el pancreas se discuten enseguida.

28
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Figura 15. La concentraciéon de fésforo parece ser ligeramente menor en los masculos comparado al
resto de los 6rganos analizados.

Acumulacién de elementos en el pancreas de la rata desnutrida

Descripcion de resultados: En todos los elementos analizados observamos que
el pancreas desnutrido presenta niveles mas altos en la concentracion de metales
comparados con los animales control. Elementos como Mg, Na, K y P tienen un

incremento de aproximadamente un 50% en las ratas desnutridas, siendo los

Machos N= 12 Controles, 11 Desnutridos
Hembras N= 10 Controles, 9 Desnutridos
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elementos que més aumentan (Figura 16).
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Figura 16. Mg, Na, K y P aumentan en el pancreas desnutrido

Discusién: El pancreas es una glandula mixta compuesta por 2 tipos de tejido:
endocrino y exocrino®. El 95% del pancreas corresponde a tejido exocrino que
produce enzimas pancreaticas para la digestion. Estas enzimas incluyen la tripsina
y la quimotripsina para digerir las proteinas;, amilasa para la digestion de
carbohidratos; y lipasa para descomponer las grasas.®’® La sintesis de las
enzimas digestivas tiene lugar en el reticulo endoplasmico rugoso, desde donde son
transportadas al aparato de Golgi experimentando diversas modificaciones
postraduccionales, especialmente por (glicosilacibn, se concentran v,
posteriormente, son transportadas a los granulos de zimégeno o proenzimas
inactivas, para evitar la autodigestion y la consiguiente lesion del propio
pancreas.®63” En condiciones normales, las células acinares del pancreas contienen
grandes cantidades de enzimas digestivas envasadas en granulos de zimdgeno
pero en deficiencia de alimento hay disminucion en el tamafio y el nUmero de

granulos® y por tanto el proceso digestivo se ve afectado.
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Figura 17. Estructura del pancreas exocrino

El jugo pancreatico es un liquido incoloro, acuoso, de densidad entre 1.007 y 1.035
segun la concentracién de proteinas, con pH alcalino, que contiene 2 tipos de
secreciones: la enzimética y la hidroelectrolitica. La enzimética es la causante de la
hidrolisis de las sustancias nutritivas de los alimentos, mientras que la
hidroelectrolitica actia como vehiculo de la enzimatica y proporciona un medio
alcalino, necesario para la actuacién de las enzimas.*¢ Las células centroacinares y
las ductales son las encargadas de la secrecién hidroelectrolitica del pancreas
exocrino. Los principales cationes presentes son: sodio (154 + 7 mEg/l), potasio (4,8
+ 0,9 mEg/l), calcio (1,7 + 0,3 mEq/l) y magnesio (0,27 + 0,08 mEqg/l) 364941 |os
aniones, son fundamentalmente el cloro y el bicarbonato. En el periodo digestivo se
produce la mayor secrecion exocrina del pancreas, inducida por los estimulos
hormonales y nerviosos provocados por los alimentos. Clasicamente se reconocen
en este periodo 3 fases: cefdlica, gastrica e intestinal. La fase cefalica es
desencadenada por via vagal mediante un estimulo psiquico, la vista, el olfato v,
especialmente, la masticacion. La fase gastrica esta mediada por un mecanismo
colinérgico, tras la distension gastrica, ademas la llegada del bolo alimenticio al
estbmago causa la liberacion de gastrina, estimulo causante de la secrecién
pancreatica. El ritmo de vaciamiento de los alimentos desde el estbmago modula la
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siguiente fase o fase intestinal. La secrecidon hidroelectrolitica es estimulada
principalmente por la secretina (liberada por mucosa del intestino), que controla, por
tanto, el volumen de jugo pancreatico®. Estudios demuestran que la produccion de
volumen del jugo pancreatico y la produccion de enzimas digestivas tiene una
correlacion directa con el estado de nutricion del individuo, En individuos con
desnutricion crénica, como marasmo y kwashiorkor se observo que tenian una
produccion muy deficiente de jugo pancreatico que cambiaba después de la terapia
dietética®?>. Por lo tanto, si el ritmo de vaciamiento de los alimentos desde el
estbmago modula la secrecion pancreética exocrina la deficiencia de alimentos
causaria una menor secrecion de jugo pancreatico y por lo tanto un aumento en la
concentracion del jugo pancreédtico y de las enzimas digestivas en el propio
pancreas, lo que causaria el incremento de los elementos que lo constituyen

resultados observados en la restriccion calorica- proteica cronica.

El tejido restante estd formado por células endocrinas llamadas islotes de
Langerhans que producen hormonas para regular el metabolismo de los hidratos de
carbono. Dos de las principales hormonas pancreéticas son la insulina producidas
por las células beta y el glucagén producidas por células alfa*C. La secreciéon de
insulina es un proceso que implica la fusibn de granulos de insulina con la
membrana plasmatica y la exocitosis del contenido de granulos*. La exocitosis de
insulina, se desencadena por la elevacién intracelular de Ca 2+. Y los canales de
calcio de tipo tipo L, son responsables del aumento de la concentracién de calcio
intracelular*®-® La insulina activa sus receptores de membrana que pertenecen a la
familia de receptores tirosina-cinasa. La activacion de los receptores activa la via
de fosfoinositol 3-quinasa / AKT2 y da como resultado la translocacion del
transportador de glucosa GLUT4 sensible a la insulina a la membrana plasmética y
un aumento del transporte de glucosa al musculo y al tejido adiposo. En el higado,
el AKT de glucégeno y el almacenamiento hepatico de glucosa*®. El glucagén
contrarresta la accion de la insulina promoviendo la despolimerizaciéon del
glucdgeno vy la salida de glucosa a la circulacion sanguinea. La gluconeogénesis

hepatica es la fuente principal de produccion de glucosa enddégenay es estimulada
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por la restriccion de alimento. El ayuno prolongado promueve ademas la lipolisis en
el tejido adiposo para liberar 4cidos grasos no esterificados que se convierten en
cuerpos ceténicos en el higado a través de la oxidacion B mitocondrial y la
cetogénesis. Los cuerpos cetdnicos proporcionan un combustible metabdlico para
los tejidos extrahepaticos*’. Aunque nuestros resultados muestran apenas un ligero
aumento de calcio en las ratas desnutridas sobre los controles, quiza esté sea un
indicativo de que el pancreas de los animales desnutridos esta sufriendo cambios
funcionales con respecto a la capacidad de las células beta para producir y secretar

insulina.

Andlisis de los metales de transicion: Fe, Mn, Cu y Zn

Los metales alcalinos se ubican en abundancia en la naturaleza, en el caso de Na
(méas abundante) y K (segundo mas abundante) funcionan como iones solubles y
se pueden unir a proteinas con afinidades relativamente bajas. En contraste, los
metales de transicidon se encuentran en menor cantidad, normalmente unidos a
proteinas (directamente o mediante cofactores, como es el caso del grupo hemo
para el hierro). Los elementos de transicion incluyen los importantes metales para

la biologia como el manganeso, hierro, cobre y zinc.

H He
Li | Be B | C ni|o F | Ne
Ha | Mg Al Si P S Cl Ar

K | ca Se | Ti | v |[Cr ImMn|Fe|Co| i | Cu|zn|Ga|Ge | As | Se | Br | Ki

Metales Metales de transicién Fosforo
alcalinos

Figura 18. Metales de transicidn analizados en los diferentes 6rganos:
Manganeso, Hierro, Cobre y Zinc
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Descripcion de resultados: Los resultados para el hierro muestran que las
visceras (excepto pancreas) son los érganos con mayor concentracion de hierro
(Figura 19). Principalmente el bazo, el pulmén y el higado, y seguido el corazén y el
rinon. Intestinos, musculos y sistema nervioso central presentan concentraciones
de hierro mucho menores y similares entre ellos. Inicialmente nuestros
experimentos fueron realizados en ratas no perfundidas (puntos azul oscuro y
naranja), nuestros resultados previos sefialaban que los 6rganos con mayor

irrigacion sanguinea tenian los niveles mas altos del metal.

Como mencionamos en la metodologia, para descartar que la concentracion de
hierro en los érganos se debia a la sangre presente, se perfundieron y analizaron 3
machos controles y 3 machos desnutridos (Ver metodologia). Los resultados fueron
seflalados en las gréficas como puntos azul claro, encontrando que no hay
diferencia entre los animales perfundidos y no perfundidos. Ni tampoco hay
diferencias entre controles y desnutridos. Sugiriendo que los altos niveles de hierro

en el bazo, higado, pulmén, corazén y rifibn no se deben a la irrigacidon sanguinea.
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MACHOS MACHOS PERFUNDIDOS HEMBRAS
Machos N= 12 Controles, 11 Desnutridos
Hembras N= 10 Controles, 9 Desnutridos
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Figura 19. Los mayores niveles de Fe estuvieron en higado, pulmdn, bazo y corazén de animales
perfundidos y no perfundidos.

Discusién: ElI metabolismo del hierro es un acto de equilibrio, y los sistemas
bioldgicos han desarrollado mecanismos reguladores para mantener la homeostasis
de este metal. Se sabe que la ferritina presente en el higado y el bazo funciona
como almacén de hierro. En el bazo los glébulos rojos que pierden su flexibilidad,
presumiblemente debido al dafio acumulativo de la membrana son fagocitados por
macréfagos fijos*8. El higado desempefia un papel importante el metabolismo del
hierro, como en la produccion de Transferrina (Tf), proteina portadora de hierro y la
hepcidina, conocida como una hormona que funciona en la regulacion del

metabolismo del hierro.4°

Sin embargo, la Tf, es igualmente, abundante en el liquido del revestimiento
respiratorio. Se ha reportado que el hierro aumenta la expresion del gen
Ferroportina (FPN1) en células epiteliales de las vias respiratorias tanto in vivo como
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en células cultivadas, y se sugiere que participa en el reciclaje y la desintoxicacion
del hierro en el pulmén. Si las células epiteliales respiratorias y los macrofagos
alveolares no pueden restablecer el equilibrio de hierro durante los periodos de alta
disponibilidad de metales y estrés oxidativo, el metal puede ser absorbido y
metabolizado por los neutréfilos. Los neutrdfilos liberan granulos secundarios que
contienen lactoferrina; esto puede formar complejos con Fe 3+ y ser absorbido por
macréfagos o células epiteliales respiratorias para su almacenamiento dentro de la
ferritina. Sin embargo, los neutrofilos también producen moléculas reductoras tales
como el ascorbato y el superéxido; estos pueden reducir el Fe 3+ a Fe 2+ y
exacerbar ain mas el nivel de estrés oxidativo®®. Por lo tanto, estas funciones
fisioldégicas tejido-especificas podrian relacionarse con nuestros resultados

obtenidos.

Reabsorcion de manganeso en el Intestino Grueso

Descripcion de resultados: El intestino grueso es el 6rgano con mayor
concentracion de manganeso (Figura 20). Los musculos y sistema nervioso

presentan concentraciones minimas de este elemento.
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MACHOS MACHOS PERFUNDIDOS HEMBRAS
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Figura 20. El manganeso esta en mayor cantidad en intestino grueso y en menor concentracion en los
musculos y sistema nervioso.

Discusién: Estudios sugieren que el intestino grueso puede participar en la
reabsorcibn de manganeso, al observar que esta region es muy activa en la
reabsorcion de manganeso cuando la ingesta dietética es baja®!. Con base en estos
antecedentes nuestra hipétesis es que, si suplementamos con manganeso la dieta
de las ratas probablemente el proceso de reabsorcion en intestino grueso disminuya

y con ello la concentracion de manganeso en este 6rgano.
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Alta concentracién del Cu en el rifidn y su disminucién en el
desnutrido

Descripcion de resultados: El rifion presenta una alta concentracion de cobre
respecto al resto de los 6rganos analizados (Figura 21). Los rifiones de los animales

control presentan niveles alin mayores sobre los desnutridos.
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Figura 21. El cobre se acumulé en altas concentraciones en el rifién.

Discusién: Estudios en ratas alimentadas con una dieta alta en Cu han demostrado
gue el metal aparentemente se excreta por el rifién a través del tibulo contorneado
proximal®? y que a los cambios degenerativos temporales les sigue la recuperacion
y la tolerancia al Cu®3%* (Figura 22) indicando que esta funcién adaptativa del rifién
hacia la sobrecarga de Cu puede estar asociada con una metalotioneina (MT) renal
inducida®®. Pues el cobre funciona como inductor de ARNm de MT en la misma

region donde esta ubicado, lo que sugiere que Cu-MT se sintetiza continuamente®®,
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Estos datos son relevantes, ya que nuestros resultados muestran altos indices de
cobre almacenados en el rifion y seguido en el higado de las ratas, por lo que podria
significar que la dieta empleada en este estudio contiene mayor concentracion de
cobre del necesario, y por lo tanto el rifidn e higado emplean probablemente en
conjunto un mecanismo adaptativo similar a los ya reportados, evitando asi que el

metal llegue al resto de los 6rganos intoxicandolos y modificando su funcionamiento.

S i _ Figura 22. Estudios demostraron que el exceso de
» I cobre se almacena en los tubulos contorneados
; E JE proximales como Cu-MT54

La tincidon de cobre particulado estaba presente en el
-+ citoplasma del epitelio de revestimiento de algunos
© # __ tubulos contorneados proximales

Alta concentracion de zinc en el musculo soleo de fibras lentas y
metabolismo oxidativo

Como se menciond en la Introduccion, las fibras musculares pueden clasificarse de
acuerdo con sus caracteristicas metabdlicas (oxidativas y/o glucoliticas),
funcionales (contraccion lenta o rapida y fatiga) y moleculares (tipo de miosina) en
fibras rapidas, lentas o intermedias. Todos los musculos presentan los tres tipos de
fibras, pero en distintas proporciones: Soleo presenta mas fibras del tipo lento? 5,
el gastrocnemio es un musculo mixto?*, con un poco mas de fibras lentas y el EDL

contiene una predominancia de fibras rapidas.

Descripcién de resultados: Nuestros resultados muestran que el zinc se almacena
principalmente en fibras lentas, siendo el musculo séleo el 6rgano con mayor

concentracion del metal (Figura 24).
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GASTROCNEMIO

SOLEO

SOLEO GASTROCNEMIO EDL
Fibras Lentas Fibras intermedias Fibras rapidas
No fatigables No fatigables Fatigables
Metabolismo oxidativo Metabolismo glicolitico-oxidativo Metabolismo glicolitico

Figura 23. Tipos de fibras musculares
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Figura 24. Masculo Soleo con mayor concentracion de zinc

Discusion: El exceso de acumulacion de zinc en los musculos se relaciona con los

procesos de distrofia®’ y caquexia®® en modelos animales. Ademas, se ha reportado

que los transportadores de zinc Zip3 y Zip8 estan regulados al alza en el transcurso
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de la miogénesis® esto es importante porque 5 datos que obtuvimos de los
musculos EDL (resaltados en recuadro verde) tienen mayor concentracion de zinc
comparado con su promedio. Como mencionamos previamente, con este protocolo
de desnutricion se han estudiado cambios en la composicion de las fibras
musculares de los tres tipos de fibras musculares mencionadas y se ha observado
que en el musculo EDL control hay una mayor proporcion de fibras rapidas, pero
cuando se analizan las fibras musculares de los animales sometidos al protocolo de
desnutricion se ve una mayor presencia de fibras intermedias. Es probable que este
proceso de cambio de fibras rapidas a intermedias este sucediendo en los 5 datos
sefalados, ya que se ha observado que el contenido de Zn celular es dinAmico en

el curso de la miogénesis®®.

VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Este es el primer estudio que analiza la concentracion de varios metales
simultaneamente, en diversos 6rganos de rata en una restriccion calérica cronica.
La principal aportacion fue dar a conocer la distribucion especifica de los varios
elementos analizados en los diversos 6érganos (Figura 25), informacion que hasta
ahora no estaba disponible en la bibliografia. Nuestros hallazgos podrian ayudar a
comprender mejor las alteraciones funcionales y posiblemente estructurales de los
organos en la desnutricion. Por otra parte, el pancreas, la médula espinal y el rifidn
presentaron cambios en la concentracion de metales entre los animales control y
desnutridos (Figura 26). Nuestras observaciones sugieren que la restriccion del 50%
de alimento no afecta de forma generalizada la concentracion de metales en todos
los 6rganos de las ratas. Probablemente porque exista un proceso de adaptacion a
la desnutricion independiente del sexo que no permite la interrupcion de la

homeostasis de los metales.
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Figura 26. Cambios en la concentracion de elementos por restriccion cal6rica
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Con base a nuestros resultados obtenidos concluimos lo siguiente:

1.

No existen diferencias notables en la concentracion de metales entre
hembras y machos en los 13 6rganos analizados. Ademas, existen pocas
diferencias en la concentracion de metales de animales control y desnutridos,
siendo mas bien diferencias 6rgano-especificas, en la cual el pancreas
desnutrido fue el 6rgano con mayor diferencias. Por lo tanto, no se puede
generalizar que la restriccion cronica de alimento afecta la concentracion de

metales.

La médula espinal posee aproximadamente 10 veces mas calcio comparada
con el cerebro. Nuestros resultados del sincrotron muestran que este ion se
distribuye de forma distinta. En los animales desnutridos se nota una
disminucién en la acumulacibn de Ca en la médula espinal que muy
probablemente se relacione con las alteraciones observadas en la inhibicion

presinaptica en la médula espinal del animal desnutrido.

El pancreas desnutrido tiene mayor cantidad de metales comparado con su
control. Faltan estudios que describan si el pancreas endocrino, exocrino o
ambos son los responsables de la acumulacion de metales durante la

desnutricion.

El riidbn guarda mas cobre que el resto de los érganos analizados,
posiblemente para evitar la intoxicacion del resto de los érganos por el flujo
de este metal pesado. La acumulacion de cobre en el rifion del animal

desnutrido es menor.

El masculo Séleo de fibras lentas y metabolismo oxidativo, es el masculo y

o6rgano con mayor concentracion de zinc.
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VII. ANEXO I
RESULTADOS ANOVA DE 2 VIiAS

Tabla 4. Diferencias entre machos y hembras

Por sexo Por desnutricién
Cu Mn Zn Fe Ca Mg Na K P Cu Mn Zn Fe Ca Mg Na K P
Int.Delgado ns. NS, NS, NS, NS, NS, NS NS NS, NS NS NS NS ns. NS, Nns. NS n.s.
Int. Grueso ns. *ON ns. ns. ns. *C ns. ns. ns. NS Nns. NS NS, ns. ns. Nns. NS n.s.
Higado ns. ns. ns. DN ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. *h *h ns. ns. ns.  ns. n.s.
Pulmon ns. NS, NS, NS, NS, NS, NS NS NS, NS NS NS NS ns. NS, Nns. NS n.s.
Rifon ns. NS, NS, NS, NS, NS, NS, NS NS, NS, NS NS NS, hs. NS, NS ns. n.s.
Bazo ns. NS, NS, NS, NS, NS, NS, NS NS, NS, NS NS NS, ns. NS, Nns.  ns. n.s.
Pancreas ns. nNS. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. *h ns. ns. ¥*m,h **h *m**h **m.h
Corazoén ns. NS, NS, NS, NS, NS, NS, NS NS, NS NS NS NS, ns. NS, NS ns. n.s.
EDL ns. NS. NS. NS. NS, NsS. nS. ns. NS, NS NS NS, NS NS NS, NS *h n.s.
Gastrocnemio ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. NS, NS, NS NS, hs. NS hs. NS, NS, NS n.s.
Séleo ns. ns. ns. ns. ns. *C ns. ns. ns. NS, ns. ns. ns. ns. *m ns. ns. n.s.
Cerebro ns. NS. NS, NS, NS, NS, NS, NS NS, NS, NS NS NS, ns. NS Nns.  ns. n.s.
Médulaesp ns. ns. ns. ns. ns. *C *C ns. ns. ns. ns. ns. ns. *h ns. ns.  ns. n.s.

Tabla 5. Diferencias entre controles y desnutridos

Por 6rgano Por desnutricion
Cu Mn Zn Fe Ca Mg Na K P Cu Mn Zn Fe Ca Mg Na K P

Int.Delgado a b bc a a ab ¢ ab b n.s. n.S. n.s. n.S. nS. n.S. nS. nSs. n.s.
Int. Grueso ab ¢ ¢ a b ¢ ¢ ab b n.s. n.Ss. n.s. n.S. nS. nSs. nS. n.s. n.s.
Higado b b ab ¢ a a ab a b n.s. n.S. n.s. n.S. nS. NnS. n.S. n.s. n.s.
Pulmoén a a abbc a a d b b n.s. n.s. n.s. nN.S. n.S. n.Ss. n.S. N.S. n.s.
Riflon c ab ab b a b b b ** ns. ns. ns. NS, NS, Nn.Ss. ns. n.s.
Bazo a a ab c¢c a b a d becd ns. ns. ns. ns. ns. NS, NS, NS, Nn.s.
Pancreas a b ab a a b ab a c¢b n.s. ns. * n.s. ons, FEEORX ok Rk
Corazon b a ab b a ab cd a a n.s. n.s. n.s. nN.S. nS. n.Ss. n.S. N.S. n.s.
EDL a a ab a a bc a ab a n.s. n.s. n.s. nN.S. nS. n.Ss. n.S. N.S. n.s.
Gastrocnemio a a a a a b a a a n.s. n.s. n.s. n.s. NS. N.S. NS. NS. Nn.S.
Soleo a a d a a b a a a ns. ns. * ns. ns. ns. ns. ns. n.s.
Cerebro a a a a a a ¢ ¢d cd n.s. n.s. n.s. n.s. nNS. N.S. NS. N.S. Nn.S.
Médula esp a a a a ¢ a ¢ a ¢cd n.s. ns. ns. ns. ** ns. ns. ns. n.s.
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VIII. ANEXO II

ANALISIS DE METALES EN EL CEREBRO Y MEDULA ESPINAL POR
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE RAYOS X

En el cerebro y médula espinal de las ratas control (ver metodologia) ademas de las
mediciones en calcio, se cuantifico la concentracion de hierro (anexo Figura 1), zinc (anexo
Figura 2) y cobre (anexo Figura 3) por microscopia de fluorescencia de rayos X de
sincrotrén. Los resultados mostrados a continuacion y sefialan que el cerebro tiene menor
densidad de hierro comparado con la médula espinal (1351.71 y 12359.82 fotones por 100
ms respectivamente).

por 100 mili:

Cerebro Médula Espinal

Media de f

Anexo Figura 1. La microscopia de fluorescencia de rayos X de sincrotrén. Resolucion de pixeles a 10
um2 (A) Se muestra una imagen representativa de las estructuras analizadas en cerebro. La region AB:
partes del Cortex (Ctx), Cuerpo calloso (CC) y Caudado Potamico (CP) y laregiéon AC: Hipocampo (Hip)
y Giro Dentado (DG). (B) Amplificacion de laregion AB del cerebro. El maximo espectral para la emision
de Hierro es de 218.178 fotones por 100 ms. (C) Distribucién homogénea de hierro en la region AC del
cerebro, el maximo espectral para la emision de hierro es de 3293.947 fotones por 100 ms. (D) Imagen
representativa de médula espinal. (E) La distribucién de hierro en la médula espinal no es uniforme, se
pueden observar pequefios cimulos del metal en el borde del corte y cercanos a la materia gris. (F) La
médula espinal reporta un espectral para la emisién de hierro mayor al del cerebro.
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A su vez el zinc presenta una concentracion similar al hierro en la region AB del cerebro
(Cortex (Ctx), Cuerpo calloso (CC) y Caudado Potamico (CP)) y la mitad de la densidad del
hierro en la region AC (Hipocampo (Hip) y Giro Dentado (DG)). En la médula espinal el zinc
se concentra 54% mas que el hierro. Concluyendo que en estas regiones la médula espinal
almacena mas zinc que el cerebro.
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Anexo Figura 2. La microscopia de fluorescencia de rayos X de sincrotrén. Resolucion de pixeles a 10
um? (A) Se muestra una imagen representativa de las estructuras analizadas en cerebro. La region AB:
partes del Cértex (Ctx), Cuerpo calloso (CC) y Caudado Potamico (CP) y laregién AC: Hipocampo (Hip)
y Giro Dentado (DG). (B) Amplificacion de laregién AB del cerebro. El maximo espectral parala emisién
de zinc es de 200.104 fotones por 100 ms. (C) La zona central del hipocampo y giro dentando presentan
mayor concentracién de zinc. El maximo espectral para la emision de zinc es de 1756.030 fotones por
100 ms. (D) Imagen representativa de médula espinal. (E) Se pueden observar una distribucién uniforme
de zinc en la materia gris y cercana a ella pequefios cimulos identificados con puntos rojos. (F) La
meédula espinal reporta un espectral para la emision de zinc mayor al del cerebro.
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El cobre fue el elemento de los reportados con menor densidad en cerebro y médula
espinal. En el cerebro el promedio de fotones emitidos por cada 100 ms fue de 300.15,
mientras en la médula espinal de 847.59. Con estos resultados concluimos que en la region
cervical de la médula espinal hay mayor presencia de calcio, hierro, zinc y cobre respecto
a las regiones del Cértex, Cuerpo calloso, Caudado Potamico, Hipocampo y Giro Dentado
del cerebro.
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Anexo Figura 3. La microscopia de fluorescencia de rayos X de sincrotrén. Resolucién de pixeles a 10
um? (A) Se muestra una imagen representativa de las estructuras analizadas en cerebro. La region AB:
partes del Cértex (Ctx), Cuerpo calloso (CC) y Caudado Potamico (CP) y laregién AC: Hipocampo (Hip)
y Giro Dentado (DG). (B) Amplificacion de laregién AB del cerebro. El maximo espectral parala emisién
de cobre es de 43,468 fotones por 100 ms. (C) Distribucion homogénea de cobre en la regién AC del
cerebro, el maximo espectral para la emision de cobre es de 556,831 fotones por 100 ms. (D) Imagen
representativa de médula espinal. (E) Se pueden observar una distribucién casi uniforme de cobre en la
materia gris, mayor densidad en las astas ventrales (F) La médula espinal reporta un espectral para la
emisiéon de cobre mayor al del cerebro.
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ANEXO Ill: DATOS CRUDOS OBTENIDOS POR ICP-OES

CALCIO MACHOS PERFUNDIDOS HEMBRAS

I. Delgado Ctrol 0.63 0.58 0.29 0.24 0.15 0.23 0.25 0.52 0.69 035 050 031 050 0.34 033 042 052 047 035 045 037 0.29
l. Delgado DN 0.70 0.61 0.52 0.21 0.19 0.48 0.45 041 066 083 052 035 044 0.53 0.45 0.45 0.51 0.75 0.52 0.53
1.Grueso Ctrol 1.52 1.74 0.64 3.81 0.44 0.70 0.76 131 158 212 130 1.27 0.73 063 093 0.70 1.24 1.09 1.25 0.95 0.80
l. Grueso DN 0.73 192 246 2.02 4.00 1.18 0.64 0.76 181 140 186 0.68 0.60 0.56 0.80 0.85 1.24 115 110 0.70
Higado Ctrol 0.10 0.09 0.13 0.09 0.09 0.09 0.11 0.20 0.14 0.10 0.10 0.08 0.13 0.15 0.13 0.17 0.18 0.14 0.17
Higado DN 0.10 0.09 o0.11 0.10 0.07 0.08 0.19 0.21 0.11 0.08 0.08 0.09 0.12 0.16 0.14 0.14 0.14 0.18
Pulmén Ctrol 0.35 0.40 034 049 0.58 0.44 0.29 0.28 0.27 0.47 047 048 037 025 0.27 0.38 037 038 038 036 038 042
Pulmén DN 0.37 0.36 0.40 0.50 0.35 0.25 0.26 0.46 042 055 033 0.27 0.25 032 036 040 045 0.44 043

Rifién Ctrol 0.16 0.12 0.15 0.28 0.29 0.53 0.41 0.42 0.37 043 037 044 032 034 036 0.28 035 034 0.28 0.34 034 0.36
Rifién DN 0.10 0.36 0.26 0.38 0.45 0.67 0.26 0.26 0.25 0.25 0.34 0.40 0.37 0.28 034 0.38 0.30 0.33

Bazo Ctrol 0.14 0.17 0.15 0.28 0.16 0.19 0.23 0.23 0.26 0.16 0.12 0.18 0.26 0.24 0.24 0.17 0.16 0.19 0.14 0.15 0.16 0.16
Bazo DN 0.39 0.14 0.25 0.21 0.20 0.24 0.18 0.22 0.13 0.22 032 0.22 0.22 0.19 0.16 0.20 0.13 0.12
Pancreas Ctrol 0.29 0.16 0.21 0.36 0.32 0.34 0.28 0.27 0.29 031 0.33 0.28 0.29 0.25 0.26 0.18 0.13 0.18 0.14
Pancreas DN 031 0.29 0.39 038 0.38 0.44 0.36 0.35 0.41 0.44 0.49 0.39
Corazén Ctrol 0.18 0.21 0.21 038 0.27 0.29 0.23 0.22 0.23 034 040 0.28 0.21 0.18 0.28 0.19 0.18 0.18 0.20 0.28 0.22 0.39
Corazén DN 0.14 0.20 0.19 0.30 0.30 0.19 0.22 0.35 043 029 043 0.22 041 0.21 0.22 0.16 0.28 0.26 0.22 0.21
EDL Ctrol 0.23 0.26 0.25 0.27 031 0.17 0.20 0.18 0.24 0.26 0.22 0.365 0.278 0.281 0.18 0.14 0.22 0.22 0.23 0.26 0.22 0.26 0.34 0.35
EDL DN 0.40 0.26 0.24 0.26 0.24 0.21 0.15 0.521 0.726 0.285 0.54 0.47 0.30 0.12 0.48 0.89 0.44
Gastrocnemio Ctrol 0.15 0.18 0.18 0.32 0.25 0.22 0.338 0.269 0.364 0.15 0.15 0.17 0.26 0.26 0.22 0.24 0.33 0.33 0.30
Gastrocnemio DN 0.21 0.18 0.14 0.04 0.11 0.231 0.301 0.437 0.17 0.63 0.19 0.09 1.06 2.03 031 0.61 0.37
Soleo Ctrol 0.36 0.17 0.17 0.23 0.20 020 0.23 0.21 035 0.12 0.14 0.21 0.15 0.16 0.14 030 0.27 0.27 0.18
Soleo DN 0.08 0.20 051 0.16 0.28 035 0.18 0.12 032 031 042 0.25
Cerebro Ctrol 0.08 0.10 091 041 0.15 0.15 0.30 0.25 0.33 037 030 0.27 0.24 0.22 0.29 0.32 0.19 081 0.26 2.27 0.69 0.73
Cerebro DN 0.00 0.09 0.03 0.29 0.23 0.17 0.26 031 0.59 046 028 076 0.26 0.25 0.19 0.31 0.59 0.35 035 031
Médula ctrol 1.69 227 596 112 451 568 5.99 3.59 6.27 8.87 4.02 0.74 281 0.74 3.42 1299 0.98 4.85 3.14
Médula DN 6.93 0.47 270 1.21 6.01 042 034 1.84 255 3.38 1.6 1.38 219 1.48 032 223 14.10 0.53 0.90 1.86
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COBRE
I. Delgado Ctrol
|. Delgado DN

l.Grueso Ctrol
l. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifién Ctrol
Rifion DN

Bazo Ctrol
Bazo DN

Pancreas Ctrol
Pancreas DN

Corazon Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

Gastrocnemio Ctrol
Gastrocnemio DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

0.005
0.004

0.005
0.004

0.014
0.014

0.006
0.005

0.021
0.037

0.003
0.003

0.017
0.015

0.003
0.001

0.008
0.010

0.005
0.005

0.006
0.005

0.006
0.005

0.015
0.015

0.008
0.005

0.024
0.031

0.002
0.007

0.016
0.019

0.003
0.002

0.010
0.012

0.005
0.006

0.006
0.006

0.002
0.005

0.017
0.037

0.006
0.008

0.022

0.042

0.000

0.003
0.002

0.017
0.017

0.005
0.002

0.009
0.011

0.017
0.006

0.002

0.014

0.017

0.008
0.017

0.005
0.007

0.034
0.032

0.011
0.004

0.021
0.019

0.007
0.006

0.010
0.013

0.024
0.012

0.002
0.001

0.009
0.018

0.009
0.013

0.006
0.006

0.041

0.009

0.008

0.003
0.005

0.024
0.023

0.005
0.006

0.009
0.013

0.012
0.006

MACHOS

0.003

0.010

0.009

0.049

0.009

0.003

0.006

0.022

0.004

0.016

0.007
0.010

0.008
0.014

0.014
0.017

0.006
0.006

0.053
0.027

0.007
0.006

0.004
0.006

0.013
0.018

0.007
0.001

0.006
0.005

0.018
0.006

0.014
0.007

0.001
0.004

0.009
0.011

0.009
0.009

0.013
0.016

0.007
0.005

0.062
0.033

0.008
0.008

0.018
0.018

0.010
0.001

0.006
0.005

0.005
0.008

0.012
0.013

0.003
0.002

0.009
0.010

0.011
0.009

0.012
0.016

0.007
0.007

0.051
0.029

0.010
0.007

0.019
0.024

0.006
0.001

0.007
0.004

0.009

0.012

0.013

0.005
0.003

0.005
0.016

0.007
0.005

0.013
0.019

0.006
0.006

0.006
0.005

0.008
0.001
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0.006
0.006

0.005

0.006
0.018

PERFUNDIDOS

0.011
0.010

0.029
0.016

0.020
0.019

0.005
0.006

0.039
0.021

0.004
0.003

0.002
0.002

0.027
0.028

0.010
0.012

0.012
0.005

0.011
0.009

0.014
0.015

0.004
0.004

0.010
0.009

0.016
0.011

0.014
0.019

0.004
0.005

0.057
0.020

0.005
0.002

0.003
0.003

0.028
0.029

0.007
0.009

0.007
0.006

0.011
0.009

0.013
0.014

0.002
0.004

0.007
0.009

0.010
0.017

0.024
0.018

0.004
0.003

0.049
0.022

0.007

0.002

0.005

0.028
0.026

0.008
0.010

0.009
0.006

0.011
0.014

0.014
0.014

0.004
0.004

0.009
0.010

0.009
0.010

0.014
0.017

0.007
0.006

0.046
0.042

0.006
0.008

0.004
0.006

0.020
0.019

0.004
0.006

0.004
0.005

0.006
0.006

0.013
0.013

0.002
0.003

0.008
0.009

0.011
0.008

0.013
0.018

0.006
0.006

0.054
0.024

0.007
0.007

0.004
0.008

0.019
0.016

0.005
0.006

0.005
0.003

0.006
0.005

0.012
0.013

0.002
0.001

0.010
0.012

0.009
0.009

0.013
0.018

0.007
0.005

0.038
0.028

0.008
0.008

0.004
0.005

0.018
0.023

0.006
0.005

0.009
0.004

0.007
0.006

0.013
0.014

0.002
0.003

0.009
0.012

0.013
0.013

0.014
0.017

0.007
0.006

0.043
0.038

0.005
0.005

0.005
0.005

0.019
0.020

0.004
0.009

0.005
0.006

0.006
0.013

0.010
0.012

0.005
0.005

HEMBRAS

0.009
0.009

0.009
0.015

0.015
0.019

0.007
0.008

0.091
0.026

0.005
0.005

0.004
0.005

0.022
0.019

0.004
0.073

0.006
0.004

0.005
0.011

0.010
0.016

0.005
0.006

0.008

0.014

0.016

0.022

0.007
0.009

0.071

0.039

0.005

0.004

0.021

0.005

0.007

0.004

0.011

0.007

0.004
0.001

0.017
0.007

0.018
0.022

0.009
0.009

0.049
0.029

0.003
0.009

0.001
0.003

0.021
0.022

0.001

0.006

0.007

0.008
0.006

0.011
0.010

0.002
0.002

0.016
0.010

0.017
0.024

0.005
0.010

0.091
0.034

0.004
0.003

0.001
0.001

0.021
0.023

0.006

0.007

0.007

0.006
0.009

0.009
0.010

0.000
0.002

0.016
0.008

0.018
0.025

0.007
0.008

0.039
0.036

0.007
0.010

0.001
0.002

0.021
0.021

0.006
0.012

0.005
0.005

0.006
0.006

0.010
0.011

0.002
0.001

0.010
0.008

0.018

0.009

0.074

0.004

0.002

0.001
0.004

0.029
0.025

0.006

0.010

0.005

0.005

0.009
0.011



HIERRO
|. Delgado Ctrol
I. Delgado DN

l.Grueso Ctrol
l. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifidn Ctrol
Rifion DN

Bazo Ctrol
Bazo DN

Pancreas Ctrol
Pancreas DN

Corazon Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

Gastrocnemio Ctrol
Gastrocnemio DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

0.08
0.14

0.08
0.08

0.49
0.33

0.60
0.26

0.17
0.26

0.74
0.53

0.047
0.057

0.52
0.32

0.06
0.06

0.10
0.08

0.12
0.06

0.12
0.11

0.09
0.10

0.65
0.32

0.41
0.50

0.26
0.36

0.77
0.49

0.069
0.064

0.54
0.32

0.07
0.08

0.09
0.09

0.12
0.08

0.09
0.07

0.07
0.10

0.46
0.27

0.41
0.30

0.22
0.33

0.56

0.071

0.106

0.41
0.42

0.05
0.08

0.09
0.09

0.13
0.07

0.07
0.09

0.19
0.15

0.37
0.55

0.86
0.85

0.27
0.28

1.12
1.28

0.065
0.079

0.56
0.42

0.07
0.07

0.10
0.23

0.09
0.10

0.06
0.09

0.12
0.23

0.28
0.72

0.91
0.74

0.21

0.97

1.26

0.070
0.075

0.34
0.64

0.05
0.07

0.05
0.08

0.08
0.07

MACHOS

0.07

0.27

0.72

0.25

1.03

0.092

0.34

0.06

0.11

0.05
0.06

0.05
0.06

0.26
0.74

0.39
0.34

0.17
0.25

0.60
0.71

0.051
0.066

0.51
0.34

0.04
0.05

0.05
0.04

0.13
0.05

0.10

0.04
0.03

0.05
0.07

0.05
0.06

0.27
0.74

0.40
0.44

0.20
0.22

0.80
0.81

0.037
0.084

0.78
0.42

0.04
0.04

0.04
0.04

0.05
0.05

0.09
0.09

0.04
0.03

0.06
0.09

0.05
0.06

0.28
0.79

0.34
0.41

0.15
0.25

0.86
0.67

0.046
0.065

0.52
0.41

0.04
0.04

0.04
0.03

0.08

0.08

0.09

0.06
0.04

0.04
0.03

0.06
0.03

0.06
0.05

0.04
0.04

0.05
0.03

0.07
0.04

0.03
0.03

0.04

0.06
0.05
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PERFUNDIDOS

0.15
0.11

0.09
0.09

0.37
0.48

0.59
0.52

0.52
0.43

1.00
0.54

0.07
0.12

0.36
0.27

0.088
0.053

0.076
0.040

0.105
0.044

0.07
0.08

0.04
0.05

0.14
0.08

0.13
0.06

0.54
0.44

0.68
0.44

0.61
0.40

1.10
0.63

0.11
0.11

0.34
0.27

0.066
0.039

0.067
0.035

0.086
0.045

0.07
0.07

0.04
0.04

0.08
0.16

0.06
0.11

0.46
0.87

0.49
0.28

0.52
0.46

0.88
0.98

0.06
0.19

0.26
0.36

0.052
0.052

0.053
0.048

0.102
0.067

0.08
0.10

0.04
0.06

0.048
0.069

0.065
0.064

0.492
1.671

0.387
0.683

0.175
0.356

0.644
1.363

0.046
0.074

0.538
0.385

0.039
0.050

0.037
0.060

0.061
0.055

0.102
0.089

0.041
0.044

0.056
0.090

0.052
0.060

0.523
1.119

0.387
0.415

0.263
0.156

0.839
0.804

0.056
0.076

0.474
0.456

0.040
0.033

0.039
0.041

0.059
0.052

0.088
0.090

0.042
0.037

0.083
0.062

0.072
0.060

0.539
0.924

0.322
0.643

0.213
0.194

1.296
0.872

0.049
0.068

0.538
0.352

0.044
0.038

0.051
0.035

0.059
0.053

0.094
0.096

0.028
0.023

0.068
0.083

0.061
0.057

0.556
0.799

0.340
0.574

0.219
0.239

0.703
0.879

0.078
0.085

0.344
0.369

0.046
0.035

0.038
0.041

0.073
0.068

0.060
0.069

0.047
0.042

HEMBRAS

0.078
0.085

0.046
0.059

0.606
1.899

0.358
0.371

0.232
0.243

0.694
0.691

0.066
0.087

0.356
0.314

0.040
0.050

0.044
0.038

0.066
0.051

0.058
0.068

0.045
0.047

0.082

0.077

0.746

0.749

0.419
0.482

0.258

0.379

0.896

0.060

0.355

0.047

0.043

0.072

0.071

0.039

0.069
0.092

0.070
0.069

0.943
0.827

0.408
0.714

0.268
0.519

0.910
0.789

0.061
0.105

0.323
0.404

0.052
0.047

0.051
0.047

0.061
0.047

0.076
0.065

0.075
0.073

0.097
0.113

0.078
0.072

0.599
0.886

0.483
0.401

0.301
0.295

0.927
0.910

0.049
0.132

0.344
0.317

0.054
0.110

0.057
0.062

0.073
0.050

0.073
0.067

0.062
0.063

0.102
0.123

0.078
0.064

0.869
0.733

0.550
0.519

0.406
0.295

1.016
0.902

0.078
0.128

0.377
0.341

0.060
0.099

0.047
0.046

0.085
0.056

0.080
0.073

0.050
0.066

0.092
0.091

0.052
0.063

0.905

0.504

0.319

0.882
0.863

0.061
0.126

0.348
0.319

0.060
0.053

0.057
0.054

0.065
0.056

0.080
0.078

0.061
0.063



POTASIO
I. Delgado Ctrol
|. Delgado DN

l.Grueso Ctrol
l. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifién Ctrol
Rifion DN

Bazo Ctrol
Bazo DN

Pancreas Ctrol
Pancreas DN

Corazodn Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

Gastrocnemio Ctrol
Gastrocnemio DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

13.8
17.0

11.8
17.6

11.2
10.5

12.4
13.4

9.7
13.7

19.5
20.2

6.30
11.11

12.8
13.1

15.5
17.4

17.5
17.6

8.50
8.82

15.0
15.9

11.2
14.4

10.7
10.5

125
124

115
14.2

19.1
19.4

6.29
14.78

12.9
14.0

16.9
18.2

17.7
19.0

7.99
10.07

13.2
15.0

13.9
15.3

10.9
11.3

11.9
125

12.2
10.4

20.3

8.05

11.28

131
135

15.6
17.3

17.8
194

9.55
9.30

8.5
10.1

12.0
13.3

8.2
8.0

13.5
13.0

8.4
8.0

17.1
17.1

3.85
8.98

8.7
9.5

133
12.6

10.5
11.7

8.06
8.75

8.5
9.9

13.7
134

7.8
8.5

13.2
13.0

7.5

15.1

18.5

9.32

9.1

10.3

11.8
12.0

7.9
131

8.96
9.04

MACHOS
8.6

8.1

131

8.3

16.9

8.52

8.8

11.2

8.0

5.0
7.0

6.2
8.1

5.8
6.8

7.1
7.5

6.5
7.2

9.7
10.1

6.56
7.99

6.1
7.6

8.9
123

8.2
8.8

15.2
8.5

9.6
9.1

5.28
6.21

6.2
7.1

6.9
7.6

5.7
6.2

7.0
6.2

7.2
6.7

10.1
10.9

5.01
7.25

7.4
8.2

9.7
13.0

8.4
8.6

6.8
8.8

9.4
10.7

5.28
6.26

6.4
7.2

7.1
7.8

5.9
6.0

7.1
7.2

5.8
7.3

11.0
10.5

5.90
7.09

7.7
7.6

8.7
10.2

9.0
8.0

8.6

8.6

10.5

5.69
6.38

8.5
9.0

8.3
8.7

6.8
7.9

8.9
10.2

8.2
8.4

7.7
6.9

PERFUNDIDOS

8.09
7.25

8.52
7.65

7.86
6.83

4.19
3.88

7.89
7.86

11.39
9.11

4.02
6.77

6.75
6.85

5.8 9.32
5.9 1091

83 857
8.25

7.2 8.32
7.1 10.79

11.40
12.88

6.93
8.47

51

7.71
4.88

8.00
5.26

7.88
5.47

2.82
6.54

7.98
8.02

10.83
9.67

5.19
5.60

6.10
8.12

6.64
9.20

8.46
6.21

7.43
5.54

11.77
12.66

6.65
8.32

4.58
8.32

4.90
9.39

7.92
7.18

2.08
5.37

7.91
8.01

10.28
11.73

3.11
7.96

4.67
7.42

8.20
9.13

6.31
9.34

8.45
7.98

12.44
12.56

6.86
8.22

5.83
7.42

7.60
6.92

6.47
5.94

6.65
6.60

5.22
6.10

9.42
10.40

6.15
7.17

7.78
7.87

9.55
10.30

7.64
7.61

7.99
7.44

9.57
10.30

5.56
6.80

6.66
7.62

6.66
7.45

6.15
5.98

6.82
7.41

6.93
7.19

9.94
10.78

6.79
8.01

7.43
7.21

9.08
11.20

8.34
7.86

7.29
8.42

9.34
10.56

5.85
6.45

6.82
6.62

6.49
7.33

5.77
7.02

6.90
7.20

6.96
7.06

10.11
10.58

6.61
7.56

7.36
7.71

8.41
13.29

8.58
8.84

7.48
8.29

9.44
10.73

5.31
6.09

10.32
11.57

11.98
11.87

8.36
8.22

9.54
9.16

8.25
9.06

14.50
13.75

7.78
11.02

9.34
9.61

8.54
9.64

8.24
8.54

6.63
6.99

10.51
12.12

7.80
7.99

HEMBRAS
10.38 10.18
10.75
8.81 12.01
11.45
842 823
9.44  8.20
9.95 10.05
10.48 10.14
9.18 9.14
8.83 1031
1433 14.24
13.16
7.74  6.47
10.58
9.67 9.36
9.67
8.60 9.06
9.88
7.89  8.38
8.35
5.58 7.62
6.77
10.54 12.00
12.83
7.36 8.06
9.36

10.07
7.16

9.57
8.27

8.05
8.38

10.45
11.33

8.36
10.88

12.45
14.56

4.64
8.67

8.51
9.51

8.74
9.01

9.10
9.20

8.84
6.40

10.84
12.97

6.43
7.40

10.60
10.39

10.22
10.12

8.83
8.08

9.34
11.32

10.21
10.14

12.56
13.24

4.15
8.46

8.99
9.90

8.78
17.15

8.74
9.27

8.21
8.30

10.71
12.23

6.55
7.47

10.78
10.39

9.04
11.01

7.30
8.62

9.59
10.95

10.23
9.87

12.75
13.65

4.72
6.99

9.13
9.41

9.61
11.76

7.50
9.51

7.88
7.63

10.83
12.19

6.31
7.38

10.40
10.41

10.34
11.54

8.51

10.11

8.90

12.03

14.28

4.29
8.88

9.32
10.46

9.21
9.88

8.92
10.22

6.98
9.91

10.71
12.02

6.35
7.71



MAGNESIO
I. Delgado Ctrol
|. Delgado DN

l.Grueso Ctrol
l. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifién Ctrol
Rifion DN

Bazo Ctrol
Bazo DN

Pancreas Ctrol
Pancreas DN

Corazon Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

1.07
1.34

1.09
1.27

0.85
0.83

0.67
0.74

0.76
0.94

1.07
1.24

0.572
0.947

1.03
1.03

1.28
131

Gastrocnemio Ctrol

Gastrocnemio DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

0.76
0.72

0.81
0.75

1.14
1.25

1.15
1.35

0.78
0.86

0.74
0.65

0.85
0.92

1.09
1.10

0.483
1.242

1.03
0.96

1.42
1.35

0.78
0.78

0.68
0.66

0.96
1.26

0.97
1.51

0.88
0.92

0.66
0.70

0.91
1.15

1.20

0.665

1.483

1.10
0.93

1.30
1.26

0.79
0.79

0.84
0.69

0.93
1.00

1.67
1.44

0.68
0.80

0.75
0.73

0.84
0.81

1.06
1.01

0.281
1.319

0.89
0.96

1.38
1.17

0.67
0.74

0.62
0.62

0.85
1.01

1.03
1.77

0.73
0.78

0.77
0.81

0.74

0.87

1.08

1.015
0.975

0.91
1.03

1.18
1.13

0.50
0.88

0.75
0.76

MACHOS

0.81

0.72

0.75

0.90

1.03

0.950

1.06

1.12

0.61

0.62
0.98

0.96
1.16

0.66
0.83

0.62
0.66

0.92
1.02

111
1.04

1.020
1.137

0.72
0.95

1.06
1.19

1.00
1.10

1.96
0.86

0.81
0.68

0.58
0.52

0.83
0.97

1.00
111

0.62
0.71

0.59
0.52

1.00
0.98

1.10
1.17

0.780
1.100

0.88
1.00

1.19
1.37

1.00
1.10

0.87
1.01

0.79
0.87

0.66
0.53

0.88
0.96

1.19
1.15

0.66
0.75

0.61
0.64

0.85
1.12

1.23
1.14

0.878
1.025

0.99
1.02

1.07
1.16

1.10
1.03

1.07

0.72

0.85

0.62
0.56

1.14
0.92

1.16
1.05

0.86
0.84

1.19
1.00

1.15
1.05

1.04
0.71

52

0.73
0.59

1.11

0.97
0.84

PERFUNDIDOS

0.92
1.17

1.07
1.22

0.69
0.74

0.56
0.61

0.79
0.88

0.88
0.82

0.74
1.11

0.93
0.97

1.21
1.48

1.09
1.08

0.96
1.39

0.78
0.86

0.61
0.64

0.86
0.99

151
1.07

0.67
0.83

0.50
0.59

0.79
0.80

0.79
0.87

0.74
1.04

0.90
0.93

0.81
1.28

1.07
1.00

0.85
0.67

0.81
0.84

1.21
0.64

0.66
1.06

1.36
1.24

0.69
0.70

0.41
0.70

0.88
0.83

0.89
0.86

0.60
1.07

0.86
0.99

1.02
1.04

0.90
1.16

1.06
0.96

0.94
0.84

0.67
0.58

0.77
0.94

1.17
1.03

0.72
0.75

0.59
0.54

0.76
0.86

1.10
111

0.93
1.15

0.98
1.05

111
1.36

0.96
1.02

0.88
0.90

0.78
0.84

0.67
0.60

0.84
0.98

0.96
1.08

0.67
0.72

0.57
0.65

0.98
0.98

1.08
111

1.04
1.18

0.97
0.91

1.01
1.47

1.00
0.76

0.88
0.92

0.77
0.86

0.60
0.62

0.82
1.01

0.90
1.14

0.57
0.85

0.65
0.58

0.96
1.00

111
1.10

1.02
1.15

0.88
1.04

1.06
1.49

1.03
111

0.96
0.90

0.79
0.85

0.49
0.54

0.82
0.96

1.11
0.98

0.63
0.69

0.55
0.49

0.73
0.82

0.94
0.85

0.78
1.14

0.79
0.81

111
1.10

1.12
1.07

0.89
0.72

0.58
0.68

0.57
0.49

HEMBRAS

0.89
0.98

0.82
1.01

0.66
0.81

0.59
0.60

0.85
0.82

0.92
0.81

0.79
1.05

0.86
0.82

1.09
1.13

1.11
1.02

0.77
0.65

0.58
0.72

0.51
0.60

0.87

1.27

0.67

0.82

0.58
0.72

0.85

1.08

0.93

0.70

0.85

1.23

1.18

0.99

0.68

0.60

0.90
0.69

1.07
0.91

0.82
0.87

0.66
0.77

0.95
1.13

0.90
1.02

0.59
1.00

0.87
0.89

1.06
0.96

1.16
1.21

1.08
0.70

0.75
0.79

0.72
0.70

0.99
1.11

1.10
1.07

0.91
0.91

0.58
0.85

1.15
1.10

0.95
0.88

0.52
1.04

0.94
0.98

1.07
2.09

1.12
1.12

0.95
0.94

0.79
0.78

0.51
0.47

0.98
1.07

0.97
1.18

0.73
0.93

0.61
0.83

1.16
1.04

0.95
0.99

0.61
0.78

0.93
0.91

1.19
1.47

0.97
1.18

0.93
0.83

0.77
0.81

0.57
0.53

0.95
1.11

1.03
1.13

0.90

0.64

1.01

0.92

0.98

0.54
1.07

0.99
1.02

1.13
1.29

1.17
1.29

0.77
1.12

0.77
0.81

0.53
0.56



MANGANESO
I. Delgado Ctrol 0.0052
I. Delgado DN 0.0063

.Grueso Ctrol 0.0212

l. Grueso DN 0.0088
Higado Ctrol 0.0076
Higado DN 0.0075
Pulmén Ctrol 0.0006
Pulmén DN 0.0005
Rifidn Ctrol 0.0033
Rifidn DN 0.0030
Bazo Ctrol 0.0006
Bazo DN 0.0004

Pancreas Ctrol  0.0023

Pancreas DN 0.0036
Corazon Ctrol 0.0011
Corazén DN 0.0009
EDL Ctrol 0.0003
EDL DN 0.0004

Gastrocnemio Ctrol
Gastrocnemio DN

Soleo Ctrol

Soleo DN

Cerebro Ctrol 0.0015
Cerebro DN 0.0013
Médula ctrol 0.0014
Médula DN 0.0012

0.0066
0.0057

0.0224
0.0221

0.0065
0.0078

0.0006
0.0005

0.0030
0.0036

0.0005
0.0005

0.0021
0.0056

0.0011
0.0009

0.0003
0.0005

0.0013
0.0014

0.0012
0.0025

0.0046
0.0051

0.0250
0.0250

0.0065
0.0054

0.0005
0.0004

0.0034
0.0043

0.0007

0.0029

0.0051

0.0011
0.0006

0.0005
0.0002

0.0014
0.0012

0.0013
0.0014

0.0053
0.0034

0.0588
0.0398

0.0062
0.0096

0.0012
0.0010

0.0031
0.0026

0.0029
0.0011

0.0019
0.0060

0.0011
0.0010

0.0009
0.0010

0.0013
0.0019

0.0015
0.0013

0.0044
0.0036

0.0072
0.0656

0.0058
0.0079

0.0011
0.0010

0.0024

0.0011

0.0021

0.0051
0.0043

0.0012
0.0015

0.0012
0.0005

0.0010
0.0016

0.0011
0.0014

MACHOS

0.0051

0.0061

0.0010

0.0028

0.0015

0.0045

0.0017

0.0005

0.0019

0.0042
0.0065

0.0060
0.0142

0.0053
0.0079

0.0005
0.0006

0.0030
0.0037

0.0008
0.0007

0.0044
0.0050

0.0014
0.0012

0.0003
0.0000

0.0004
0.0002

0.0010
0.0008

0.0018
0.0013

0.0009
0.0011

0.0063
0.0049

0.0050
0.0067

0.0050
0.0078

0.0005
0.0008

0.0033
0.0038

0.0009
0.0008

0.0032
0.0059

0.0017
0.0013

0.0003
0.0000

0.0004
0.0003

0.0004
0.0000

0.0017
0.0018

0.0008
0.0010

0.0080
0.0054

0.0127
0.0067

0.0049
0.0072

0.0006
0.0005

0.0027
0.0036

0.0008
0.0006

0.0040
0.0046

0.0017
0.0017

0.0003
0.0000

0.0003
0.0002

0.0005

0.0015

0.0020

0.0009
0.0011

0.0003
0.0000

0.0009
0.0002

0.0005
0.0007

0.0003
0.0000

0.0004
0.0003

0.0005
0.0006

53

0.0003
0.0000

0.0006

0.0005
0.0011

PERFUNDIDOS

0.0052
0.0051

0.0223
0.0262

0.0084
0.0094

0.0008
0.0008

0.0033
0.0040

0.0007
0.0005

0.0044
0.0081

0.0020
0.0024

0.0005
0.0000

0.0005
0.0003

0.0005
0.0000

0.0021
0.0022

0.0013
0.0015

0.0048
0.0154

0.0240
0.0217

0.0079
0.0108

0.0006
0.0006

0.0029
0.0032

0.0006
0.0006

0.0043
0.0077

0.0020
0.0017

0.0004
0.0000

0.0004
0.0003

0.0005
0.0004

0.0020
0.0019

0.0009
0.0016

0.0029
0.0048

0.0133
0.0250

0.0088
0.0086

0.0006
0.0008

0.0035
0.0033

0.0007
0.0007

0.0041
0.0074

0.0023
0.0016

0.0004
0.0000

0.0006
0.0003

0.0007
0.0006

0.0021
0.0020

0.0014
0.0013

0.0055
0.0037

0.0099
0.0067

0.0055
0.0090

0.0005
0.0004

0.0027
0.0033

0.0020
0.0008

0.0040
0.0053

0.0016
0.0013

0.0002

0.0002

0.0004

0.0005
0.0007

0.0019
0.0021

0.0009
0.0015

0.0045
0.0057

0.0078
0.0060

0.0048
0.0070

0.0005
0.0003

0.0027
0.0024

0.0009
0.0006

0.0048
0.0046

0.0016
0.0011

0.0002
0.0000

0.0003
0.0002

0.0006
0.0000

0.0016
0.0017

0.0009
0.0009

0.0028
0.0047

0.0047
0.0047

0.0056
0.0065

0.0005
0.0003

0.0030
0.0029

0.0008
0.0009

0.0047
0.0047

0.0014
0.0012

0.0004
0.0000

0.0004
0.0002

0.0008
0.0007

0.0020
0.0017

0.0009
0.0008

0.0047
0.0061

0.0104
0.0135

0.0060
0.0074

0.0004
0.0003

0.0026
0.0027

0.0006
0.0003

0.0042
0.0055

0.0012
0.0011

0.0004
0.0000

0.0004
0.0004

0.0006
0.0005

0.0014
0.0015

0.0011
0.0010

HEMBRAS

0.0041
0.0064

0.0107
0.0128

0.0070
0.0077

0.0004
0.0004

0.0032
0.0028

0.0006
0.0003

0.0040
0.0050

0.0015
0.0010

0.0002
0.0013

0.0005
0.0004

0.0005
0.0007

0.0015
0.0015

0.0012
0.0011

0.0035

0.0145

0.0072

0.0117

0.0004
0.0010

0.0032

0.0039

0.0006

0.0039

0.0014

0.0006

0.0004

0.0007

0.0016

0.0011

0.0061
0.0049

0.0157
0.0140

0.0083
0.0098

0.0008
0.0007

0.0039
0.0044

0.0008
0.0011

0.0038
0.0043

0.0015
0.0014

0.0002
0.0000

0.0004
0.0005

0.0004
0.0000

0.0018
0.0015

0.0013
0.0014

0.0041
0.0083

0.0159
0.0143

0.0086
0.0105

0.0006
0.0009

0.0043
0.0038

0.0008
0.0005

0.0033
0.0052

0.0017
0.0013

0.0004
0.0000

0.0005
0.0004

0.0005
0.0004

0.0016
0.0015

0.0012
0.0013

0.0060
0.0092

0.0135
0.0159

0.0075
0.0116

0.0008
0.0008

0.0045
0.0035

0.0008
0.0011

0.0043
0.0034

0.0015
0.0012

0.0004
0.0007

0.0004
0.0003

0.0005
0.0006

0.0017
0.0017

0.0012
0.0013

0.0045
0.0092

0.0111
0.0137

0.0091

0.0006

0.0041

0.0007

0.0006

0.0038
0.0058

0.0019
0.0012

0.0004
0.0000

0.0004
0.0005

0.0005
0.0003

0.0017
0.0016

0.0012
0.0015



SODIO MACHOS PERFUNDIDOS HEMBRAS

I. Delgado Ctrol 3.91 4.51 3.75 1.36 1.23 1.59 1.54 2.04 1.88 225 192 108 1.89 171 186 1.84 191 194 254 251 243 211
I. DelgadoDN  4.32 3.83 3.82 196 1.55 2,53 1.78 2.01 186 1.65 223 199 200 206 1.89 230 1.74 261 252 271
.Grueso Ctrol 240 2.61 291 2.26 2.68 1.76 1.76 1.96 1.75 2.65 0.95 224 176 201 247 204 288 217 233 202 232
l. Grueso DN 3.82 3.06 3.06 2.59 2.55 1.90 2.08 1.97 158 199 1.82 232 1.88 203 238 239 215 252 264 260
Higado Ctrol 1.88 2.08 229 098 0.93 0.92 0.50 0.54 0.48 195 289 190 0.60 0.70 044 121 128 128 135 141 132 1.40
Higado DN 212 1.88 2.07 1.17 154 0.67 0.57 0.54 198 151 145 050 0.61 064 126 147 153 132 170 1.67

Pulmén Ctrol 5.55 5.66 5.45 4.77 525 4.74 1.61 1.53 1.59 216 173 085 140 152 152 348 368 367 413 389 385 3.99
Pulmén DN 5.67 599 6.46 4.85 4.77 1.57 1.36 1.60 140 255 178 154 1.65 1.68 351 3.72 434 475 441 462

Rifién Ctrol 3.93 5.23 505 257 242 273 242 2.68 2.08 326 330 343 195 252 259 221 281 278 374 370 447 3.65
Rifion DN 464 5.08 3.30 243 240 234 229 409 371 362 187 225 232 274 290 486 487 442 459

Bazo Ctrol 227 223 248 174 155 1.85 1.43 135 1.58 145 156 122 134 133 140 160 150 160 165 161 158 1.54
Bazo DN 2.16 2.03 1.90 1.90 1.20 1.29 1.30 097 114 122 147 133 126 142 1.30 170 138 153 1.62
Pancreas Ctrol 143 1.84 216 0.55 1.25 1.53 1.48 1.08 1.41 124 120 0.62 137 155 137 140 130 109 113 086 1.11 091
Pancreas DN 249 254 310 1.53 1.31 1.89 2.10 1.83 138 135 1.87 1.83 231 214 185 1.86 2.54 254 229 252
Corazon Ctrol 429 466 4.66 2.35 259 3.13 1.64 1.81 1.99 203 151 066 1.85 171 191 237 252 250 240 247 249 267
Coraz6n DN 3.38 3.53 3.83 233 258 1.70 2.01 1.83 217 140 181 194 208 190 270 248 297 240 282 252
EDL Ctrol 194 259 230 1.69 1.30 1.78 0.49 0.56 047 1.11 1.17 096 098 099 0.89 049 048 054 088 1.02 1.03 137 134 151 141
EDL DN 2.86 429 255 1.95 1.88 0.55 0.61 0.47 1.40 078 0.38 063 069 0.89 057 060 067 090 1.12 144 253 181 1.48
Gastrocnemio Ctrol 0.46 0.45 0.46 1.03 098 0.89 1.06 1.10 086 047 056 055 114 1.04 1.06 130 139 139 1.33
Gastrocnemio DN 0.60 0.66 0.48 1.00 1.17 0.83 049 135 0.68 063 057 118 1.16 191 176 151 1.68
Soleo Ctrol 199 085 095 145 145 140 120 132 153 0.79 0.74 0.69 121 1.02 133 127 144 142 1.27
Soleo DN 0.72 0.65 147 0.89 119 100 044 084 080 079 0.70 130 1.14 1.37 158 140 1.52
Cerebro Ctrol 434 434 443 195 1.60 1.78 201 206 1.83 325 333 363 202 196 190 213 215 243 287 290 287 283
Cerebro DN 3.76 3.94 405 219 251 1.64 2.04 2.03 3.54 340 368 1.98 205 207 236 246 331 3.01 3.03 3.04
Médula ctrol 3.50 2.98 3.58 2.62 3.67 1.91 1.93 2.00 256 281 241 202 194 180 1.82 174 195 207 189 196 1.93
Médula DN 274 292 290 3.17 296 191 1.98 1.95 242 246 284 229 207 195 175 216 234 182 204 230
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FOSFORO
I. Delgado Ctrol 15.53
|. Delgado DN 17.91

|.Grueso Ctrol 12.50
l. Grueso DN 16.13
Higado Ctrol 14.03
Higado DN 12.46
Pulmén Ctrol 11.23
Pulmén DN 13.25
Rifidn Ctrol 10.92
Rifién DN 14.45
Bazo Ctrol 18.52
Bazo DN 19.02
Pancreas Ctrol 8.9
Pancreas DN 13.6
Corazon Ctrol 10.93
Corazén DN 11.78
EDL Ctrol 11.32
EDL DN 11.64

Gastrocnemio Ctrol
Gastrocnemio DN

Soleo Ctrol

Soleo DN

Cerebro Ctrol 15.29
Cerebro DN 15.90
Médula ctrol 233
Médula DN 19.2

16.64
17.39

11.84
14.67

13.05
12.99

11.58
11.24

12.85
13.66

17.47
18.91

8.9
17.9

10.97
11.59

12.33
11.94

16.30
16.68

18.5
17.1

15.43
16.36

13.26
15.09

14.08

13.36

11.16

12.42

14.11
13.97

20.92

11.6
233

11.68
10.94

11.54
11.97

16.23
17.33

23.8
18.1

12.39
12.48

14.54
15.07

9.34
10.58

15.08

14.73

10.84
10.41

18.69
18.36

6.0
18.6

7.85
7.94

11.77
10.55

11.56
12.93

18.2
22.6

11.31
12.85

17.12
15.38

9.14

10.57

14.55

15.59

9.53

16.45
21.39

15.2
13.2

8.61
9.85

10.50
9.99

8.55
15.00

21.4
21.4

MACHOS

11.12

14.61

10.93

18.84

143

14.06

10.48

9.33

8.65
12.41

11.28
11.06

8.43
10.48

9.46
9.48

12.79
14.72

17.02
14.89

13.0
14.6

7.38
10.26

8.4
10.4

8.0
8.2

15.3
73

15.28
14.01

13.9
115

10.65
12.81

11.36
12.41

8.44
9.62

8.95
7.66

14.26
14.33

16.89
17.06

10.3
13.5

9.22
10.61

9.1
9.7

8.2
8.4

6.6
7.8

15.12
16.60

16.7
121

11.52
12.12

9.53
13.36

8.16

9.80

8.90

9.32

11.93
16.61

18.93
16.72

11.7
12.8

10.27
10.13

8.2
9.0

8.3
8.0

8.5

13.55
15.73

15.1
12.4

8.2
6.8

8.1
7.2

6.6
6.4

8.5
8.1

7.9
7.3

7.8
5.9

5.9
6.5

7.8

7.2
6.0
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14.66
16.15

11.56
12.83

1.98

11.31

10.77

11.29

12.26
13.19

16.06
16.03

13.53
20.62

10.95
11.71

11.37
13.18

10.12
9.81

9.50
12.76

17.31
18.40

21.79
20.46
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13.15
12.93

11.86
10.12

1.51
13.58

10.07

11.16

12.24
13.24

14.73
17.35

13.95
19.79

10.95
10.68

8.26
10.76

10.38
8.42

8.34
7.08

17.41
17.15

34.86
21.59

10.24
16.78

7.62
13.20

1.45
10.54

8.37

12.91

12.35
13.44

15.82
16.00

13.99
19.80

10.19
10.98

9.67
10.68

8.78
11.10

10.14
9.26

20.39
18.01

21.95
19.88

10.45
12.41

12.00
12.12

8.91
9.73

8.75

7.92

11.14
11.83

15.99
15.18

12.39
13.92

10.36
10.75

8.77
8.88

7.60
7.84

7.02
7.21

15.11
16.31

15.78
13.35

11.40
12.99

9.39
12.61

8.27
9.98

8.31

9.19

13.85
13.62

16.14
15.83

13.69
14.95

10.08
10.12

8.34
9.30

7.56
6.70

6.98
7.44

14.71
16.21

14.23
13.72

10.97
12.33

11.53
12.91

7.28
11.09

9.33

8.24

13.75
13.94

16.35
15.39

13.88
14.18

9.25
10.84

8.37
10.47

8.11
8.46

6.89
7.11

14.62
16.06

12.00
12.20

11.76
13.71

12.63
12.65

9.43
10.26

9.94

8.09

10.52
12.16

15.44
13.71

13.03
18.37

8.84
9.05

7.78
8.03

7.75
7.68

6.23
5.76

11.94
13.82

16.75
14.22

HEMBRAS

13.01
13.85

8.92
12.42

9.80
12.12

10.15

11.09

12.32
12.21

15.41
12.77

13.43
16.70

9.51
9.15

7.84
8.28

7.63
7.66

5.57
5.86

12.33
14.52

15.45
16.82

13.51

13.18

10.15
13.92

10.03

14.92

12.39

16.78

15.65

11.86

9.34

8.31

7.95

6.87

14.58

17.15

14.38
9.78

12.14
10.57

13.57
12.93

12.15

15.35

14.81
17.88

15.38
16.50

11.09
16.26

9.34
10.49

9.94
10.03

10.89
11.99

10.43
8.16

16.06
15.72

22.93
22.11

14.93
15.38

12.19
12.36

13.92
14.49

10.89

16.98

15.61
17.49

16.31
13.72

9.95
16.95

10.00
11.03

10.21
20.18

10.62
11.18

9.08
9.00

17.56
15.30

17.19
16.02

15.33
15.36

12.33
13.62

12.69
14.88

11.79

16.65

17.86
16.17

16.63
16.28

11.58
13.01

9.77
10.55

11.07
13.14

9.54
11.51

8.51
8.19

16.53
16.17

19.37
16.32

14.61
16.22

12.03
13.43

14.79

12.08

14.99

15.50
16.80

10.63
18.37

10.03
11.16

10.72
11.13

11.35
11.92

7.71
10.66

16.63
16.02

18.17
16.92



ZINC
I. Delgado Ctrol
I. Delgado DN

.Grueso Ctrol
l. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifién Ctrol
Rifion DN

Bazo Ctrol
Bazo DN

Pancreas Ctrol
Pancreas DN

Corazén Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

0.099
0.119

0.110
0.115

0.107
0.095

0.071
0.087

0.081
0.105

0.086
0.083

0.044
0.071

0.066
0.076

0.053
0.123

Gastrocnemio Ctrol

Gastrocnemio DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

0.063
0.061

0.049
0.036

0.102
0.115

0.107
0.114

0.102
0.090

0.089
0.071

0.090
0.079

0.079
0.086

0.038
0.083

0.068
0.073

0.053
0.076

0.066
0.068

0.033
0.035

0.095
0.097

0.094
0.127

0.113
0.143

0.071
0.070

0.108
0.102

0.092

0.052

0.071

0.070

0.062
0.066

0.063
0.067

0.036
0.035

0.093
0.094

0.173
0.201

0.071
0.087

0.117
0.116

0.077
0.076

0.110
0.113

0.027
0.086

0.059
0.057

0.059
0.184

0.047
0.054

0.026
0.038

0.077
0.093

0.127
0.222

0.072
0.094

0.121
0.123

0.068

0.096

0.125

0.065
0.074

0.062
0.074

0.060
0.140

0.034
0.056

0.039
0.032

MACHOS

0.078

0.075

0.115

0.077

0.108

0.057

0.074

0.098

0.049

0.065
0.091

0.136
0.127

0.083
0.081

0.064
0.061

0.078
0.086

0.088
0.080

0.059
0.055

0.060
0.079

0.042
0.049

0.045
0.038

0.307
0.173

0.067
0.032

0.022
0.026

0.080
0.097

0.153
0.115

0.065
0.075

0.059
0.052

0.086
0.084

0.092
0.094

0.047
0.057

0.077
0.083

0.041
0.049

0.040
0.043

0.146
0.175

0.068
0.077

0.028
0.029

0.088
0.089

0.113
0.125

0.059
0.075

0.059
0.081

0.076
0.096

0.098
0.089

0.054
0.052

0.084
0.091

0.039
0.039

0.041
0.037

0.178

0.060

0.070

0.023
0.022

0.045
0.034

0.067
0.040

0.140
0.186

0.045
0.040

0.054
0.036

0.168
0.139

0.060
0.034

0.048

0.166
0.161
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0.134 0.126 0.122

0.163

0.163
0.161

0.114
0.103

0.104
0.103

0.106
0.110

0.091
0.092

0.081
0.101

0.111
0.149

0.077
0.075

0.075
0.060

0.235
0.096

0.079
0.085

0.038
0.033

0.150

0.148
0.126

0.104
0.110

0.093
0.104

0.107
0.102

0.085
0.096

0.085
0.097

0.108
0.114

0.077
0.063

0.071
0.067

0.209
0.176

0.080
0.080

0.057
0.035

0.149

0.115
0.161

0.108
0.121

0.084
0.131

0.107
0.107

0.095
0.093

0.081
0.124

0.109
0.117

0.057
0.065

0.069
0.064

0.215
0.228

0.084
0.082

0.032
0.040

0.076
0.091

0.117
0.124

0.060
0.078

0.056
0.052

0.065
0.062

0.081
0.090

0.055
0.064

0.084
0.080

0.043
0.054

0.043
0.052

0.165
0.146

0.061
0.071

0.033
0.074

0.081
0.092

0.100
0.117

0.056
0.088

0.054
0.062

0.085
0.068

0.087
0.084

0.064
0.071

0.082
0.082

0.036
0.032

0.038
0.032

0.164
0.205

0.066
0.073

0.030
0.030

0.085
0.104

0.145
0.114

0.058
0.102

0.060
0.055

0.081
0.097

0.088
0.085

0.058
0.075

0.078
0.092

0.043
0.053

0.059
0.040

0.148
0.164

0.063
0.073

0.022
0.021

0.093
0.112

0.132
0.136

0.074
0.105

0.077
0.065

0.083
0.109

0.079
0.074

0.060
0.104

0.066
0.067

0.041
0.040

0.039
0.042

0.181
0.151

0.049
0.059

0.026
0.024

HEMBRAS

0.101
0.103

0.099
0.138

0.079
0.133

0.086
0.088

0.100
0.105

0.081
0.068

0.058
0.090

0.072
0.071

0.039
0.041

0.052
0.046

0.148
0.149

0.051
0.063

0.025
0.030

0.109

0.137

0.084

0.136

0.085
0.125

0.100

0.126

0.082

0.056

0.068

0.049

0.063

0.047

0.185

0.058

0.026

0.115
0.091

0.143
0.117

0.119
0.114

0.101
0.144

0.119
0.129

0.095
0.100

0.062
0.091

0.081
0.085

0.054
0.137

0.056
0.073

0.082
0.174

0.074
0.073

0.035
0.039

0.119
0.120

0.151
0.149

0.122
0.169

0.085
0.143

0.132
0.134

0.097
0.087

0.051
0.089

0.086
0.103

0.067
0.106

0.080
0.090

0.268
0.096

0.075
0.073

0.025
0.030

0.120
0.120

0.140
0.142

0.116
0.174

0.096
0.132

0.142
0.130

0.097
0.098

0.060
0.075

0.078
0.088

0.064
0.071

0.051
0.068

0.259
0.226

0.073
0.075

0.029
0.030

0.116
0.118

0.140
0.148

0.122

0.103

0.126

0.095

0.121

0.054
0.091

0.086
0.092

0.067

0.072

0.074

0.213
0.088

0.076
0.076

0.029
0.033
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