CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA, BIOFISICA Y NEUROCIENCIAS

“Efecto de la restriccion alimenticia sobre los iones metalicos de los

organos internos de la rata Wistar”
TESIS
Que presenta:
M. en C. ALMA ISABEL SANTOS DIAZ

Para obtener el grado de:

DOCTORA EN CIENCIAS
EN LA ESPECIALIDAD DE FISIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Director de Tesis:

Dr. Fanis Missirlis

Ciudad de México Noviembre del 2023



El presente trabajo se realizd con el apoyo del Consejo Nacional de Humanidades,
Ciencias y Tecnologias, con el numero de beca 191100020, CVU 858866, en el
laboratorio del Dr. Fanis Missirlis del Departamento de Fisiologia, Biofisica y
Neurociencias del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (Cinvestav), en la unidad Zacatenco.

El comité tutoral que asesoro el presente trabajo estuvo conformado por:

Dr. Ismael Jiménez Estrada
Departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias del Cinvestav.

Dr. Olivier Christophe Barbier
Departamento de Toxicologia del Cinvestav.

Dra. Marcia Hiriart Urdanivia.
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de

México.



Agradecimientos

Toda investigacion requiere siempre de la participacion de un equipo de
profesionales. Por ello de manera sincera quiero expresar mi agradecimiento al
Dr. Fanis Missirlis mi mentor, gracias por su direccibn e invaluable apoyo,
dedicacion, conocimiento y compresion que me brindé durante el desarrollo de

este proyecto y durante mi estancia en su laboratorio.

Asimismo, expreso mi total gratitud al Dr. Ismael Jiménez Estrada, que no solo me
asesoro durante este proyecto, sino también me confié su modelo de investigacion

durante siete afos.

De la misma forma agradezco a mis asesores, el Dr. Olivier Barbier y la Dra.
Marcia Hiriart quienes a través de su conocimiento y experiencia siempre me

guiaron a un mejor camino de investigacion.

A la Dra. Liliana Quintanar Vera, quien indiscutiblemente es un pilar importante en
mi formacion como investigadora, gracias por ayudarme a ampliar mi mente en

este emocionante mundo de la ciencia.

A la Dra. Maria Eugenia del Carmen Mendoza Garrido y al Dr. Gerardo Contreras

Patifio, por siempre ser amables conmigo y darse el tiempo de revisar esta tesis.

Agradecimientos especiales a la Biol. Beatriz Osorio, a Benjamin Mufioz y a José
Carlos Guadarrama quienes siempre me ayudaron al manejo y cuidado de las

ratas, sin ellos no habria nada.

A la Dra. Elizabeth Diaz Torres y el Dr. Jordi Solis Lépez por apoyarme en el

disefio y desarrollo de los cddigos en Python, sin ustedes no lo hubiera logrado.

Al M. en C. Emmanuel Rios Castro, a la Dra. Dulce Delgadillo Alvarez y a la 1.QI
Nataly Ramos Buendia no solo por ayudarme en los experimentos de protedmica,

sino también por su infinita paciencia siempre que les pedi ayuda.



A mis amigos de laboratorio, que nos divertimos y estresamos juntos todo este
tiempo. Gracias Carlos, Karen y Jahir, por compartir muchos sentimientos y

vivencias especiales.

A mi familia, el tesoro de mi vida: mis padres y hermanos que siempre me brindan
su apoyo, amor y confianza. Gracias por creer en mi, alentarme y apoyarme a

donde quiera que vaya.

A mi amado Jordi Solis por su amor, su apoyo y paciencia. Incluso en mis peores

momentos podias ver lo mejor de mi.

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

Gracias por recordarme lo fuerte y valiente que puedo ser.

Agradecimientos especiales al CINVESTAV por la oportunidad de pertenecer a
esta institucién y en especial a este programa de posgrado. Gracias al Consejo
Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT), por la beca

(191100020) que me ayudo a hacer algo que disfruto tanto.

Infinitas gracias a todas aquellas personas que de una manera u otra
contribuyeron al desarrollo de este proyecto que disfrute tanto. Cada uno de

ustedes ha contribuido a mi fortaleza y &nimo de una manera u otra.



Dedicatoria

A mi hermana Ary, mi dngel.

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

profundamente.

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

quienes estoy profundamente ovgullosa.

A Jordi, Carola, Magnus y Olivia B, por distraerme un poco cuando

estaba agobiada, su presencia alegra mi vida.



Resumen

La desnutricion se define como el estado patoldgico resultante de una dieta deficiente en uno
0 varios nutrientes esenciales 0 de una mala asimilacion de los alimentos. En poblaciones
humanas que tienen poco acceso a una alimentacibn adecuada, es comuln encontrar
deficiencias de micronutrientes como lo son el hierro y el zinc. Sin embargo, no hay reportes
que indiquen, si la restriccion crénica de alimento por si sola, altera las concentraciones de
diferentes biometales presentes en los distintos érganos del paciente desnutrido.

En este proyecto, se indujo desnutricidn con un protocolo de restriccién alimenticia en rata,
que inicia desde las madres antes del apareamiento y continla durante toda la gestacion,
lactancia y post-destete hasta los 60 o 90 dias de edad de las crias. Se utiliz6 espectroscopia
de emision Optica de plasma acoplado inductivamente para medir la concentracion de Fe, Zn,
Cu, Mn, Ca, Mg, Na, Ky P, en el intestino delgado y grueso, corazén, pulmon, higado, rifién,
pancreas, bazo, cerebro, médula espinal y masculos de la pata en muestras de hembras y
machos. A raiz de los resultados, se analiz6 la concentracion de Ca, Zn y P, en sistema
nervioso central mediante imagenes de microscopia de fluorescencia de rayos X, obtenidas en
sincrotrén. Finalmente se comparé la expresion de proteinas presentes en suero en muestras
de animales control y sometidas a restriccion de alimento. Los resultados muestran que los
metales se concentran de manera similar entre los dos sexos en los diferentes 6rganos y que
existen algunas diferencias 6rgano especificas en contenido de metales por la restriccion
alimenticia empleada. Sorprendentemente, el pancreas e higado incrementan la concentracién
de Fe, Zn, Cu, Mn y otros elementos a consecuencia de la restriccion de alimento, mientras
que el rifién pierde contenido de Cu. La restricciéon alimenticia no afecta la concentracién de
elementos en suero, pero la protedmica sugiere la presencia de hemolisis intravascular que
podria tener una funcién adaptativa ya que no parece estar acompafada por dafios tisulares.
Los experimentos realizados permitieron también comparar los elementos entre los distintos
6rganos de la rata. Encontramos que la médula espinal presenta en promedio 9 veces mas Ca
respecto al cerebro, y observamos por fluorescencia de rayos X que la diferencia se debe a la
presencia de agregados de Ca, mientras que el cerebro concentra 2 veces mas Zn por las
abundantes sinapsis Zn-glutamatérgicas. Concluimos que, aun cuando cada érgano contiene
contenido particular de cada uno de los elementos analizados, los sistemas fisiolégicos del
animal mantuvieron en homeostasis los elementos en la mayoria de los 6rganos en una
situacion de restriccion de alimento. Proponemos que el incremento de los metales en

pancreas e higado se debe a la disminucion de la excrecién de los mismos.



Abstract

Undernourishment is defined as the pathological state resulting from a diet deficient in one
or more essential nutrients or from poor assimilation of food. In human populations that
have limited access to an adequate diet it is common to encounter micronutrient
deficiencies, such as in iron and zinc. To date, however, there are no reports to indicate
whether chronic food restriction alters per se the content of metal ions in the different
organs of the malnourished patient. In this project, we worked with a dietary restriction
protocol in rats, which began with the mothers before mating and continued throughout
gestation, lactation and post-weaning until the offspring are 60 or 90 days old. Inductively
coupled plasma-optical emission spectroscopy was used to determine the concentration of
Fe, Zn, Cu, Mn, Ca, Mg, Na, K y P in the small and large intestine, heart, lung, liver,
kidney, pancreas, spleen, brain, spinal cord, and leg muscles in samples from female and
male rats. On the basis of the results obtained, the concentration of Ca, Zn, and P was
analyzed in different parts of the central nervous system using synchrotron X-ray
fluorescence imaging. The expression of proteins present in serum was compared in
samples from control animals and those subjected to food restriction. The results suggest
that metal ion content in organs is similar between the two sexes and that following caloric-
proteic restriction the pancreas and liver accumulated Fe, Zn, Cu, Mn and other metal ions
whereas the kidney specifically lost Cu. Dietary restriction did not affect the concentration
of elements in serum, but proteomic analysis suggested the presence of intravascular
hemolysis, which may provide an adaptive advantage as it was not accompanied by any
obvious tissular damage. Our experimental approach permitted metallome comparisons
between organs as well. The spinal cord presented on average 9 times more Ca
concentration than the brain due to the presence of Ca aggregates, while the brain
concentrated 2 times more Zn, attributable to the presence of Zn-glutamatergic synapses.
We conclude that, even though each organ contains particular metal ion content, the
animal’'s physiologic system maintained homeostasis in a situation of sever dietary
restriction. We attribute the increased concentration of metal ions in pancreas and liver
(contrary to our predictions) to diminished excretion of these elements in the

undernourished rat.
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1. Introduccién

A pesar de que la alimentacion es un derecho humano establecido, se estima que
entre 702 y 828 millones de personas en el mundo (correspondiente al 8,9 — 10,5
por ciento de la poblacion mundial), se vieron afectadas por el hambre hasta el
2021 [1, 2].

El hambre en el mundo afect6 a 46 millones de personas mas en 2021, en
comparacion con 2020 y un total de 150 millones de personas mas desde 2019
(Tabla 1), antes de la pandemia de COVID-19. La persistencia de la pandemia y
sus consecuencias duraderas, exacerbaron las desigualdades existentes. En
Africa, 278 millones de personas padecieron hambre, 424.5 millones en Asia y
56,5 millones en América Latina y el Caribe, es decir, el 20.2 millones, el 9,1 y el
8,6 % de la poblacion mundial, respectivamente. Si bien la mayoria de las
personas desnutridas del mundo viven en Asia, Africa es la regién donde la
prevalencia es mas alta. Haciendo de la desnutricion un problema de salud publica

a nivel mundial [2].

2010 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
MUNDO 601.3 588.6 585.1 573.3 590.6 618.4 721.7 767.9
AFRICA 171.0 187.4 198.0 203.5 216.8 227.5 262.8 278.0
Norte Africa 13.0 11.6 12.2 13.1 13.1 13.1 14.6 17.4
Africa Subsahariana 158.0 175.8 185.8 190.4 203.7 214.4 248.2 260.6
Este de Africa 89.9 95.2 100.9 104.6 112.3 119.3 134.4 136.4
Africa central 34.2 40.6 43.6 43.6 46.2 48.9 54.7 60.7
Sur de Africa 3.4 4.7 4.8 4.8 4.9 5.3 6.2 6.3
Africa occidental 30.5 354 36.5 37.3 40.3 40.8 53.0 57.3
ASIA 381.5 356.4 336.2 320.8 323.1 339.9 398.2 424.5
Asia central 3.7 2.6 2.5 2.3 2.1 1.9 2.3 2.3
Este de Asia n.r n.r n.r n.r n.r n.r n.r n.r
Sur-este de Asia 65.3 49.4 43.3 39.1 38.8 36.9 38.6 42.8
Sur de Asia 262.3 258.0 242.1 232.8 233.3 254.1 307.6 331.6
Asia occidental 13.7 24.8 27.4 27.3 27.9 27.5 28.3 28.4
Asia occidental y Norte de Africa 26.6 36.4 39.6 40.4 41.0 40.6 42.9 45.8
LATINOAMERICA Y EL CARIBE 39.1 35.9 42.5 40.7 42.5 43.3 52.3 56.5
Caribe 6.3 6.1 6.2 6.2 6.6 6.6 7.2 7.2
Latinoamérica 32.9 29.9 36.3 34.6 36.0 36.7 45.1 49.4
Centro América 11.4 12.7 13.9 13.7 13.9 13.6 14.4 15.2
Sudamérica 21.4 17.2 22.4 20.9 22.1 23.2 30.7 34.2
OCEANIA 2.3 2.3 2.3 2.4 2.4 2.3 2.3 2.5
NORTE AMERICA Y EUROPA n.r n.r n.r n.r n.r n.r n.r n.r

Tabla 1. Nimero de personas desnutridas en el mundo (millones) 2010-2021. Los totales
regionales pueden diferir de la suma de las subregiones, debido al redondeo y a los valores no

comunicados. N.R. = no reportado, ya que la prevalencia es inferior al 2,5 por ciento.
FUENTE: FAO.
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1.1 La desnutricion como problema de salud en el humano

La desnutricion se define como el estado patoldgico resultante de una dieta
deficiente en uno o varios nutrientes esenciales o de una mala asimilacion de los
alimentos. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO) clasifica a la desnutricion como: desnutricibn aguda a la
deficiencia de peso por la altura (P/A), desnutricién cronica al retraso de la altura

para la edad (A/E) y desnutricién global a la deficiencia de peso para la edad (P/E)

[3].

La deficiencia de nutrientes puede ser especialmente importante durante la
infancia, debido a la rapida tasa de crecimiento y desarrollo del individuo, a la vez
gue existe un incremento de las necesidades de nutrientes [4]. Sin embargo, los
trastornos nutricionales leves o graves desde etapas tempranas pueden afectar
cualquier sistema del cuerpo, y dichos cambios pueden ser desde alteraciones en
la composicién corporal, hasta cambios fisiol6gicos y metabdlicos, y/o pérdida de

reserva de tejido [5], cambios que pueden ser conservados hasta la etapa adulta.

El 90% de los casos de desnutricibn son ocasionados por la sub-alimentacion del
sujeto, bien sea por deficiencia en la calidad o en la cantidad de los alimentos
consumidos [6]. Sin embargo, otros factores como las enfermedades, las
infecciones, asi como la desigualdad social y econdmica influyen en el desarrollo
de la desnutricion [5,7], haciendo dificil emitir un conjunto Unico de
recomendaciones para su prevencion, diagnoéstico y tratamiento [8]. Los
principales factores de riesgo de la desnutricion pueden considerarse de tipo
bioldgico, e incluyen enfermedades infecciosas como la diarrea, la malaria, el
VIH, el sarampion y los helmintos intestinales, los estados de malabsorcion y las
enfermedades sistémicas que causan anorexia. Factores de riesgo de tipo
conductual incluyen agua y saneamiento deficientes, lactancia materna
inadecuada y acceso insuficiente a los alimentos. Y factores de riesgo de tipo

social, estos incluyen los sistemas politicos, culturales y religiosos, el
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conocimiento inadecuado y / o inapropiado y / o analfabetismo [5, 9] y pobreza
[10].

La desnutricion aguda severa tiene consecuencias inmediatas y a largo plazo. La
desnutricion en el Utero conduce a bebés con bajo peso al nacer que son
propensos a la morbilidad, tienen un mayor riesgo de deterioro cognitivo y mental
y alta tasa de mortalidad [11]. También se ha asociado con enfermedades
cronicas en la edad adulta como la diabetes mellitus, la hipertension y las
enfermedades coronarias, la llamada hipotesis de los "origenes fetales" [12, 13]

Los bebés con bajo peso al nacer tienden a crecer y desarrollarse como nifios
desnutridos con capacidad mental reducida [13] y con disfuncidon entérica
ambiental (EED) que se caracteriza por un embotamiento de las vellosidades, lo
gue sugiere una menor area de absorcién de nutrientes en el intestino delgado
[14]. Esto conduciria a adolescentes con retraso en el crecimiento que pueden
terminar como adultos con retraso en el crecimiento, y esto podria conducir a una
reduccion de la capacidad fisica, que puede ser desventajosa econémicamente en
entornos que dependen en gran medida del trabajo fisico como los que existen en

los paises en desarrollo [15].

En las mujeres, la desnutricion puede dar lugar a complicaciones obstétricas que
pueden conducir a un aumento de la mortalidad materna e infantil. Ademas, las
mujeres desnutridas tienen mas probabilidades de tener hijos con bajo peso al
nacer y, por lo tanto, el ciclo de desnutricibn comienza de nuevo y los efectos de la
desnutricion terminan abarcando varias generaciones si no se revierte la situacion
de hambruna. Actualmente existen varias estrategias para la prevencion de la
desnutricién, y van desde intervenciones nutricionales dirigidas a una probleméatica
especifica, fortificacién de alimentos [16], hasta disefio de programas sociales que
abarquen mas problematicas. Sin embargo al ser la desnutricibn de origen
multivariable, es dificil sugerir una serie de recomendaciones dirigidas a todos los
causantes del problema, causando que el éxito de estas intervenciones sea
discutible [5].
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1.2 La desnutricibn como problema de salud publica en México

Segun los resultados de la encuesta de Salud y Nutricion 2018, el 22.6% de los
hogares en México presenta inseguridad alimentaria moderada y severa y el
32.9% restante inseguridad leve [17]. Ademés 1 de cada 8 nifios y nifias menores
de 5 afos presentan una talla baja (moderada o severa) para su edad [18].

La desnutricion més estudiada es de tipo proteico-energética, sin embargo este
tipo de desnutricibn no existe aisladamente de las deficiencias especificas de
micronutrientes. La deficiencia de micronutrientes causa graves complicaciones en
la salud, alterando el funcionamiento fisico y cognitivo de los individuos. Existen
reportes que indican que hasta 745.000 muertes de menores de 5 afios pueden
ocurrir cada afio debido a deficiencias de micronutrientes [19]. Los iones metalicos
tienen un papel esencial para numerosos procesos bioldgicos, quimicos y
moleculares [5, 20-32]; participando en la regulacién la homeostasis celular, las
respuestas inmunitarias humorales y celulares y siendo cofactores de muchas
enzimas y moléculas antioxidantes [33], juegan un papel esencial para el

metabolismo y mantenimiento de los tejidos [34].

1.3 La desnutriciéon y las deficiencias de metales

Las carencias de micronutrientes constituyen un importante problema de salud
mundial. Durante el periodo 2003-2019, se registraron 372 millones nifios en edad
preescolar y 1,2 mil millones mujeres no embarazadas en edad reproductiva con
una o mas deficiencias de micronutrientes en todo el mundo, siendo las
deficiencias de hierro (Fe) y zinc (Zn) las mas comunes entre estos grupos [5, 35-
37]. Dado que los nifios en edad prescolar y las mujeres en edad reproductiva

representan solo una parte de la poblacién mundial, es probable que el nimero
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total de personas afectadas sea mucho mayor una vez que se incluyan en la

estimacion los nifios escolares, adolescentes, hombres y adultos mayores [38].

En México, 1 de cada 3 nifios preescolares y 1 de cada 4 escolares presentan al
menos una deficiencia de micronutrimentos como Fe, Zn, vitamina A, vitamina B12
o vitamina D. Segun datos de las encuestas nacionales de salud, la dieta de
muchas personas en México es deficiente en micronutrientes claves para el

crecimiento, el desarrollo y la salud [39].

A diferencia de la desnutricidn proteica y energética, los efectos de la carencia de
micronutrientes en la salud no siempre son muy visibles; Por lo tanto, a veces se
denomina "hambre oculta". La deficiencia de Zn es especialmente comun en los
paises de bajos ingresos donde las dietas son predominantemente cereales
procesados y suelen ser mas bajas en proteinas” [40]. Esta bien documentado que
las deficiencias de Zn no solo causan retraso en el crecimiento, sino también una
importante disminucion tanto en la concentracion plasmética del Factor de
crecimiento similar a la insulina | (IGF-1) como en los receptores de la Hormona del
crecimiento (GH), que vuelven a la normalidad después de la replecion del metal
[20, 21]. Ademas, a través de su influencia en el sistema GH/IGF-I, se ha
observado que la deficiencia de Zn afecta el metabolismo 6seo [22].Las
deficiencias de calcio (Ca) y vitamina D también afectan el desarrollo éseo, como

se manifiesta a través de la afeccion conocida como raquitismo [23].

El Fe por su parte es fundamental durante todas las etapas del desarrollo humano.
Durante el desarrollo fetal, el hierro desempefia un papel fundamental en el
desarrollo de los 6rganos, especialmente en el cerebro. La evidencia sugiere que
el hierro es de particular importancia para el hipocampo, que se desarrolla
rapidamente durante las Ultimas etapas de la gestacién. Los nifios y bebés con
deficiencia de Fe tienen un desarrollo psicomotor y mental disminuido [41-43], y un
crecimiento lineal defectuoso. [28-32].

El feto obtiene hierro de la madre a través de la placenta y el 80% se transfiere
durante el tercer trimestre del embarazo [44]. Las ratas prefiadas con dieta
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restringida en Fe produjeron camadas con una reduccidon significativa en los
indices de crecimiento fisico (peso corporal, longitud corporal, longitud de la cola y
longitud de la cabeza) en comparacion con el grupo control [26, 27].

El cobre (Cu) también esta involucrado en el crecimiento, se ha demostrado que
en los tejidos que contienen elastina y colageno, como los huesos, vasos
sanguineos y los tendones disminuyen su resistencia mecanica por la deficiencia
de Cu, deficiencia que correlaciona con la disminucién de la actividad de la lisil
oxidasa, enzima que contiene cobre. La lisil oxidasa oxida el grupo amino épsilon
de la lisina para producir un grupo aldehido o alisina. Posteriormente, los grupos
aldehidos de dos moléculas de alisina reaccionan para producir un enlace cruzado

alddlico que impacta en una mayor resistencia en el colageno [24].

La deficiencia de manganeso (Mn), es menos comln y se asocia con anomalias
esqueléticas, incluido el retraso en el crecimiento, que puede estar mediado por
defectos en la fisiologia de los proteoglicanos en la placa de crecimiento [25].

1.4 Funciones principales de los iones metalicos en la fisiologia celular

Los iones metdlicos se clasifican en funcién de su ingesta diaria requerida en
macrominerales Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Fésforo (P), Sodio (Na), Potasio (K),
Cloro (CI) y Azufre (S) y microelementos / oligoelementos Cobre (Cu), Hierro (Fe),
Manganeso (Mn), Selenio (Se), Cobalto (Co), Molibdeno (Mo), Cromo (Cr) y Zinc
(Zn). Los iones metalicos tienen un papel clave en nuestro cuerpo para realizar las
funciones necesarias, especialmente en la homeostasis, el metabolismo,
desarrollo y funcionamiento del organismo, ademas son componentes
estructurales de hormonas y enzimas [37, 45, 46]. Como ejemplo, el sodio (Na) y
el potasio (K) son dos macrominerales esenciales requeridos por el cuerpo para
mantener la homeostasis celular, actian como cofactores de muchas enzimas y
estan implicados en las reacciones de oxidacion-reduccion [47]. El Ca y el fosfato

(P) son fundamentales para la funcibn neuromuscular y la mineralizacién
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esquelética [48]. EI Ca, ademas participa en la liberacion de neurotransmisores
[49], como segundo mensajero [50] y como sello de las uniones adherentes [51].
El fosfato por su parte forma parte de la estructura de ATP a través de su union

por enlaces fosfodiéster [52].

El magnesio (Mg) es el cuarto mineral mas abundante en el cuerpo después del
Ca, el K, y el Na, y el segundo cation mas abundante dentro de las células del
cuerpo después del K. Es crucial para la produccion de energia (ATP), la
fosforilacion oxidativa y la glucolisis. También desempefia un papel clave en el
transporte activo de iones de Ca y K a través de las membranas celulares, un
proceso que es importante para la conduccién del impulso nervioso, la contraccion

muscular, el tono vasomotor y el ritmo cardiaco normal [53, 54].

El ion mas abundante en los seres humanos es el Fe, un oligoelemento esencial
que desempefia un papel fundamental para la sintesis de proteinas
transportadoras de oxigeno, en particular la hemoglobina y la mioglobina, y para la
formacion de enzimas hemo y otras enzimas que contienen hierro involucradas en
la transferencia de electrones y la oxidacion-reducciéon. El Fe ademas participa
como cofactor de varias metaloenzimas como los citocromos, las peroxidasas y
las catalasas [55]. El Fe, el Cu y el Zn son cofactores en los procesos de sintesis
de proteinas. Esto explica por qué su papel es esencial en el funcionamiento de

muchos 6rganos y sistemas.

El Zn est4 involucrado en la sintesis de ADN, ARN, proteinas y otras moléculas.
Estabiliza los ribosomas, las membranas celulares y tiene efectos protectores al
disminuir la peroxidacion lipidica y los radicales libres. Es necesario para la
espermatogénesis, la embriogénesis y el crecimiento fetal. EI Zn, ademas es un
componente en el almacenamiento de la insulina y de esta manera se involucra

con el metabolismo de los carbohidratos [55, 56].

El Cu es esencial para los procesos vitales como el metabolismo energético, es un
cofactor de la superoxido dismutasa de Cu/Zn enzima indispensable para la
desintoxicacion de especies reactivas de oxigeno. El papel indirecto del Cu en la
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funcién mitocondrial esta relacionado con la absorcion de hierro mitocondrial, ya
que es un cofactor de las ferroxidasas. El poder de las mitocondrias y su
capacidad para controlar el metabolismo y el destino celular se basan en la
generacion de la fuerza motriz del proton por la cadena de transporte de
electrones. El correcto ensamblaje y funcionamiento de la cadena de transporte de

electrones depende del Cu [35, 55].

El Mn es esencial para el mantenimiento y produccién del mucopolisacéarido de la
matriz organica del hueso. Por lo tanto, el Mn es esencial para la formacion y la
salud de los huesos. También participa como cofactor para enzimas que catalizan
el metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las proteinas. Una gran parte del
manganeso se encuentra dentro de las mitocondrias, donde activa una serie de
complejos metal-enzimas, como la piruvato carboxilasa, que regulan el
metabolismo de los carbohidratos. EI Mn también funciona como cofactor en el
metabolismo de los lipidos a través de su papel en la sintesis de colesterol y

acidos grasos [49, 55].

1.5 Modelos animales de desnutriciéon

Los modelos animales de desnutricion, son herramientas ampliamente utilizadas
en la investigacion, con el objetivo de desarrollar estrategias que permitan abordar
este problema de salud publica, estos modelos son inducidos principalmente por
dietas deficientes, la provision de alimentos en los modelos de restriccion calérica
varia del 15% al 50% en la literatura [58]. Sin embargo un problema en su uso, es
gue no estan bien esclarecidos los parametros para definir a la desnutricion, y
generalmente el principal parametro utilizado es la pérdida de peso [58-60]. La
restriccion alimenticia, conduce a la desnutricion y tiene un impacto total en la

homeostasis corporal.
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El modelo de restriccion alimenticia empleada se ha utilizado antes para demostrar
los efectos de dicho tratamiento en la mielinizacion de los axones sensoriales
periféricos, influyendo en la generacion y propagacion de potenciales de accion de
la columna dorsal en la médula espinal de la rata, por lo que la transmisién de
informacion sensorial desde la periferia a la médula espinal y el cerebro se ve
disminuida [61,62]. Estas alteraciones fisioldgicas pueden explicarse por la menor
concentracion de los neurotransmisores glutamato y GABA [63]. La exposicion a la
restriccion dietética pre y postnatal también condujo a cambios bioguimicos e
histol6gicos en el musculo esquelético. Especificamente, el musculo extensor
largo de los dedos (EDL), compuesto principalmente por fibras rapidas, que se ve
particularmente afectado por la baja ingesta de alimentos en comparacion con los
musculos compuestos principalmente de fibras lentas como el séleo, mostrando
un aumento en la proporcién de fibras intermedias Tipo IIA / D (oxidativas /
glucoliticas e intermedias resistentes a la fatiga) y una reduccion en el nimero de
fibras Tipo IIB (rapidas, fatigante y glucolitico) y causando un retraso en la
maduracion muscular [64-68]. Otros estudios también han demostrado que la
restriccion dietética afecta cambios drasticos en la generacion de fuerza [67-70] y

el indice de fatigabilidad [69, 71,72] de los musculos rapidos.

2. Planteamiento del problema

La desnutricion y las deficiencias de iones metalicos son problemas ampliamente
presentes en las poblaciones humanas y relacionados entre si. Se sabe que las
deficiencias de iones metélicos pueden causar varios problemas de salud graves,
sin embargo, también pueden conducir a reducciones clinicamente menos
notables porque, en parte, la mayoria de las deficiencias de micronutrientes
permanecen sin diagnosticar de forma temprana, ya que sus sintomas especificos
son poco claros y los biomarcadores del estado de los micronutrientes, cuando
existen, rara vez se incluyen en encuestas poblacionales [73] dejando una

importante laguna de la evidencia sobre la carga de desnutricion de
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micronutrientes en todo el mundo. Las deficiencias de micronutrientes como hierro
y zinc son de las mas comunes y estudiadas en todo el mundo, particularmente en
nifos y mujeres embarazadas [35, 57]. Por lo anterior, consideramos de gran
relevancia analizar si la restriccion alimenticia severa, causa deficiencia de
metales en la rata o redistribucion de los varios micronutrientes inorganicos
importantes para el funcionamiento de los 6rganos de las ratas. Ademas, quisimos
evaluar si cambios encontrados servian un efecto adaptativo a la restriccion
alimenticia. No encontramos en la bibliografia otro estudio que intento relacionar la
restriccion generalizada de alimento con efectos especificos en los micronutrientes

inorganicos (iones metalicos).

Con esta finalidad, hemos utilizado un protocolo de restriccion alimenticia severa
en ratas Wistar, previamente empleado [61-68] que, comienza 3 semanas antes
del apareamiento y continda durante la gestacion, lactancia en las madres y post-
destete de las crias, hasta que las ratas alcanzan los 60 dias de edad. Los
organos analizados fueron los intestinos, érganos viscerales, musculos y el
sistema nervioso central de ratas Wistar hembras y machos. Al analizar la primera
serie de resultados decidimos incorporar el andlisis de suero a los 90 dias de edad
y ademés analizar la misma serie de 6rganos para corroborar los resultados
encontrados a los 60 dias. El andlisis de suero se generé a partir de la metaldmica
y protedmica. La protedmica nos permitié identificar efectos adaptativos del animal

al procedimiento experimental.
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3. Hipotesis

La restriccion alimenticia cronica causa redistribucion de metales en los 6rganos

internos de la rata, como un efecto adaptativo a la restriccion de alimento.

4. Objetivo general

Determinar si la restriccibn de alimento transgeneracional empleada, causa
deficiencia de iones metalicos en intestinos, 6rganos viscerales, musculos y

sistema nervioso central en ratas Wistar, hembras y machos.
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5. Objetivos especificos

a) Obtener el metaloma de ratas macho, control y sometidos a restriccion

alimenticia cronica y de hembras, control y sometidas a restriccion
alimenticia crénica, para posteriormente realizar el comparativo del
metaloma:

l. entre sexo

Il. entre dieta

Il. entre los 6rganos analizados.

b) Analizar si existen cambios estructurales en el pancreas endocrino y

exocrino de los animales sometidos a restriccion alimenticia.

Estudiar diferencias encontradas entre Ca y Zn en la médula espinal y el
cerebro.
l. Mediante imagenes de rayos X

Il. Mediante modelaje por cédigo Python

d) Analizar el metaloma en los érganos internos y el suero de ratas a los 90

dias de edad.

e) Analizar por protedmica el suero de ratas a los 90 dias de edad.
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6. Materiales y métodos

6.1Animales

El protocolo de restriccion alimenticia empleado [61-68] (Fig. 1A) consistio en dos
grupos de ratas Wistar hembras se sometieron a las siguientes condiciones de
alimentacion: a) Grupo control (C): ratas hembras adultas, con acceso libre y
monitoreado del alimento comercial Formulab 5008; LabDiet Framingham, MA,
USA, de composicion conocida (Tabla 2). b) Grupo de ratas con restriccion
alimenticia (R): ratas hembras adultas que fueron alimentadas con
aproximadamente la mitad de la ingesta de alimento del grupo control. EI consumo
de alimento del grupo C ha sido previamente establecido y en base a esta ingesta,

se restringe al 50% el consumo del grupo R [74].

MACRONUTRIENTES
Hidratos de carbono 56%
Proteina 27%
Grasas totales 17%

MICRONUTRIENTES
Potasio (K) 1.09%
Calcio (Ca) 0.95%
Faésforo (P) 0.70%
Sodio (Na) 0.28%
Magnesio (Mg) 0.20%
Hierro (Fe) 0.021%
Zinc (Zn) 0.009%
Manganeso (Mn) 0.008%
Cobre (Cu) 0.001%

Tabla 2. Composicion nutrimental del alimento Formulab 5008
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El protocolo de alimentacion comenzé 3 semanas antes del apareamiento y se
mantuvo durante la gestacion, el parto y la lactancia de las crias (Figura 1). El dia
del nacimiento de las crias, las camadas se ajustaron a 9 crias (5 machos y 4
hembras) por madre y se alojaron en cajas de acrilico (43 x 53 x 20), sometiendo a
las crias en las mismas condiciones de alimentacion hasta el destete (dia 21 post
natal). Después del destete, las crias se alojaron por sexo en jaulas de acrilico (43
x 53 x 20 cm) adquiriendo el mismo protocolo de alimentacion que sus madres. Se
seleccionaron ratas de 60 dias de edad para la sesion experimental (dia del
sacrificio). No se agregaron suplementos, vitaminas o minerales al suministro de
alimento de animales con restriccion alimenticia. Todas las ratas
independientemente de su dieta tuvieron acceso libre al agua y se mantienen en
un ciclo de luz y oscuridad (12 h-12 h) y a temperatura regulada (22—24 °C). En el
dia experimental, todas las ratas se pesaron antes de ser sacrificadas. El sacrificio
consistid en la decapitacion de la rata para posteriormente hacer la extraccién de
los érganos.

Los organos colectados para su posterior analisis fueron: los intestinos delgado y
grueso, el corazén, los pulmones, el higado, los rifiones, el pancreas, el bazo, el
cerebro y la médula espinal, ademas de los musculos de la pata: Extensor
Digitorum Longus (EDL), Gastrocnemio y Soéleo (Figura 1B). Estas muestran
procedian de 22 ratas C (12 machos y 10 hembras) y 20 ratas con CR (11 machos
y 9 hembras) de 60 dias y 14 ratas C (7 machos y 7 hembras).

Debido a que queriamos analizar si los cambios observados a los 60 dias de edad
eran conservados a los 90 dias de edad, se seleccionaron 14 machos (7 machos
para grupo control y 7 machos para el grupo de restriccion alimenticia) y 14
hembras (7 hembras para grupo control y 7 hembras para el grupo de restriccion
alimenticia). Se extrajeron los érganos previamente mencionados para el analisis y

ademas se afadieron testiculos u ovarios y muestras de suero.
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Figura 1. Protocolo de restriccién alimenticia y 6rganos analizados. El protocolo de restriccion
alimenticia se mantuvo desde el apareamiento, gestacion, nacimiento de las crias y destete (A
panel izquierdo). Una vez destetadas, las crias adquirieron la misma dieta de sus madres hasta los
60 o 90 dias de edad que fue la sesion experimental (A panel derecha). Se analizd la
concentracién de metales en el sistema nervioso, musculos de la pata, visceras, intestinos, sistema
reproductor y suero.

6.2Preparacién y andlisis de las muestras por ICP-OES

6.2.1 Principio de la espectrometria ICP-OES
La espectroscopia de emision Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-

OES) es una técnica analitica utilizada para determinar la cantidad de ciertos
elementos que hay en una muestra. Asi, el ICP-OES utiliza el hecho de que los
atomos y los iones pueden absorber energia para mover electrones del estado
fundamental a un estado excitado. En ICP-OES, la fuente de esa energia es el
calor de un plasma de argon que opera a 10.000 Kelvin. A medida que un electrén
regresa de un nivel de energia mas alto a un nivel de energia mas bajo,

generalmente el estado fundamental, emite luz de una longitud de onda muy
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especifica. El tipo de atomo o ion (es decir, qué elemento es) y los niveles de
energia entre los que se mueve el electron determinan la longitud de onda de la
luz emitida.

Para calibrar un ICP-OES, se miden soluciones que contienen cantidades
conocidas de cada elemento. A partir de estos datos, se crea una curva de
calibracion. La curva de calibracion determina la relacion entre la intensidad de la
luz emitida a una longitud de onda especifica y la concentracion del elemento en la
solucion [75,76].

A

1,200,000 4

800,000

Intensity

400,000 1

0.0 >
Concentration

Figura 2. Principio del Espectroscopia de emision Optica de plasma acoplado
inductivamente

Cuando los electrones excitados en un atomo de un elemento “X” regresan al estado fundamental,
emiten luz en esas longitudes de onda muy especificas. El principio ICP-OES mide la cantidad de
luz emitida en cada longitud de onda y utiliza esta informacién para calcular la concentracién del
elemento “X” en la muestra.

6.2.2 Procesamiento de muestras para el ICP-OES

Una vez extraidos los 6rganos, el corazén, pulmén vy rifién fueron lavados con
agua desionizada para quitar el exceso de sangre, los intestinos fueron lavados
para evitar que tuvieran residuo alimenticio. Todos los érganos fueron extraidos en
hielo, troceados y almacenados a -80°C. Los tejidos de ratas de 60 dias se
liofilizaron por 36 horas de liofilizacion, mientras que los tejidos obtenidos de ratas
de 90 dias se liofilizaron durante 48 horas. Todos los tejidos se pesaron y
digirieron con 1 mL de &cido nitrico Fluka Trace al 65% en el sistema de digestion
de microondas MARS 6 CEM durante 1 hr. La muestra digerida se aforo a 5 mL

con agua milliQ y se procedio a su lectura.
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En el caso del analisis de suero, sangre proveniente de 14 ratas C (7 hembrasy 7
machos) y 14 ratas R (7 hembras y 7 machos) de 90 dias de edad fue colectado
en tubos BD Vacutainer Trace Element Serum (REF 368380). La sangre fue
centrifugada a 3000 rpm, durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente
el suero fue separado en tubos de 500uL y mantenida a -80° C hasta el momento
de su analisis. Para la digestién se analizé por triplicado 10, 20 y 30 pL de cada
suero en tubos con 250 pL de acido nitrico Fluka Trace al 65%, respectivamente.
Los tubos se colocaron a 50 °C durante toda la noche. A la mafiana siguiente la
muestra digerida se aforo a 1 mL con agua milliQ y se procedi6é a su lectura. La
concentracion de metales se determind mediante Espectroscopia de Emision
Optica por Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-OES) en un instrumento
Optima 8300 (PerkinElmer). Se midieron concentraciones de Fe, Cu, Zn, Mn, Na,
K, Mg, Cay P.

Se utilizaron estdndares para obtener curvas de calibracion y regular los cambios
en las sefiales de cada lectura durante la operacion del equipo.

Cuando fue posible, la determinacion elemental se llevo a cabo por triplicado de
cada organo de la rata. Informamos el valor promedio de estas mediciones como

un unico punto de datos por 6rgano de cada rata (ANEXO 1y 2).

6.3 Andlisis estadistico de los resultados obtenidos por ICP-OES

Una vez realizadas las mediciones de ICP-OES, los datos se clasificaron por
edad, elemento, 6rgano, sexo y tratamiento. Para determinar el tipo de distribucién
de datos, se realizaron las pruebas de normalidad Omnibus de Kolmogorov-
Smirnov, D'Agostino Pearson y Shapiro-Wilk Test. EI ANEXO 3, resume los
resultados de este analisis en las ratas de 60 dias, mientras que el ANEXO 4
resume los resultados de las ratas de 90 dias. Todos los analisis se realizaron por
separado para cada elemento y 6rgano, lo que permite realizar comparaciones por
sexo y dieta empleada (C o R). Cuando los datos mostraban distribucién normal,

utilizamos una prueba de andlisis de varianza (ANOVA) de 2 vias para sexo y
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dieta, y la prueba post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. A su vez,
cuando los datos mostraron distribucién no normal, la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis fue empleada junto con la prueba post-hoc de comparacion
multiple de Dunn. Todas las pruebas estadisticas se realizaron con la ayuda del
software GraphPad Prism version 5.0 y se considerd una diferencia significativa

cuando p < 0,01.

6.4 Analisis del pancreas por tincion de hematoxilina-eosina

Para el analisis histolégico del pancreas se aislaron 3 pancreas de ratas macho C
y 3 pancreas de ratas macho R, de 60 dias de edad. Dichos 6rganos fueron
lavados en solucién salina con fosfatos (PBS) para remover los residuos de
sangre, posteriormente fueron secados y fijados en paraformaldehido al 4%. Se
embebieron en parafina, se cortaron en rebanadas de 5 um de grosor y se tifieron
con el protocolo estandar de hematoxilina-eosina [77]. Las imagenes se obtuvieron
con un microscopio compuesto DM500 (Leica Microsystems) y se analizaron con
el software ZEN Blue de Zeiss Microscopy. Para el andlisis de células acinares,
utilizamos imagenes obtenidas con un aumento de 200x y el software ImageJ para
delimitar el area de 120 células acinares de ratas C y 120 células acinares
provenientes de ratas R. Los islotes de Langerhans se cuantificaron utilizando el
software ZEN Blue de Zeiss Microscopy a un aumento de 200x, marcando el
borde de todos los Islotes presentes en las muestras de animales C y de animales
R, obteniendo un total de 153 frente a 82 islotes cuantificados, respectivamente. El
tipo de distribucion de los datos recopilados se analizé mediante las pruebas de
normalidad Omnibus de Kolmogorov-Smirnov y D'Agostino Pearson. Debido a que
los datos mostraron una distribucibn no normal, se realiz6 una prueba no

paramétrica de Mann-Whitney para comparar los dos grupos.
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6.5Analisis de secciones del cerebro y médula espinal por imagenes de
microscopia de fluorescencia de rayos X, obtenidas en sincrotron

6.5.1 Principio

En el sincrotron, particulas cargadas (como en nuestro caso fueron los
electrones), se ven obligadas a seguir trayectorias curvas bajo campos
magnéticos aplicados, y debido a dicho movimiento, emiten radiaciones
electromagnéticas (infrarrojas a rayos X duros) conocidas como radiaciones
sincrotrén [78-80]

En general, los electrones se generan mediante la emision termoidnica de un
cafidn de electrones que sirve como fuente [78-81]. Luego, los electrones son
acelerados por un acelerador lineal (LINAC) a varios cientos de MeV de energia.
Los electrones se inyectan a un acelerador circular para aumentar su energia al
acercarse al anillo principal de almacenamiento de energia de electrones, llamado
anillo de refuerzo. Los electrones se transfieren periodicamente a los anillos de
almacenamiento desde el refuerzo cuando la corriente del anillo de
almacenamiento cae a 1-1/e 70% para mantener la corriente del haz [81]. El anillo
de almacenamiento es el componente principal de un sincrotrén, en el que los
electrones viajan en un camino cerrado bajo el efecto del campo magnético. Los
imanes de flexion obligan a los electrones a seguir el camino cerrado, y el haz se
enfoca mediante imanes cuédruples.

Las lineas de luz trabajan segun los ejes de insercion ideados y tangenciales a un
iman de flexion y el anillo de almacenamiento. Las lineas de luz estan disefiadas
para aplicaciones especificas, es decir, imagenes de rayos X, espectroscopia de
absorcion de rayos X (XAS), espectrometria de estructura fina de absorcion de
rayos X (XAFS), estructura fina de absorcién extendida de rayos X (EXAFS),
estructura de absorcion de rayos X cerca del borde (XANES), dispersion de rayos
X (rayos X de angulo pequefio y gran dispersion) y espectroscopia de
fluorescencia/ emision de rayos X (XRF) [78].
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6.5.2 Obtencion y procesamiento de las muestras

Para el andlisis de imagenes de microscopia de fluorescencia de rayos X,
obtenidas en sincrotron, 3 ratas macho C de 60 dias de edad fueron sacrificadas
por sobredosis de pentobarbital sédico, y posteriormente fueron perfundidas con
solucién salina al 0.9%. Después se procedid a la extraccion del cerebro y la
médula espinal. Todos los tejidos se sumergieron en 2-metilbutano y nitrégeno
liquido durante 15-20 segundos, para ser almacenados a -80°C hasta el momento
de los cortes. El dia de los cortes, los 6rganos se montaron en una placa de metal
fijada en el Lancer Vibratome Series 1000 Sectioning System donde fueron
bafiados con solucion salina al 0.9% a 4°C. En seguida se realizaron los cortes de
un grosor de 500um. Los cortes fueron montados en portaobjetos Thermanox
Plastic Coverslips 22x60 mm y lavados en acetato de amonio al 0.1M.
Finalmente, dichas muestras fueron desecadas a temperatura ambiente. Las
muestras se enviaron a la fuente de luz de radiacion de sincrotron de Stanford
(SSRL) para su andlisis. Las imagenes de fluorescencia de rayos X se
recolectaron utilizando la linea de haz 2-3, con la energia de rayos X incidente
seleccionada utilizando un monocromador de doble cristal de Si (111) a 10 keV.
Las lineas de fluorescencia de los elementos de interés (Ca, Zn y P) se
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monitorearon usando un detector de vortice de deriva de silicio (Hitachi) usando
electronica de procesamiento de pulso Xspress3 (detectores cuanticos). Se
proporcioné un haz microenfocado de 1 x 1 micras utilizando un espejo simétrico
axialmente SIGRAY. Las intensidades de los rayos X incidentes y transmitidos se
midieron con camaras de iones llenas de nitrdgeno. Las muestras se montaron a
45° con respecto al haz de rayos X incidente y se rastraron espacialmente en
modo de barrido continuo en el microhaz utilizando una platina Newport VP-25XL-
XYZ. El tiempo de permanencia del haz durante la formacion de imagenes fue de

25 ms por pixel.

6.6 Cuantificaciéon de resultados de imagenes de fluorescencia de rayos X

El andlisis de datos se realiz6 usando el programa de software Microanalysis
Toolkit [82]. Dicho analisis consistio en analizar mediante el uso de “mascaras
secciones ubicadas en la materia blanca (MB), secciones dentro de la materia gris
(MG), secciones en el hipocampo (ZnS) y secciones de agregados de calcio
(CaAg) de cinco imagenes del cerebro y nueve imagenes de la médula espinal
(Figura 4), Se registré la intensidad promedio, expresada en pg del elemento por
cm2 de Ca, Zn y P de cada region anatomica analizada en cerebro o la médula
espinal por rata. Finalmente se calcularon las medias y las desviaciones estandar

en materia gris y blanca, de ambos érganos (ANEXO 5).
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Figura 4. Ejemplo de la cuantificacion de imagenes de rayos X. Por medio de mascaras
secciones de MB y MG fueron analizadas en cortes de cerebro (A y C) y en cortes de médula
espinal (D). La regién denominada como ZnS en cerebro fue analizada en la region con alta sefial
de Zn, como giro dentado y corteza cerebral (B y C). Para la region denominada CaAg se
seleccionaron las regiones con la mayor intensidad de Ca dentro del agregado, en la médula
espinal.

El zinc se acumula en las sinapsis de las fibras musgosas (inervacién del
hipocampo) y en la corteza [83-85]. En consecuencia, dichas areas se analizaron
por separado en las secciones del cerebro. Los agregados de calcio, definidos
como areas donde la intensidad promedio de Ca fue 100 veces mayor que los
valores basales, se observaron solo en las secciones de la médula espinal. Estos
agregados se excluyeron del andlisis de materia gris/blanca y se cuantificaron por
separado. Una vez agrupados todos los datos por region anatomica, 6érgano y rata,
se realizaron las pruebas de normalidad Omnibus de Kolmogorov-Smirnov y
D'Agostino Pearson para determinar las comparaciones estadisticas adecuadas,

las cuales se describen en el texto principal.
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6.7 Disefio de coédigo para comparar cuantificaciones elementales de
organos enteros y cortes de 6rganos con resolucion bidimensional

Desarrollamos un cédigo en Python (version 3.7.6.) (ANEXO 6), que utiliza una
serie de ecuaciones con el objetivo de comparar los resultados obtenidos por a)
ICP-OES, cuya técnica representa el contenido de los elementos en la totalidad
del cerebro y de la médula espinal, y b) los datos obtenidos del analisis de
imagenes de microscopia de fluorescencia de rayos X, cuya técnica muestra el
contenido de los elementos en secciones de los mismos 6rganos.

Para poder comparar los resultados obtenidos de ambas técnicas, primero se
desarrollaron ecuaciones de los datos recabados para Ca, Zn y P, en ambos

organos, y para ambas técnicas.

El primer par de ecuaciones representa la totalidad del 6rgano como una suma de
las tres regiones analizadas en las imagenes de fluorescencia de rayos X.

En cerebro, & representa la proporcion de materia blanca, 6 la proporcion de
materia gris y € la regién donde la sinapsis de zinc es abundante (esta region se

definirh mas adelante).

Cerebro: 6 + 0 + €¢=1

En médula espinal, a toma la proporcion de materia blanca,  toma la proporcién

de materia gris y y representa las estructuras llamadas agregados de calcio.

Médula espinal: a+ B+ y=1

Las siguientes tres ecuaciones expresan la comparacién de ambas técnicas. Para
evitar problemas relacionados con diferentes unidades de medicion de los dos
instrumentos, se utilizé la razon de los resultados entre la médula espinal sobre el

cerebro.

Los valores obtenidos por el analisis de las imagenes de fluorescencia de rayos X,

estan expresados en la parte izquierda de la ecuacion. Mientras que los valores
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obtenidos por ICP-OES se ubican a la derecha. Las tres ecuaciones estan

disefiadas de la misma forma ya que solo cambia el elemento considerado.

CALCIO

aEca+ BFca+yGca _ C1
8xca + Oyca + eswca Cc2

ZINC

aEzn+ BFzn+yGzn _ C3
8xzn + Oyzn + gwzn c4

FOSFORO

aEP+ BFP+yGP _ C5
8xP + OyP + ewP Cé6

Las variables “E, F, G” en médula espinal y “x, y, w” en cerebro representan la
cuantificacion del elemento experimental por la fluorescencia de rayos X. De tal
forma que al multiplicar “E, F, G” por la proporcion constante del area

perteneciente, se obtiene una representacion de todo el érgano.

Por su parte, C1 y C2 son las concentraciones de Ca en la médula espinal y
cerebro, de la misma manera sucede con Zn (C3, C4) y P (C5, C6).

Una particularidad del codigo, es que ademas considerar los valores de la media,

considera la desviacion estandar obtenida en las diferentes ratas.

El codigo ademas fue complementado con un rango de valores que se esperaban
para a,f,y,8,0,e y que varian por 0.005 numéricamente durante las

comparaciones que dan soluciones a todas las ecuaciones planteadas.

a=0.45-0.75
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B =0.215 - 0.515

y=0-0.035

5=0.15- 0.45
6=0.25- 0.55
£=0.10 - 0.45

Como condicionante se solicité al codigo que los valores de a, B, vy, d, 6, € (cada
variable desplazada a lo largo de todo el rango permisivo en un paso de 0,005) las
5 ecuaciones se satisfacen con los datos recopilados para los tres elementos

simultaneamente.

Las salidas del codigo incluyen ademas de aq, 3, vy, ©, 6, € las relaciones C1/C2,
C3/C4 y C5/C6. En todos los casos se contemplo la mediciébn promedio y la

desviacion estandar de ambas técnicas.

6.8Andlisis de suero por proteémica

6.8.1 Principio de latécnica de protedmica

Una herramienta clave de la protedmica es la espectrometria de masas (MS), que
se utiliza para identificar y caracterizar cuantitativamente las proteinas en funcién
de su estructura, sus modificaciones postraduccionales y sus interacciones. La
identificacion de proteinas implica normalmente la digestion quimica o enzimatica
(generalmente con tripsina) de proteinas en péptidos [86]. Los péptidos resultantes
de la digestion de la muestra proteica con tripsina u otras endoproteinasas son
separados mediante un gradiente cromatografico en un sistema de cromatografia

nano-UPLC y analizados por el equipo de espectrometria de masas acoplado.
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Los datos obtenidos son analizados mediante softwares disponible en la red como
MASCOT en www.matrixscience.com, este software hace blusquedas en base de
datos para determinar la secuencia de las proteinas [87,88].

Las técnicas de cromatografia liquida basadas en nanoflujo y microflujo (UPLC)
producen una mayor sensibilidad y resolucion cromatografica, para la
cuantificacion y los andlisis cualitativos, mediante el uso de columnas de
identificacion mas pequefias llenas de particulas de menos de 2 micras. Nano
ACQUITY UPLC M-Class proporciona un buen rendimiento con flujos de 200
nL/min a 100 yL/min y un rango de diametros internos de columnas de 75 pm a
1,0 mm [89].

6.8.2 Procesamiento de la muestra

Se seleccionaron 100 pL de cada muestra de suero para la precipitacion de
proteinas. Primero se afadié 400 uL de metanol a la muestra y se agitd en el
vortex durante 2 min. Posteriormente se afiadié 100 pL de cloroformo y se agité
nuevamente por 2 min en voértex. Finalmente se afiadieron 300 pL de agua milliQ y
se agitd en el vortex por 2 min. La muestra final fue centrifugada por 1 min a
14,000 g y se retir6 la capa acuosa superior. A la muestra restante se afiadié 400
puL de metanol y se agitd nuevamente durante 2 min en el vortex. Posteriormente
la muestra fue centrifugada 2 min a 14,000 g. El metanol fue retirado tratando de
no remover el sedimento. Una vez obtenido el sedimento, este fue tratado
conforme al protocolo de PREOMICS iST sample preparation kit [90].

Para ajustar la cantidad de la muestra a inyectar al equipo nano UPLC Acquity M-
Class, se realiz6 una lectura previa de la muestra en el sistema EPOC.
Dependiendo de la cantidad de proteina detectada, se afiadio la parte proporcional
del componente LC-LOAD del kit de Preomics para diluir la muestra, una vez
estandarizada la cantidad, se procedié a la lectura de la muestra en el equipo
nano UPLC Acquity M-Class acoplado a un espectrometro de masas QTOF
Synapt G2-Si (Waters Corporation).
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7. Resultados

7.1Diferencia de peso entre ratas control y ratas sometidas a
restriccion alimenticia

En el presente estudio, un grupo de ratas Wistar machos y hembras, cuyas
madres fueron sometidas a un protocolo de restriccion alimenticia prenatalmente,
se mantuvieron con ingesta restringida de alimentos hasta los 60 o 90 dias de
edad posnatal (Figura 1A).

Tanto las ratas hembra como macho con alimento restringido tuvieron un peso
inferior al observado en las ratas control. A los 60 dias de edad, el peso promedio
de los machos control (C) fue de 328 £ 49 g y el de las hembras (C) fue de 235 +
15 g (Figura 5A). Por su parte, el peso de los machos del grupo de la dieta
restringida (R) fue de 84 + 14 g, y en las hembras (R) fue de 74 £ 10 g, mostrando

una diferencia de peso de alrededor de-70% entre ambos grupos (Figura 5A).

En el caso de las ratas mantenidas hasta los 90 dias, se puede observar que los
machos del grupo C alcanzaron un peso de 463 + 25 g vs 284 + 18 g en el caso de
las hembras (Figura 5B) resaltando, aun mas, la diferencia por sexo mostrada en
las ratas de 60 dias. Las ratas de 90 dias del grupo R alcanzaron peso promedio
de 135 + 18 g en los machos y 128 + 8 g en las hembras. Estos datos demuestran
gue existe una pérdida considerable de peso, y por consiguiente hay cambios en
el tamafio animal como consecuencia de la dieta, tanto a los 60 como a los 90
dias. Notablemente, la diferencia de peso es muy marcada entre ratas de distinto
sexo alimentadas ad libitum, pero no asi en el caso de las mantenidas bajo el
protocolo de la restriccion alimenticia empleada. Por consiguiente, nos
preguntamos si existia dimorfismo sexual en las concentraciones de metales de
los diversos 6rganos internos de los animales C y R. Por ello analizamos los datos

obtenidos como se explica en la metodologia.
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Figura 5. Peso de ratas de 60 dias y 90 dias de edad. El grupo sometido a restriccién alimenticia
a los 60 dias de edad mostrd una diferencia de peso de aproximadamente el 70% tanto en machos
como hembras (A), a los 90 dias de edad la diferencia se conserva en los machos pero se acorta la
diferencia en las hembras (B). (Valor de p <0.01 =*, p <0.001 =** y p <0.0001 = ***)

7.2 No se observa dimorfismo sexual en la distribucion de iones
metalicos entre 6rganos de ratas controles o tratadas.

Se determiné la concentracion de nueve elementos (Fe, Cu, Zn, Mn, Na, K, Mg,
Ca y P) mediante ICP-OES en intestinos (intestino delgado e intestino grueso),
visceras (pulmones, rifiones, higado, pancreas, bazo), masculos (corazén, EDL,
gastrocnemio, soleo) y sistema nervioso central (cerebro y médula espinal) de
ratas C y R de ambos sexos, a los 60 y 90 dias. Sin embargo, las mediciones en
suero y sistema reproductor fueron realizadas Unicamente en los animales de 90

dias.

Para analizar los datos (ANEXO 1 y 2), observamos por separado los resultados
obtenidos por elemento y por érgano incluido en este estudio. Cabe destacar que
todos los andlisis se realizaron separando los datos por edades. Esto permitio
sacar conclusiones en una primera etapa del estudio (a los 60 dias de crecimiento
de las crias, adultos jovenes), mismos datos que publicamos en la literatura
cientifica [91]. Asimismo, nos permiti6 preguntar la reproducibilidad de los

fendbmenos encontrados en los animales tratados a los 90 dias, adultos maduros.
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Primero, nos preguntamos si los datos se distribuian normalmente dentro de cada
subgrupo (machos C, hembras C, machos R y hembras R). Los resultados de este
analisis se presentan en ANEXO 3 y 4. Como mencionamos en la metodologia,
cuando los datos se distribuyeron normalmente, se utilizé un ANOVA de 2 vias,
mientras que en todos los deméas casos nos basamos en la prueba no paramétrica
de Kruskall-Wallis. EI ANEXO 3 y 4 también resumen las diferencias por sexo o
dieta para cada uno de los 6rganos y elementos, a los 60 y 90 dias de edad

respectivamente.

La Unica diferencia observada entre ratas de distinto sexo, fue en el contenido de
Fe en higado a los 90 dias de edad, sin embargo a los 60 dias no observamos
esta diferencia (Figura 6). Especificamente los machos del grupo C, tienen en
promedio 0.39 +0.13y 0.38 + 0.06 mg de Fe por g de peso seco a los 60 y 90 dias
de edad, respectivamente. Por otro lado, las hembras C mostraron
concentraciones de Fe, de 0.68 +0.17 y 0.90 + 0.19 a los 60 y 90 dias de edad. Y
finalmente, en el caso del grupo R, los machos mostraron 0.57 +0.21, y 0.61 + 0.08.
Mientras las hembras mostraron concentraciones de Fe de 1.07 + 043 y 1.28 +
0.22, alos 60 y 90 dias de edad, respectivamente.

Sin embargo, solo a los 90 dias se observé ademéas una diferencia por dieta,

donde los machos y las hembras sometidos a la dieta con restriccion cal6rica

presentan una mayor concentracion del metal.
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Figura 6. Diferencias por sexo en higado a los 60 y 90 dias de edad. Nuestros resultados
sefialaron que existe dimorfismo sexual al analizar la concentracién de Fe en el higado a los 60
(izquierda) y 90 (derecha) dias de edad. (Valor de p <0.01 = *, p <0.001 = ** y p <0.0001 = ***)

En todos los demés casos, no se encontraron diferencias relacionadas con el sexo
de la rata en el metaloma de los érganos analizados que fueran conservados para
ambas edades. En total solo vimos muy pocos casos donde se observé un cambio
(ANEXO 3 y 4). Por tal motivo se decidi6 hacer dos andlisis estadisticos, el
primero para los datos de 60 dias y el segundo para los datos de 90 dias, la dieta
empleada fue considerada la Unica variable, uniendo los datos de hembras y
machos. Segun el caso especifico de interés, la segunda via de analisis de
varianza fue el 6rgano a comparar.

Los 6rganos que mostraron cambios en un ion metalico o un grupo de iones
metélicos como resultado del tratamiento de restriccion alimenticia se muestran a

continuacion.

7.3 Cambios en higado, rifibn y pancreas como resultado de la
restriccion alimenticia a los 60 y 90 dias de edad

Como se puede observar en material ANEXO 3y 4, son pocos los cambios en el
contenido de metales por masa seca, debido al tratamiento de restriccion
alimenticia en los diferentes 6rganos analizados.

El primer resultado a destacar, sugiere que la restriccion de la dieta causa un
probable reajuste en la homeostasis del Cu, en higado y rifion (Figura 7). Tanto a
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los 60 como a los 90 dias, se observa mayor concentracion de Cu (+57% y +20%
respectivamente) en el higado de los animales R respecto a los valores del grupo
C. Mientras que el rindbn muestra una concentracion disminuida de Cu (-38% vy -
51% respectivamente), que en los animales R. Cabe mencionar que esta es la
Unica diferencia en las concentraciones de los metales, observada en el rifion a
causa de la dieta, por lo tanto, es un cambio 6rgano-especifico. De esta manera la
concentracion promedio de Cu obtenida en rifién a los 60 dias fue de 0.050 + 0.019
y de 0.031 + 0.007, mg de Cu por g de peso seco en el grupo C y R,
respectivamente. Mientras que, a los 90 dias de edad, los valores fueron de 0.063
+0.020 y de 0.031 + 0.008 mg de Cu por g de peso seco en los grupos Cy R.

Por su parte los datos obtenidos para higado fueron de 0.015 + 0.004 en el caso C,
y de 0.021 + 0.006 en la condicién R a los 60 dias de edad. A los 90 dias de edad,
los valores obtenidos fueron de 0.014 +0.001 en el grupo C y de 0.019 +0.002 en la

condicion de la dieta R.
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Figura 7. Como efecto de larestriccion de alimento, la concentracién de cobre aumenta en el
higado (A) y disminuye en el rifién (B) alos 60y 90 dias de edad.
(Valor de p <0.01 =*, p <0.001 =** y p <0.0001 = ***)

Observaciones similares (una aparente redistribucion de cobre del riidn hacia el
higado) han sido reportadas previamente en un modelo de infeccion por Candida
albicans en raton [92]. En dicho estudio, los autores sugirieron que el incremento
de Cu en higado podria deberse a una mayor sintesis de ceruloplasmina en el
organo, y por lo tanto mayor requerimiento del metal que probablemente proviene
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del rifion. En la discusion de los resultados retomaremos esta interpretacion, en
conjunto con los datos que se presentan mas adelante en el suero de los

animales.

En la Figura 7, describimos los resultados observados del anélisis de Fe en rifidn,
higado, pancreas y bazo. En rifidbn no encontramos diferencias entre el grupo C y
el R, a los 60 o 90 dias (Figura 8A). Sin embargo, lo que podemos observar es
qgue a los 60 dias la concentracion promedio del elemento fue mayor tanto en el
grupo C como en el grupo R (0.50 + 0.17 y 0.49 + 0.16, respectivamente),
comparada con la concentracion promedio a los 90 dias (0.27 + 0.06 y 0.25 + 0.07,

respectivamente).

Como mencionamos previamente, la concentracion de Fe en higado es
dependiente del sexo y de la dieta empleada (Figura 6). En el panel B, podemos
observar los datos de Fe siendo clasificados solo por edad y dieta. A los 60 dias
de edad la concentracién promedio en el grupo control fue de 0.52 + 0.21, mientras
qgue en el grupo R la concentracion fue de 0.79 + 0.41, mostrando un incremento
del 52%. A los 90 dias el grupo C presento una concentracién promedio de 0.64 +
0.30 y el grupo R de 0.90 + 0.40, mostrando un incremento del 40%.

Al igual que el higado, el pancreas también mostr6 una mayor concentracion de
Fe a los 60 y 90 dias en el grupo sometido a restriccion de alimento, mostrando
aumentos de 48% y 79%, respectivamente (Figura 8D). Por ejemplo, a los 60 dias
la concentracion promedio del elemento fue de 0.06 + 0.017 y de 0.09 + 0.03 en el
grupo C y R, respectivamente, mientras que a los 90 dias fueron de 0.07 +0.03, y
en el grupo R, 0.19 + 0.03. Cabe sefialar que la concentracion de Fe total de

pancreas es 10 veces menor a la concentracion total en Higado.

Finalmente, debido a la restriccion de alimento, el bazo muestra una menor
concentracion de Fe que solo es apreciable a los 90 dias de edad (Figura 8C).

Mientras la concentracion del grupo control es de 2.46 + 1.09 en el grupo C, la
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concentracion del grupo R es de 0.97 + 0.44, marcando una diferencia del 61%

menos Fe, en el grupo R.
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Figura 8. Resultados de la concentracion de Fe en las visceras. Los valores de Fe no se ven
modificados entre los animales C y los animales R en rifién (A). Sin embargo en higado (B) y
pancreas (D) sus valores incrementan, por su parte en se observa una disminucién en la
concentracién a los 90 dias de edad. (Valor de p <0.01 = *, p <0.001 =** y p <0.0001 = ***)

La restriccion calorica afectd principalmente el contenido de elementos por masa
seca del pancreas: todos los elementos analizados estan mas concentrados en el
grupo R que en el C, tanto a los 60 y como a los 90 dias de edad (Figura 9).

El pancreas compartid con el higado el incremento en el contenido de metales de
transicion (Cu, Fe, Zn, Mn) respecto a la masa seca del 6rgano. Sin embargo el
resto de los elementos (Na, K, Ca, Mg y P) se vieron incrementados solo en

pancreas y no en higado (Material ANEXO 3).
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Figura 9. La restriccion alimenticia provocé el incremento de las concentraciones de todos
los biometales analizados en pancreas, tanto a los 60 (A) como a los 90 (B) dias de edad.
(Valor de p <0.01 =*, p <0.001 = ** y p <0.0001 = ***)

7.4Anélisis morfoldgico del pancreas por tinciones de hematoxilina-
eosina

El pancreas es una glandula rodeada por el estémago, el intestino delgado, el
higado, el bazo y la vesicula biliar. EI pancreas tiene dos funciones principales, la
funcién exocrina y la endocrina [93]. La primera consiste en la produccion de
enzimas importantes para la digestion proteica, de hidratos de carbono y lipidica,
como la tripsina y quimotripsina, la amilasa, y lipasa, respectivamente. Cuando los
alimentos entran en el estbmago, estos jugos pancreaticos se liberan en un
sistema de conductos que culminan en el conducto pancreatico principal. El
conducto pancreatico se une al conducto biliar comun para formar la ampolla de
Vater que se encuentra en la primera porcion del intestino delgado,
llamada duodeno. El conducto biliar comun se origina en el higado y la vesicula
biliar y produce otro jugo digestivo importante llamado bilis. Los jugos pancreaticos
y la bilis que se liberan en el duodeno ayudan al cuerpo a digerir grasas,
carbohidratos y proteinas [94,95]. Los minerales presentes en el jugo pancreético

y bilis son reabsorbidos en el intestino. La principal excrecion de Cu en humanos
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se realiza a través de la bilis, en el higado; la segunda a través de jugo
pancreético. En el caso de Fe, la cantidad de Fe excretada a través de la bilis y
jugo pancreatico es aproximadamente 18 pmoles y 2.24 - 3.12 pumoles,
respectivamente [96]. A su vez, el transportador Zip5 es abundante en las
superficies basolaterales de los enterocitos y las células acinares, ambos tipos
celulares desempefian un papel clave en la homeostasis del zinc en los mamiferos
[97].

El componente endocrino del pancreas consiste en Islotes de Langerhans que
liberan hormonas directamente en el torrente sanguineo. Dos de las principales
hormonas pancreaticas son la insulina, secretado por las células B, sirve como
regulador primario de homeostasis de la glucosa en sangre, es decir, esta
hormona promueve la recepcion de glucosa en tejidos periféricos para
mantener la concentracion de glucosa en niveles normales, y el glucagon,
secretado por las células a, hormona importante para prevenir la hipoglicemia.
[98]. La insulina se almacena dentro de vesiculas o granulos secretores, donde
dos iones Zn?* coordinan seis monémeros de insulina para formar la estructura
hexdmera en la que se basan los cristales de insulina madurados. El contenido
total de Zn** del pancreas de los mamiferos se encuentra entre los més altos del
cuerpo [99, 100], y la concentracién de Zn?* alcanza niveles milimolares en el

interior del granulo de nucleo denso (DCG) [101].

Debido a que los resultados demuestran que todos los elementos analizados
incrementan su concentracion en el pancreas de los animales R, surge la duda de
si existen diferencias morfologicas observables en el pancreas endocrino y
exocrino. En las rebanadas de pancreas de ratas macho de 60 dias, tefiidas con
hematoxilina-eosina, se observa que la restriccion caldrica disminuye el tamafio
final del pancreas (Figura 10). Asi, mientras el area promedio de los islotes C fue
de 19,786 + 21,348 um?, la de los islotes R fue un 51% menor, 10,105 + 10,093 um?.
Sin embargo, no se observé diferencia significativa en el tamafio de los acinos

pancreaticos. Cabe sefalar que a raiz de esta cuantificacion solamente podemos
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concluir que, a nivel celular el pancreas exocrino parece no verse afectado. Sin
embargo, dado que el tamafo total del pancreas en la condicion R es menor, es
evidente que el ndmero total de células es, a la vez, muy reducido. Hasta el

momento los datos apoyan una reduccion general y proporcional del érgano
(Figura 10).
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Figura 10. Andlisis histolégico del pancreas. Tamafio de un pancreas C (A izquierda) y de un
pancreas R (A derecha). El analisis histolégico mostré que existe diferencia en el tamafio de los
Islotes pancreaticos, siendo de mayor tamafio en la condicion C (B izquierda), sin embargo, no se

observaron diferencias en el tamafio de los acinos pancreéticos (C). (Valor de p <0.01 = *, p <0.001
=** yp <0.0001 = ***),
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7.5 Los musculos respondieron de diferente manera ante la restriccion
alimenticia a los 60 dias de edad

El musculo esquelético es un tejido heterogéneo compuesto por varios tipos de
fiboras, que se pueden clasificar segun sus caracteristicas metabdlicas y
contractiles como glucoliticas y oxidativas o fibras lentas, intermedias y rapidas,
respectivamente [102]. El metaloma en los musculos mostré que cada tipo de fibra
responde de diferente manera a la restriccion alimenticia. Por una parte, los
musculos EDL del grupo R, incrementaron su contenido de Mny Ca en un 200% y
un 43%, respectivamente (Figura 11A y B). Por otro lado, el mlsculo gastrocnemio
de los animales R, tiene menor concentracion de Mn y Cu (Figura 11A y C),
mientras que el muasculo séleo muestra una menor concentracion de Fe en los

animales R (Figura 11D), con respecto al grupo C.
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Figura 11. Metaldmica de los musculos a los 60 dias de edad. El analisis de metalomica
muestra que el musculo EDL se ve principalmente afectado en la concentraciéon de Mn y Ca, en el
grupo de los animales R (A, B). A su vez, el masculo gastrocnemio (GA) muestra diferencias en la
concentraciéon de Mn y Cu en los animales C vs R (A, C) y el muasculo so6leo (SO) se ve
principalmente afectado en la concentracion de Fe entre los animales C vs R (D).

(Valor de p <0.01 =*, p <0.001 =** y p <0.0001 = ***)
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Estos resultados no se mantuvieron a los 90 dias de edad (Figura 12). EI masculo
EDL mostr6 valores de Mn similares en ambas condiciones, 0.00036 fue la
concentracion promedio para el grupo C y 0.00040 para el grupo R. Mientras que
la concentracién de Ca en el mismo musculo fue de 0.31 +0.12 y 0.35 + 0.13 en el
grupo C y R, respectivamente. Por otro lado, la concentracién de Cu en el musculo
gastrocnemio fue de 0.0052 + 0.0012 y 0.0043 + 0.0009. Finalmente Ila
concentracion de Fe en el muasculo séleo también se mostré sin cambios al
reportar valores de 0.065 + 0.01 y 0.060 + 0.01 para los grupos C y R,
respectivamente. Que no se conserven los cambios observados a los 60 dias de
edad, puede deberse a que los musculos como érganos dinamicos podrian estar
cambiando la eficiencia y funcionamiento de la fibra [68] para adaptarse a la
limitante energética, de tal forma que algunos de los cambios que observamos

pueden ser transitorios y otros permanentes.
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Figura 12. Metalomica de los misculos a los 90 dias de edad. El analisis de metalomica en los
musculos de 90 dias, muestra que las diferencias observadas a los 60 dias debido a la restriccion
alimenticia no son conservadas. El musculo EDL no incrementa sus concentraciones de Mn y Ca,
en el grupo de los animales R (A, B). El miUsculo gastrocnemio (GA) muestra concentraciones

48



promedio similares al grupo control en Mn y Cu (A, C) y el misculo so6leo (SO) no muestra
diferencias en la concentracion de Fe (D). (Valor de p <0.01 = *, p <0.001 = ** y p <0.0001 = ***)

Generalmente, en los musculos se encontré un contenido similar de los diferentes
metales (a pesar de que a los 60 dias estos variaron de forma musculo-especifica
en el grupo R). No obstante, el musculo séleo mostré aproximadamente 2 veces
mas Zn comparado con el muasculo EDL, y 3 veces mas comparado con el
musculo gastrocnemio. Este resultado se mantuvo independientemente de la dieta
y la edad (Figura 13).
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Figura 13. Resultados de Zn en musculos de 60 y 90 dias. Los datos muestran que el misculo
So6leo presenta las méas altas concentraciones de Zn, comparado con los musculos EDL y
gastrocnemio, este resultado es conservado a los 60 y 90 dias. (Valor de p <0.01 = *, p <0.001 = **
y p <0.0001 = ***),

7.6 Diferencias en las concentraciones de Cay Zn entre cerebro y médula
espinal

El cerebro y la médula espinal forman en conjunto el sistema nervioso central.
Sorprendentemente, encontramos que el cerebro acumula dos veces mas Zn por
gramo de peso seco comparado con la médula espinal (Figura 14). A los 60 dias
la concentracion de Zn en los cerebros C fue de 0.064 + 0.012, mientras que en los
R fue de 0.068 + 0.011 mg/ g de peso seco. Por su parte, la médula espinal C

contiene 0.032 + 0.008 mg/ g de peso seco y la médula de los animales R, 0.037 +
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0.011 mg/ g de peso seco. A los 90 dias de edad los valores obtenidos fueron
0.055 + 0.005 para el cerebro C, 0.059 + 0.007 para el cerebro R, y 0.021 + 0.004 y
0.022 + 0.003 en la médula espinal C y R, respectivamente. A su vez, la médula
espinal almacena en promedio 9 veces mas Ca que el cerebro, ambos resultados
independientemente de la dieta empleada. Aun cuando el Ca muestra un alto nivel
de variabilidad en la médula espinal, consideramos que esta variacion es
biolégica, pues en el resto de los elementos analizados en el mismo y otros
organos no observamos este efecto. Nuestros datos sefialan que la concentracion
de Ca a los 60 dias en el cerebro C fue de 0.44 + 0.47, mientras que el cerebro de
los animales R tuvieron 0.30 + 0.19. Por su parte, los datos de la médula espinal
para la misma edad fueron de 4.19 + 3.08 en el grupo C y 2.62 + 3.22 para el grupo
R. A los 90 dias los datos de cerebro fueron de 0.69 + 0.85 para el grupo C, 0.22 +
0.12 para el grupo R. En médula espinal 5.14 + 3.92 para el grupo C y 3.33 + 2.99

para el grupo R.
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Figura 14. Concentracion de Ca y Zn en el sistema nervioso central. Los resultados muestran
gue el Ca es 9 veces mayor en médula espinal vs cerebro (A y D). A la vez que el cerebro tiene 2
veces mas Zn en cerebro vs médula espinal (B y E), ambos resultados son conservados a los 60 y
90 dias e independientemente de la dieta empleada. Por su parte el grupo C de la médula espinal
es el responsable de marcar la diferencia entre ambos 6rganos en la concentracion de P (C y F).
(Valor de p <0.01 =*, p <0.001 =** y p <0.0001 = ***)
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Con base en estos resultados, mediante Microscopia de fluorescencia de rayos X,
analizamos rebanadas de cerebro y médula espinal de ratas macho del grupo R
de 60 dias, con el objetivo de identificar las regiones anatémicas donde se
localizan las altas concentraciones de Zn y Ca. Como las diferencias en los dos
elementos son presentes independientes de tratamiento y sexo, llevamos a el

sincrotrén muestras de machos del grupo C, exclusivamente.

7.7 Microscopia de rayos X en cerebro y médula espinal

Para identificar la localizacién de Zn y Ca en cerebro y médula espinal se realizo
un analisis de microscopia de fluorescencia de rayos X en el Sincrotrén de
Stanford (Stanford Synchrotron Radiation Lightsource- SSRL) en la linea de luz 2-
3, en seccion de 500 um de grosor. Como se ha reportado previamente, la region
del hipocampo concentra la mayor cantidad de Zn [83], a esta region la
denominamos la region de la sinapsis de zinc (Figura 15A panel a la izquierda). En
el caso del Ca, se observa una distribucion generalmente homogénea en el mismo
campo analizado previamente (Figura 15A segundo panel). Para obtener la
concentracion de los elementos en los axones neuronales (materia blanca)
obtuvimos mediciones en el cuerpo calloso, region rodeada de areas con cuerpos
neuronales densos (materia gris), tanto de la corteza cerebral como del caudado

putamen.
Los resultados correspondientes a la médula espinal sefialan la presencia de

agregados de Ca, localizados de forma irregular, tamafio variable y localizacion

aleatoria a lo largo del corte (Figura 15B).
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Figura 15. Resultados de Cay Zn en cerebro y médula espinal por microscopia de rayos X.
El giro dentado en el cerebro es la region que presenta la mas alta intensidad de Zn (A). Por su
parte la medula espinal alberga cumulos de calcio distribuidos a lo largo del 6rgano sin un patrén
de distribucion especifico (B). Los colores reflejan la intensidad del espectro especifico segin la
escala a la derecha de la Figura.

Como se describe en la metodologia, el andlisis cuantitativo consistié en analizar
la concentracion de Ca, Zny P, en 5 imagenes de cerebro, 4 cortes de tipo sagital
y un corte de tipo coronal (material ANEXO 5). Mientras que de médula espinal se

analizaron 9 imagenes totales, de las regiones cervical, toracica lumbar y sacra.

Los resultados sefialan que no existe diferencia en la concentracién de Zny Ca en
la materia blanca (MB) de ambos érganos (Tabla 32), ni tampoco existe diferencia
en la concentracion de ambos iones en la region de la materia gris (MG) (Tabla
3). Sin embargo, la MG tiene una mayor concentracién de Zn y Ca en ambos
organos, y la médula espinal tiene en general mayor concentracion de P en MB y
MG, respecto a las mismas regiones en cerebro. Los datos de P concuerdan con
los observados por ICP-OES (Figura 14, panel Cy F).

Los resultados también demuestran que la region de sinapsis de Zn (ZnS)
contiene las mas altas concentraciones de Zn, dos veces mas que en la MG y
hasta tres veces mas que la region de la MB en ambos érganos, explicando asi
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porqué hay dos veces mas Zn en cerebro que en la médula espinal (Figura 14,

panel By E).

A su vez, los datos cuantificados en la regibn denominada agregados de Ca
(CaAg) demostraron una concentracion de casi 150 veces mas Ca, respecto a la
concentracion promedio del mismo ion en MG, MB y ZnS (Tabla 3). Por lo tanto, la
gran diferencia observada entre ambos 6rganos en la concentracion de Ca, se
debe a la presencia de estas estructuras que han sido previamente reportadas en
humanos [103].

Sys:cmh:;jrf;n CEREBRO MEDULA ESPINAL
ug/cmz MATERIA BLANCA MATERIA GRIS ZINC SINAPSIS MATERIA BLANCA MATERIA GRIS AGREGADOS DE
CALCIO
N=3 N=3 N=3 N=3 N=3 N=3
Zinc 28.8 +5.9° 46.3 +11.9° 94.0+12.6 32.9+6.8° 49.4 +7.9b 142 + 20
Calcium 33.2+7.9 35.2+4.6 42.0+9.3 33.8+5.2 435+45 6317 + 294
Phosphorus 158 +1.1 13.8+0.3 14.4+1.0 19.3+4.3 18.0 + 3.0 165 + 18

Tabla 3. Resultados del andlisis cuantitativo de imagenes de microscopia de rayos-X.
® Representa las diferencias estadisticamente significativas de materia blanca en Zn y Ca. Mientras

® remarca las diferencias estadisticamente significativas en materia gris en Zn y Ca.

7.8 Comparacién de los resultados de ICP-OES y microscopia de rayos- X
mediante codigo Python

El ICP-OES da un valor general de la concentracion de un elemento especifico
presente en una muestra liquida. Por su parte, los resultados de fluorescencia de
rayos X ofrecen informacion de donde se localiza un elemento determinado en un
area especifica de la muestra. Debido a los diferentes datos que nos ofrecen
ambas técnicas, disefiamos un codigo en Python que nos permiti6 comparar los
resultados obtenidos por ambas metodologias en cerebro y médula espinal,

particularmente de las concentraciones de Ca, Zn y P, con el objetivo de simular
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matematicamente, como seria la distribucién de MB, MG, ZnS y CaAg en cerebro
y médula espinal, para observar los resultados previamente mostrados (Figura
14).

En las simulaciones, primero representamos al cerebro como la suma de sus
partes, es decir la suma de MB, MG y ZnS. De la misma manera la médula espinal
se representd con la suma de sus propias regiones, MB, MG y CaAg.
Posteriormente, nos preguntamos cual deberia ser el rango de distribucion de
cada region en la totalidad de cada 6rgano, es decir, cuanta porcion del cerebro es
MB, MG y ZnS, y cuanta porciéon de la médula espinal es MB, MG y CaAg,
obviando que la proporcion de cada region es conservada independientemente de
la técnica empleada. Finalmente, el cdédigo toma los valores promedio y las
desviaciones estandar, calculadas de cada uno de los elementos en cada técnica,
tanto para cerebro como para médula espinal (Ver metodologia pagina 33).

Las simulaciones sefialan, como era de esperar, la relacién entre la médula
espinal y el Ca cerebral depende de la proporcion de agregados de Ca, y
aumentan en proporcién directa al valor de y (Figura 16, panel A). El valor maximo
para y resulta ser 0,03 o 3 % pues un valor mayor no satisface los resultados para
Zn y P. La simulacién también muestra que los valores de y determinan los
resultados para el resto de los iones analizados, ademas la concentracién maxima
posible de la relacion entre el Ca de la médula espinal y el cerebro es 6, lo que se
aproxima al valor de 9 encontrado inicialmente mediante el método ICP-OES.
Cuando no hay agregados de Ca (y = 0), no hay diferencia en el Ca entre la
médula espinal y el cerebro y la proporcion es 1.

Otro resultado indica que las éareas sinapticas de zinc en todo el cerebro
(representadas por €) deben estar en el rango entre 0.25 y 0.45 o0 25-45 % pero no
mas bajas (Figura 16, panel B), aunque para cumplir también la condicién de que
la proporcion de Ca entre la médula espinal y el cerebro sea mayor que 5, € debe
ser mayor que 0.3. Con estos resultados se concluye que, existe una relacion
directa entre la proporcién de CaAg presentes en médula espinal y la proporcién

de Zn entre ambos érganos (Figura 16, panel C y D).
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Si la proporcion de € se establece alrededor de 0.35, los valores para la MG en
cerebro pueden ser del 25 y hasta el 50% (Figura 16, panel E), y obviamente en
proporcién inversa a los valores de la MB (Figura 16, panel F).

Con estos datos, podemos inferir que los hallazgos del andlisis elemental en masa
estan respaldados por los datos de la microscopia de fluorescencia de rayos X,
con lo cual con un pequefio porcentaje de agregados de Ca observamos grandes
diferencias entre el Ca de la médula espinal vs el Ca del cerebro. Mientras que
una porcion de aproximada 25-30% del cerebro esta inervada por sinapsis de zinc.
Dicha inervacion de Zn (ZnS) podria estar reducida en la médula espinal causando

diferencias en la concentracion de Zn en ambos 6rganos.
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Figura 16. Relaciones entre que predice el modelo de distribucion de los metales en las
regiones del cerebro y la médula espinal. Los datos muestran que la proporcidon de agregados
de Ca de la médula espinal (A) y &reas del cerebro con alto contenido sinaptico de Zn (B) influyen
fuertemente en las diferencias en las concentraciones de Ca y Zn. Sélo el 3% de agregados de Ca
mostrarian una diferencia de 0.6 veces méas Zn (C). La proporcion calculada entre la médula
espinal y el cerebro para Zn se traza como una funcién de ¢ (D). La distribucién de materia gris (E)
y materia blanca (F) en cerebro se ajusta en medida de la presencia de ¢.
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7.9 Los datos de la metalomica muestran que no hay diferencias en el
suero de los animales C vs los animales R

Se analiz6é por ICP-OES, el suero de ratas C y de ratas sometidas a restriccion
alimenticia, de 90 dias de edad, con el objetivo de identificar posibles alteraciones
en la concentracion de iones metélicos que pudieran explicar los cambios érganos

mencionados previamente.

Los resultados del analisis muestran que no existe diferencia entre las dietas
empleadas, en ninguno de los elementos analizados (Tabla 4). Los valores del Mn
no pudieron ser determinados debido a que sus valores se encontraban por
debajo del valor minimo para ser detectado por la técnica. De la misma manera,
los valores de K no fueron considerados pues los tubos de coleccién de muestra
contenian K-EDTA. Sin embargo, todos los elementos estan en los rangos
esperados para una muestra de suero de rata, los valores presentados en ug

metal por mL de suero.

Promedio Ca Cu Fe Mg Mn Na P Zn
o 0.12 £0.03 (0.0020 +0.001(0.009 + 0.006( 0.029 + 0.008 | No detectable 23+11 0.17 £ 0.06 |0.0035 + 0.0018
R 0.13+0.05 |0.0021 +0.001(0.010 + 0.007| 0.030 + 0.009 | No detectable 26+12 0.19 £ 0.11 |0.0040 + 0.0028

Tabla 4. Resultados de la metalémica en el suero. Los datos por ICP-OES sefialan que no
existen cambios en la concentracion de metales entre los animales C y los animales R. Mn fue el
Unico elemento que no fue posible analizar debido a que sus valores se encontraban por debajo al
indice de deteccion.

Debido a que los resultados obtenidos por esta técnica no permiten encontrar
explicacion a la redistribucion especifica de los elementos estudiados, se
analizaron los cambios en la composicion proteica en las mismas muestras para

identificar posibles cambios causados por las diferentes dietas empleadas.
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7.10 La restriccion de alimento no afecta la concentracién de
elementos en el suero, pero los estudios de la protedmica, indica la
presencia de hemolisis intravascular en el grupo R

La protedmica en suero arroja 668 proteinas totales detectadas en hembras, de
las cuales 14 estan reguladas al alta y 17 proteinas reguladas a la baja (material
ANEXO 7). En los machos 665 proteinas totales fueron detectadas, con 19
proteinas reguladas a la alta y 30 proteinas reguladas a la baja. Cabe destacar
gue los experimentos se realizaron utilizando tres sueros C y tres sueros R, para
cada sexo. El andlisis se realiz6 mediante el sistema de protedmica label free, un
método basado en espectrometria de masas para identificar y cuantificar los
cambios de proteina, mediante la extraccidn del area de los picos cromatograficos
bajo la curva o los métodos de intensidad de sefial. Para la estadistica se utilizd
analisis de varianza. Asi que los criterios en el andlisis realizado por cada sexo
separado fueron que, una proteina se considera regulada cuando tiene un cambio
en su concentracion mayor a 1.5 veces (a la baja o al alta) y un valor estadistico p
< 0.05. Sin embargo, decidimos concentrar nuestro andlisis en proteinas que se
encontraron reguladas al alta o a la baja en ambos sexos. Existen dos proteinas
comunes en el grupo R de hembras y machos que estan reguladas al alta, y dos

proteinas comunes reguladas a la baja con los criterios preestablecidos.

BPI fold-containing family A member 2 (Bpifa2) es una de las proteinas reguladas
al alta a causa de la restriccion de alimento. Su funcion surfactante ha sido
relacionada con la tensién superficial en la saliva del raton [104], ademas se ha
observado aglutinacion bacteriana en concentraciones relativamente altas de
BPIFA2 [105]. Se elaborara en la discusion sobre su posible funcion en el suero de
las ratas del grupo R. La otra proteina a la alta fue la Kelch-like family member 4
(KIhl4) una proteina que se une a la E3 ubiquitina ligasa Cul3 y activa
transcripcionalmente el gen p21 que es un regulador negativo de la proliferacion

[106]. Sin embargo, se desconoce alguna funcion extracelular para esta proteina.
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Las dos proteinas que se detectaron a la baja en los sueros de animales R de
ambos sexos fueron la Haptoglobin (Hp) y el Factor H de complemento (FH). La
Hp, es un sistema de proteccidon primaria que se une a la Hb libre, formando un
complejo que evita la perdida renal de la hemoglobina [107]. El sistema del
complemento humano comprende una familia de proteinas que son esenciales
para la respuesta inmunitaria humana contra las infecciones [108]. La funcion del
FH es evitar la activacion descontrolada del complemento [109]. Nuestro andlisis
sefala que la expresion de FH al igual que la expresion de Hp esta regulada a la

baja.

En un segundo nivel de andlisis, para cada proteina que se encontrg al alta en
hembras, se investigd su comportamiento en los machos, y a asi sucesivamente
para los demés grupos de proteinas. En este segundo nivel de analisis se decidi6
reportar a aquellas proteinas que, ademas de cumplir con los criterios estadisticos
y de cambio en expresion para uno de los dos sexos, mostraron un cambio similar
en el otro sexo, relajando el criterio del valor p en los casos que el promedio difiera
2 veces entre condicion o reduciendo el criterio de variacién siempre y cuando
fuese en el mismo sentido y el valor p siguiese < 0.05. Los resultados de esta

comparacion se muestran en el material Tabla 5.

Otras proteinas que estan reguladas a la baja en la condicién R, son Hemopexina
(Hpx), C3/C5 convertasa (Cfb), Lipasa (Lipol), Factor semejante a la insulina,
Proteina que contiene dominios semejantes a la inmunoglobulina, Nephrocistina 3
(Nphp3), Proteina semejante a la Kinesin (Kif3a), Queratina 20 del citoesquleto
tipo | (Krt20), Subunidad 12 de Complejo mediador (Medl1l2) y Proteina
relacionada a la actina 5 (Actrb).

Mientras que proteinas como la subunidad alpha y beta de la Hemoglobina (Hb a,
B), Factor activador de plaquetas acetilhidrolase (Pla2g7), Fibulina-1 (Fbinl),
Cadena alfa del Fibrinogeno (Fga), Integrina alfa 2 (Itga2), Parvina beta, (Parv ) y
Proteina activadora de GTPasa 3 con motivos 1Q (lggap3) estan reguladas al alta

en la condicién R.
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La alta concentracion de la hemoglobina en suero, combinada con la baja
concentracion de hemopexina y haptoglobina sugieren que acontece una
hemodlisis intravascular, como discutiremos. Existe evidencia de la activacién del
complemento, mientras que la reduccién de la lipasa Lipol es consistente con la

menor presencia de tejido adiposo en los animales R.

59



Highest mean cand tan

Max faid changs

Umigue peptides

Tabla 5. Proteinas del suero que cambiaron por desnutricion en ambos sexos
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8. Discusion

Nuestro estudio provee nueva informacion que hasta ahora no estaba
documentada sobre los efectos de la restriccion alimenticia en la concentracion de
diferentes biometales en trece 6rganos de la rata. La diferencia de peso observada
entre los individuos de ambos sexos del grupo R comparado con las ratas
correspondientes del grupo C, muestra que el tratamiento empleado fue lo
suficiente restrictivo para generar cambios en la composicion fisica de los
animales. Los animales R lucian de menor tamafio respecto al tamafio de los
animales del grupo C, y ademas mostraron una diferencia de peso de
aproximadamente 70% en los machos y 60% en las hembras, a los 60 y 90 dias
de edad. La restriccion alimenticia, se asocia con una fuerte disminucion del
metabolismo energético, incluida una disminucién de la tasa metabdlica en reposo,
una disminucién del efecto térmico de los alimentos y una disminucién del costo
energético de la actividad fisica. Sin embargo, aun se debate si el gasto energético
total se reduce mas alla del nivel esperado, es decir, si existe una adaptacion
metabdlica [110].

Como el objetivo principal de este proyecto fue investigar si la restriccion
alimenticia empleada causaba una deficiencia generalizada de iones metalicos en
los diferentes 6rganos analizados, nuestros datos sefialaron que para los trece
organos analizados la hip6tesis sugerida no podria mantenerse, ya que de forma
general la restriccion del 50% de alimento no afecto la concentracién de ningan
metal en suero pero si observamos algunas diferencias érgano-especificas debido
a la restriccion de alimento y diferencias entre los dérganos analizados, no
causadas por la dieta empleada. El sexo no fue una variable determinante en el
analisis de iones metalicos, a excepcién de los datos de Fe en higado, no

observamos diferencias entre machos y hembras.
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8.1 El pancreas fue el 6rgano principalmente afectado en su contenido de

metales por larestriccién de alimento

Casi todo el pancreas (80-85%) consiste en tejido exocrino [111], un 10-15%
corresponde a la matriz extracelular y los vasos, mientras que la porcién endocrina
constituye alrededor del 2% [112]. El pancreas exocrino estd compuesto de
células acinares y el sistema ductal [111]. Cada unidad funcional bésica esta
formada por células secretoras acinares, células centroacinares y células ductales,
dispuestas en grupos redondeados o tubulares. 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 enzimatica 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 actividad de
las enzimas. Las células acinares [113], centroacinares y células ductulares son

las encargadas de la secrecion hidroelectrolitica del pancreas exocrino [114].

Esta secrecion esta constituida principalmente por agua, en un 98%, y es muy rica
en sodio y bicarbonato. Los cationes se encuentran en concentraciones
relativamente constantes similares a las del plasma; los principales son sodio (154
+ 7 mEq/l), potasio (4,8 + 0,9 mEqg/l), calcio (1,7 = 0,3 mEqg/l) y magnesio (0,27 +
0,08 mEg/l) [95]. Las concentraciones de manganeso, cobre, hierro y zinc también
han sido identificadas, aunque en menor concentracion [96]. En cuanto a los
aniones, son fundamentalmente el cloro y el bicarbonato. Las secreciones del
pancreas exocrino estan reguladas principalmente por 2 hormonas intestinales: la
secretina, que estimula la secrecion hidroelectrolitica, y la colecistoquinina (CCK),

que estimula la secrecion rica en enzimas [96, 114].

Nuestros resultados sefalaron que los animales sometidos a restriccion de
alimento mostraron una mayor concentracion de todos los elementos analizados

(Ca, Mg, Na, K, Fe, Mn, Cu, Zn y P) en el érgano por peso seco. Sin embargo el
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organo del mismo grupo también mostré ser de un menor tamafio comparado al
tamafio del érgano de los animales C y el andlisis morfologico sefialo cambios en
el numero y area total de los Islotes de Langerhans, pero no en los acinos

pancreaticos.

Los islotes de Langerhans son pequefias subunidades celulares conformadas de
diversos linajes celulares, de entre ellos, las células B-pancreaticas. Las células j3-
pancreéticas son las encargadas de producir insulina, una hormona anabdlica
central en la homedstasis metabdlica, encargada del ingreso de la glucosa a las
células musculares y lipidicas [90]. En respuesta a la comida, la insulina aumenta
[115-118]. La cantidad total de insulina liberada depende del nimero de células p-
pancreaticas, de la produccion de cada una de estas células y de las
concentraciones de glucosa presentes [119]. La insulina sintetizada se une con 2
atomos de Zn para formar cristales sélidos de Zn-insulina que posteriormente son
almacenadas en los granulos secretores, la concentracion de insulina en estos
granulos es de aproximadamente 40 mM [120] dando lugar a una de las mayores
cantidades de zinc celular en el cuerpo humano [99,100]. En una célula B de ratén,
hay aproximadamente 13.000 granulos de insulina. Ocupan méas del 10% del
volumen total de células [121]. Cada granulo contiene aproximadamente 200.000
moléculas de insulina. Sin embargo, el contenido de insulina en las células 3 es
muy dindmico. Estudios han demostrado que la insulina se acumula en presencia

de nutrientes y disminuye en respuesta a la privacién de nutrientes [122].

El Fe a su vez, al ser parte de las proteinas del grupo Fe-S, es necesario para la
correcta sintesis y procesamiento de la insulina en las células B-pancreéticas. La
absorcion de hierro en las células  se realiza mediante dos sistemas diferentes:
un transporte mediado por receptores para el hierro unido a transferrina y un
transporte de hierro no unido a transferrina (NTBI). Luego, el complejo se
internaliza en compartimentos endociticos junto con el transportador de iones
metélicos divalentes DMT1. Las vesiculas internalizadas se fusionan con los

compartimentos lisosomales, y el medio acido provoca el cambio conformacional
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del complejo Tf-Fe y la liberacién de Fe** permitiendo su reduccién a la forma
ferrosa por STEAP3 [123]. Fe** en los islotes humanos primarios, la absorcion de
NTBI esta mediada por el transportador de zinc ZIP14. La salida del hierro de las
células B es controvertida: la ferroportina/lregl hasta ahora es el Unico exportador
conocido de hierro [124, 125]. Las células B-, junto con la insulina, también liberan
hepcidina que se sabe que se une a la ferroportina e induce su internalizacion
[126, 127]. Estudios muestran que existe una probable adaptacion metabdlica
inducida por la pérdida de peso debido a la restriccion de alimento, estas
adaptaciones incluyen: costos energéticos reducidos a la secrecion de insulina,
procesos anabdlicos inducidos por la hormona [118, 128-131] y mejora en la

sensibilidad de la insulina [110].

Como hemos mencionado, tanto el pancreas endocrino como el pancreas exocrino
cumplen con funciones especificas en la digestion de los alimentos. El jugo
digestivo y las hormonas sintetizadas en este érgano son fuentes ricas en
nutrientes y una alteracion en el funcionamiento de este 6rgano podria significar el
desarrollo de enfermedades. Nosotros sugerimos que aun cuando no observamos
diferencias en el tamafio de los acinos pancreéticos entre el grupo C vs el grupo
R, este tipo celular es participe de la diferencia observada en la concentracion de
elementos, entre el pancreas C y el sometido a restriccion de alimento.
Proponemos que los acinos R estarian sintetizando una mayor cantidad de
secrecion hidroelectrolitica en el pancreas exocrino R y esto favoreceria la
hidrolisis de los nutrientes, facilitando disponibilidad de los mismos. Por su parte
los Islotes pancreaticos se verian afectados en tamafio y numero debido a la
privacion de nutrientes, y aunque hipotéticamente esto implique una menor
sintesis de hormonas comparada a la sintesis de los animales C, no
necesariamente seria una cantidad insuficiente ya que, probablemente y debido al
bajo estimulo de alimento, la sintesis de hormonas como la insulina es lo suficiente

en cantidad para la glucosa disponible en esta condicion.
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8.2 ¢Esta el rinén actuando como reservorio de Cu?

Nuestros resultados muestran que el rifidn presenta una alta concentracién de Cu
respecto al resto de érganos analizados, ademas los rifiones de los animales R
presentaron una disminucion marcada en los niveles de Cu en rifion en
comparacion con los animales C, en una de las respuestas mas evidentes por la
restriccion de alimento. En contraste, la concentracion de Cu incrementa en el
higado de los animales R. Este patrén de cambios inversos entre rifién e higado
habian sido observados previamente en un modelo de infecciébn en ratones por
Candida albicans [92]. El higado es considerado uno de los principales érganos de
regulacion de la homeostasis de Cu, mediante la transferencia del exceso de Cu a
la bilis, que luego de su absorcion intestinal lo devuelve al intestino para su
excrecion fecal [132]. La cantidad de Cu excretada diariamente es de 7,9 -20,5
pumol a través del higado y de 0,16 -0,94 umol a través del rifién [95,133]. Estudios
en ratas alimentadas con una dieta alta en Cu han demostrado que el metal
también puede ser excretado a través del tubulo contorneado proximal en el rifidn
[134]. Una cantidad considerable de Cu se secreta en el tracto gastrointestinal
diariamente, este Cu de la saliva, los jugos gastricos, pancreaticos e intestinales
es, en gran parte reciclado (es decir, reabsorbido, redistribuido y secretado). Casi
todo el Cu absorbido por el intestino delgado, entra en la vena porta hepética vy,
por lo tanto, a los hepatocitos del higado con ayuda de la ATPasa ATP7B [132],
interactuando con proteinas endodgenas dependientes de Cu y a través de su
incorporacion a la ceruloplasmina, para su secrecion en la sangre; y su
incorporacion del exceso en la bilis, se mantiene la homeostasis a traves de la
excrecion. ATP7B funciona no solo como un medio para librar al cuerpo del
exceso de Cu que ingresa a los hepatocitos, sino también para suministrar el ion
metalico a las proteinas dependientes de Cu [135]. En ciertas células, como los
enterocitos y el epitelio renal, también puede funcionar para secuestrar /
almacenar Cu en vesiculas [136, 137]. Las células renales coexpresan dos

ATPasas transportadoras de cobre, ATP7A y ATP7B, que trabajan juntas para
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mantener el equilibrio de cobre dentro de este tejido. ATP7A desempeia el papel
principal en la exportacion de cobre de las células renales para su reabsorcion en
la sangre y en la proteccion de las células renales contra la sobrecarga de
cobre. ATP7B también esta implicado en el mantenimiento de los niveles
intracelulares de cobre, probablemente a través del secuestro del exceso de cobre

en vesiculas [136].

Nosotros sugerimos que el rifibn de los animales R muestra una menor
concentracion de Cu debido a que este érgano en condiciones C actia como
reservorio del metal, dado que en la condicion de restriccion de alimento la
disponibilidad de este ion se ve limitada, el Cu disponible se distribuye en las
células que lo requieren, por ejemplo, en el desarrollo y la funcion del sistema

inmunologico del cuerpo [138] no restando Cu para ser almacenado.

Como se sefiald, el higado desempefia un papel fundamental en el metabolismo
del Cu, por lo tanto, sugerimos que el incremento de Cu en higado en los animales
R se debe a que la excrecidén de la bilis se ve disminuida. Estudios metabdlicos
revelan que, en condiciones normales, la cantidad de cobre excretado en la bilis
serd directamente proporcional al tamafio de la reserva [139] y si consideramos
que el rifidn participa como reservorio del elemento y en condiciones de restriccion
alimenticia no hay reservorio, podriamos pensar que la excrecibn también
disminuye. Se ha reportado que en fetos, la excrecion biliar estd notablemente
disminuida y alcanza la capacidad adulta solo después del primer afio postnatal
[140]. De acuerdo con esta fisiologia del desarrollo, el cobre se acumula en el
higado fetal de tal manera que el contenido hepético de cobre al nacer aumenta
relativamente. Este cobre hepatico almacenado solo estad disponible a la via
secretora del hepatocito una vez que el flujo biliar aumenta después del
nacimiento [141] y consideramos que el flujo biliar se mantiene disminuido por la

disminucién de alimento.
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Finalmente, es pertinente mencionar que en el modelo de infeccion de ratones por
Candida albicans [92], los autores mostraron evidencias que el Cu increment6
también en el suero, donde se observé incrementada la actividad de la enzima
ceruloplasmina, una multi-cobre oxidasa que funciona en el trafico de hierro (al
oxidarlo se une a transferrina). En base a estas observaciones, sugirieron que el
incremento en el higado podria ser por la sintesis de ceruloplasmina en este
organo. Sin embargo, en nuestros experimentos, observamos el incremento de Cu
en el higado sin observar cambios de Cu en plasma y sin detectar un incremento
en la ceruloplasmina, proteina que fue detectada (es abundante) en los sueros de

los animales C y R, pero sin variar por el cambio en la dieta.

8.3 Larestriccion calorica afecta la concentraciéon de Fe en pancreas,
higado y bazo

La homeostasis del Fe depende del equilibrio entre las ganancias diarias
(absorcion intestinal y reutilizacion de eritrocitos viejos) y las pérdidas
(descamacioén epitelial y la pérdida de sangre como en la menstruacion) [142].
Solo se requiere 1-2 mg por dia de Fe dietético para ser absorbido a través del
intestino. Esto se debe al reciclaje altamente eficiente del Fe de los eritrocitos
senescentes. El reciclaje lo realizan los macréfagos esplénicos. Los eritrocitos
envejecidos a los 120 dias de edad sufren cambios especificos en su membrana
que son reconocidos por los macrofagos, iniciando asi la eritrofagocitosis. En el
bazo los macréfagos de la pulpa roja (RPM) se encargan del reciclaje interno de
hierro de los glébulos rojos senescentes (SRBC) [143]. Los macréfagos reconocen
el sRBC por una serie de marcadores de senescencia [144]. Tras el
reconocimiento y la union, los glébulos rojos que presentan marcadores de
senescencia se fagocitan, se someten a hemdlisis y sus componentes se
reutilizan. El Fe se recupera de la degradacién de la hemoglobina y el hemo por
enzimas hidroliticas en las vesiculas fagociticas y la hemooxigenasa-1 (HO-1)
[143]. El hemo es catabolizado por HO-1 a monoxido de carbono (CO), biliverdina

y hierro ferroso que alimenta el “pool” de hierro labil (LIP) [145,146]. El hierro del
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LIP es secuestrado por la proteina ferritina, que almacena hierro, compuesta por
subunidades Hy L [147].

A los 60 dias de edad, la concentracion de Fe en el bazo no muestra diferencias
entre el grupo Cy el grupo R. A los 90 dias de edad, en los animales C se observa
un incremento en el hierro acumulado en el bazo lo que seguramente refleja la
retencion de una porcién del hierro liberado durante el proceso de eritrofagocitosis
en los macrofagos esplénicos en la forma de ferritina [142]. Sin embargo, es
notable que ese incremento no se observo en los animales del grupo R a los 90
dias y en conjunto con la conclusién principal del andlisis de la proteémica en el
suero que discutiremos en detalle mas abajo — el no incremento de Fe con la edad
podria reflejar una disminucion del proceso de eritrofagocitosis en este érgano.

Nuestra propuesta es que, a causa de la restriccion de alimento, el reciclaje de los
eritrocitos senescentes en los macréfagos del bazo se ve alterado, de manera que
probablemente el Fe para reciclaje no esta llegando a los macréfagos causando la

disminucioén en la concentracion total.

A los 60 y 90 dias de edad, la concentracion de Fe en el higado de los animales R
es mayor comparada con los valores obtenidos en el grupo C.

El higado realiza tres funciones esenciales en el mantenimiento de la homeostasis
sistémica del hierro: 1) Es el sitio principal para la produccién de proteinas que
mantienen el equilibrio sistémico de Fe, 2) es un sitio de almacenamiento para el
exceso de Fe en ferritina y 3) es fundamental para la movilizacion de Fe desde los
hepatocitos a la circulacion para cumplir con los requisitos metabdlicos. La
desregulacion de la capacidad del higado para mantener el equilibrio de estos tres
parametros conduce a trastornos relacionados con el Fe [148]. Se sabe que en el
higado hay ademas una alta demanda de nutrientes al sintetizar el 80% de las
proteinas de la sangre, entre ellas la albamina (55%), globulinas (38%) vy

fibrinbgeno (7%). También incluyen factores de coagulacién, proteinas
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transportadoras y hormonas, apolipoproteinas y otras proteinas implicadas en la

homeostasis de micronutrientes [149].

En respuesta a la restriccion alimenticia, sugerimos que el metabolismo induce un
cambio con el fin de asegurar una mejor absorcion de micronutrientes, esto
causaria un mayor almacenamiento de los biometales y menor excrecion de los
mismos (Figura 17), permitiendo el aporte de los biometales al resto de los tejidos

del organismao.
Como mencionamos previamente, el pancreas es fundamental para el control del

consumo de energia y el metabolismo [114, 150], el Fe y todos los demas

elementos analizados estan presentes en mayor concentracion en la condicion R.

HIGAD

) ESTOMAGO
VESICULA

BILIAR
DUCTO BILIAR

PANCREAS
COMUN /

e\ﬁ—_ DUCTO PANCREATICO

'S

Figura 17. Anatomia de higado y pancreas. Sugerimos que como respuesta a la restriccion

alimenticia la excrecién de biometales se ve disminuida en higado y pancreas.

8.4 La distribucién de metales es diferente en cada tipo de fibra muscular

La desnutricion natal y postnatal temprana no so6lo causa una disminucién
considerable en el peso del musculo EDL en comparacion con los animales de
control [66] sino que también aumenta la proporcion relativa de fibras tipo IIA-1ID
acompafiado de una disminucion en el nimero de fibras tipo 1B que causan un

retraso en maduracién muscular [65- 68, 71]. En todas las células musculares, la
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contraccion depende de un aumento en la concentracion de calcio citosolico. Las
diferencias entre los musculos de contraccion rapida, intermedia y lenta se deben
a las funciones que realiza cada fibra, incluido el tipo de miosina utilizada y los
diferentes niveles de calcio en reposo. Curiosamente nuestros datos muestran
que, a los 60 dias de edad, existe un aumento significativo en la concentracion de
Ca en los musculos EDL de los animales R en comparacion con los musculos de
los animales C, lo que es consistente con un aumento en la proporcion de fibras
tipo IIA-IID [66], Sin embargo, este cambio no es conservado a los 90 dias. Otros
resultados observados a los 60 dias de edad en los musculos de los animales con
deficiencia de alimento, fue el incremento de Mn en el musculo EDL y su
disminucién en el musculo gastrocnemio, y la disminucién de Fe y Cu en los
musculos soleo y gastrocnemio respectivamente, tampoco fueron observados a
los 90 dias de edad.

El envejecimiento se asocia a cambios progresivos en el metabolismo muscular y
a una alteracion de la capacidad funcional. El envejecimiento primario se refiere al
proceso bioldgico intrinseco relacionado con el tiempo que no depende del estrés,
el trauma o la enfermedad, mientras que el envejecimiento secundario es el
deterioro fisioldgico que se produce de forma secundaria a las influencias

ambientales y de estilo de vida, como la dieta y la actividad fisica [151].

Se ha reportado que la desnutricion crénica ejerce un efecto diferencial en la
composicion relativa del tipo de fibra, especialmente en los fasciculos del musculo
EDL, siendo el tercer fasciculo (F3) el mas afectado. En este estudio, los autores
sugirieron que esos cambios en la composicién relativa de los tipos de fibras en
los fasciculos podrian inducir modificaciones en la organizacion de las fibras
intrafasciculos [66] debido a que dicha organizacion de grupos de tipo fibra se
utiliza como un mecanismo para aumentar la eficiencia muscular. Todos estos
efectos diferenciales sobre las propiedades de los fasciculos EDL podrian estar
relacionados con su posicion anatémica dentro del musculo y la composicion del

tipo de fibra [68]. La idea de que la restriccion alimenticia severa provoca un
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cambio en la composicion de tipo de fibras es consistente con que dicho cambio
incluya alguna adaptacion de tipo metabdlica. Sin embargo suponer que en los
animales de 90 dias de edad se podria est4d produciendo un proceso de
envejecimiento secundario causado por la dieta deficiente de nutrientes, ayudaria
también a explicar que el cambio en el metabolismo muscular es responsable de
provocar un cambio en las concentraciones de los elementos y por tanto en su

distribucion en las células musculares.

8.5 Acumulacion de Zn en musculo Séleo

El musculo esquelético es un tejido que representa aproximadamente el 40 % de
la masa corporal total y contribuye significativamente a las funciones metabdlicas
adecuadas, sirviendo como principal reservorio del cuerpo de aminoacidos
necesarios para mantener la sintesis de proteinas en tejidos y érganos vitales. El
tejido muscular proporciona almacenamiento de carbohidratos y otros elementos
como Zn o Ca [152-156]. Estudios previos sefialan que los musculos que se
componen principalmente de fibras rapidas (fatigantes y glicoliticas), como el
musculo EDL, se ven mas afectados por una baja ingesta de alimentos que
aguellos compuestos por fibras lentas (oxidativas y resistentes a la fatiga) como el
musculo séleo [64, 65, 156-158].

Nuestros resultados sefialan que el muasculo s6leo no presenta cambios en la
concentracion de metales por la restriccion de alimento. Por otro lado si
observamos que el Zn se acumula principalmente en el musculo s6leo en ambas
edades analizadas. La razon del mayor contenido de Zn en el soOleo en
comparacién con otros musculos se asocia con la metaloenzima anhidrasa
carbonica Il (CA Ill). Esta enzima se encuentra en altas concentraciones en
musculos altamente oxidativos [159]. Se ha reportado que su inhibicién afecta la
contraccion isométrica, generando contracciones similares a las observadas en

musculos fatigados (disminucion en la tension y contraccién, e incremento en el

71



tiempo de relajacion de las contracciones), ademas disminuye la concentracion de

ATP e incrementa el fosfato inorganico (Pi) y disminuye el pH [160].

8.6 Agregados de Ca en la médula espinal y sinapsis de Zn en el cerebro

Nuestras observaciones muestran que, la médula espinal contiene mayor
contenido de Ca en comparacién al cerebro, sin embargo, este se encuentra en
forma de agregados. Estas -calcificaciones son estructuras que han sido
previamente observadas en animales [160] y humanos, principalmente en la
region aracnoides de la médula espinal [103, 161-164]. Sin embargo, hasta ahora
no se dispone de una explicacion causal para estos agregados [163-165], la edad
[161], el depodsito sistémico general de Ca, traumatismos espinales [166],
meningitis 0 aracnoiditis terminal han sido relacionados con estas osificaciones.
De la misma manera han sido reportados en pacientes, sin que estos representen
una significancia patologica [167]. Agregados de Ca previamente identificados en
la médula espinal humana han sido clasificados segun el tamafio y sintomas que
producen [168]. La calcificacion tipo | se asocia con calcificacion microscopica,
tipicamente asintomatica y encontrada incidentalmente durante una cirugia de
columna o en una autopsia. El tipo Il consiste en una pieza calcificada mas
gruesa, que puede comprimir la médula espinal. Las placas de tipo Ill son las
menos comunes Yy suelen ser masas circunferenciales mas grandes de la
aracnoides alrededor de la médula espinal. Los agregados de Ca mas grandes
observados en las secciones de rata presentadas aqui (Fig. 13B) se parecen en
su mayoria a osificaciones de Tipo I, aunque es muy probable que también estén

presentes calcificaciones de Tipo .

Otro resultado que obtuvimos fue que el cerebro contiene el doble de
concentracion de Zn por peso seco en comparacion con la médula espinal (Figura
12B y E). El descubrimiento de altos niveles de zinc en las vesiculas sinapticas de

las neuronas dentro de la corteza cerebral de los mamiferos fue reportado en 1955
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[169]. Estad bien establecido que el Zn enriquece las sinapsis glutamatérgicas
principalmente en el hipocampo [170, 171] y la corteza [170] debido al
transportador de zinc 3 (ZnT3) que empaqueta el Zn en vesiculas sinapticas [172].
No todas las sinapsis glutamatérgicas contienen Zn; sin embargo, recientemente
se demostré que aproximadamente el 34 % de todas las vesiculas sinapticas en el
cerebro de la rata coexpresan el transportador vesicular de glutamato, VGLUTL1, y
ZnT3 [173]. Si bien se sabe que el Zn liberado sinapticamente inhibe a los
receptores postsinapticos [174, 175], hallazgos recientes muestran que el Zn
presinaptico facilita el contenido del glutamato vesicular [176] y, por lo tanto,
aumenta alrededor de un 20 % el tamafio cuantico postsinaptico [173]. Aqui,
hemos desarrollado una metodologia para comparar los resultados obtenidos por
dos métodos, por un lado la técnica ICP nos da informacion de la concentracion
total del elemento presente en la muestra y por otro lado la microscopia de
fluorescencia de rayos X, nos muestra la ubicacién geogréafica del elemento, al
juntar los datos de ambas metodologias la predicciéon es que las vesiculas de Zn,
constituyen la mayor poblacién de vesiculas en el cerebro, lo que puede explicar la
alta concentracion de este ion en la region. Una hipdtesis que surge de este
trabajo es que el tipo de vesicula sindptica que contiene VGLUT1 y ZnT3 no es
abundante en la médula espinal, lo que lleva a una menor concentracion de Zn en
la médula espinal que en el cerebro. Experimentos realizados por colaboradores
en el laboratorio han mostrado que las diferencias que reportamos en rata, son
conservadas en el ratbn. Ademas, actualmente hay experimentos en curso para
identificar la presencia del transportador ZnT3 en la medula espinal. Proponemos
que, ZnT3 en médula espinal se encuentra ausente o muy disminuido en

comparacion con su abundante expresion en el cerebro [173].

8.7 La proteémica del suero sugiere hemolisis intravascular en los
animales R

Contrario a lo que suponiamos, los resultados observados en el analisis de

metalémica en el suero mostrd6 que no hay diferencias en la concentracion de
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metales entre los animales sometidos a restriccion alimenticia vs los animales
controles. Estos resultados per se no nos ayudaban a explicar el mecanismo de
redistribucién de metales entre los 6rganos.

Los metales en fluidos y 6rganos biolégicos, se unen a diversas proteinas
esenciales para regular las reacciones bioldgicas y las funciones fisiolégicas en
células y drganos [177]. A través del estudio de proteGmica en suero,
esperdbamos encontrar proteinas que nos ayudaran a explicar los cambios
observados en los distintos érganos. A menudo no se aprecia que la inflamacion
desemperia un papel importante en la fisiopatologia de la desnutricion, y se asume
que la pérdida de peso es el criterio mas importante para un estado de
desnutricion [178]. En la siguiente discusion, mostramos una breve introduccién
sobre los complejos proteicos o0 los procesos fisiolégicos que involucran a varias
proteinas cuya concentracion en el suero se vio afectada al alza o a la baja en los

animales R comparados con los animales C.

El sistema del complemento humano comprende una familia de proteinas que son
esenciales para la respuesta inmunitaria humana contra las infecciones [108]
porque favorece la generacion de anticuerpos y la memoria inmunolégica [179]. La
activacion no deseada del complemento en las propias células del cuerpo es un
factor patoldgico clave en un amplio espectro de enfermedades inmunitarias,
incluidas las autoinmunes, inflamatorias y las degenerativas [180-182]. Por esta
razén el proceso de activacion del Complemento esta regulado en todas sus
etapas por multiples proteinas que evitan que se active sobre sus propias células y

tejidos.

Actualmente se reconocen tres vias de activacion del complemento; éstas son la
via clasica, dependiente de complejos antigeno-anticuerpo o por la proteina C
reactiva; la via alterna, iniciada por sustancias localizadas en la superficie de
microorganismos Y la via de la lectina que se une a la manosa (LUM), conocida
también como la via clasica independiente de anticuerpos [183]. La via clasica del
complemento se desencadena cuando los anticuerpos de clase I1gG o

inmunoglobulina M (IgM) se unen a la superficie celular y termina con la lisis de la

74



célula [183, 184]. Las enzimas convertasas cumplen un papel central en la
cascada del complemento. Las convertasas C3 escinden en C3a, una molécula
guimioatrayente, y C3b, que se une covalentemente a las superficies diana y
desencadena la fagocitosis. Las convertasas C5 escinden en Cba, un potente
mediador del reclutamiento de leucocitos y la inflamacién, y C5b, el iniciador del

complejo de ataque a la membrana y la lisis celular [185].

La regulacion de la Via Alternativa (VA) del Complemento es evolutivamente la
ma&s antigua y est4 permanentemente activada en el plasma debido a la hidrolisis
espontdnea de un enlace tioéster interno en algunas moléculas de C3.
Normalmente, esta activacion basal de la VA no supera un umbral perjudicial,

gracias a la existencia de componentes del Complemento que la regulan [179].

Cualquier situacion, genética o adquirida, que altera la regulacion de la VA puede
provocar dafio autélogo por el Complemento, siendo el riién uno de los 6rganos
mas vulnerables [186, 187]. Las patologias renales comiunmente asociadas a la
desregulacion de la VA del Complemento son el Sindrome Hemolitico-Urémico
atipico (SHUa), la glomerulopatia C3 (GC3) y la nefropatia por IgA (NIgA). Muchos
de estos pacientes tienen variantes genéticas patogénicas 0 autoanticuerpos
circulantes que afectan al funcionamiento normal del Factor H (FH), principal
regulador de la VA del Complemento y capaz de controlar la activacion de C3
[179-188]. Como mencionamos previamente el factor H es la principal proteina
reguladora de la via alternativa del complemento y estd compuesto por 20
dominios de proteina de control del complemento (PCC) [189, 190]. Se sintetiza
principalmente en los hepatocitos, pero también se expresa en monocitos,
fibroblastos, células mesangiales, células endoteliales y células neuronales [191],
y se almacena en los granulos a de las plaquetas [192]. Los mecanismos por los
cuales las mutaciones del factor H pueden conducir a las diversas patologias
renales no se comprenden del todo, sin embargo, se han observado que las
mutaciones pueden causar un reconocimiento defectuoso del huésped, lo que
permite que el complemento se active en las células endoteliales del huésped

[193-203] y producir a una lesion vascular [196] causando la activacion plaquetaria
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[203]. Cuando se analiz6 el suero de pacientes con SHUa los niveles de factor H
son casi indetectables, los niveles de C3 también muestran una disminucion entre
el 30% al 50% [188, 201]. Al realizar la prueba de hemolisis de eritrocitos ovinos
[204-206], los resultados indican que el factor H del paciente tiene una capacidad
disminuida para proteger los eritrocitos, lo que permite que ocurra la hemolisis

mediada por el complemento [189].

Durante la hemdlisis intravascular, la hemoglobina se libera en el plasma donde
normalmente es eliminada por los secuestradores de hemoglobina: haptoglobina.
El complejo haptoglobina-hemoglobina expone un neoepitopo que es reconocido
por el receptor eliminador de hemoglobina, CD163, en la superficie de los
monocitos/macréfagos, que se une al complejo con alta afinidad y media la
endocitosis y degradacion de la haptoglobina-hemoglobina [207]. Dado que la
haptoglobina no se recicla, la formacion de grandes cantidades de complejos de
haptoglobina-hemoglobina conduce a un rapido agotamiento de la haptoglobina
[208]. La hemoglobina también libera hemo férrico en la oxidacion, que se une a la
hemopexina y es degradado por los hepatocitos en el higado. La hemdlisis
excesiva satura y agota estos sistemas de eliminacion de hemoglobina y conduce
a una acumulacién de hemoglobina y hemo en el plasma y orina. La hemoglobina
plasmatica y el hemo median efectos proinflamatorios, proliferativos y
prooxidantes directos en las células endoteliales de los vasos. El exceso de
hemoglobina plasmatica puede contribuir a la activacion plaquetaria y a la
trombosis. La funciobn de la hemoglobina sobre la funcion plaquetaria
probablemente esté mediada por la eliminacion del 6xido nitrico. En modelos
animales, la reduccion del 6xido nitrico provoca aumentos en los productos de
division de fibrina y en los complejos de trombina-antitrombina, lo que conduce a
importantes depdésitos de fibrina y formacion de trombos [209]. Diversos autores
reportan que los niveles elevados de PLA2G7 han sido fuertemente implicados
como un factor de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis [210-217]. La placa

aterosclerotica tiene 3 componentes principales:

1. Lipidos;
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2. Células inflamatorias y musculares lisas;

3. Una matriz de tejido conectivo que puede contener trombos en diversas etapas

de organizacion y depositos de calcio [218].

La coagulacion y la fibrindlisis estdn generalmente relacionadas con la iniciacion y
progreso de la ateroesclerosis, a través de la formacién de deposiciones de fibrina
dentro de la superficie arterial. Niveles elevados de fibrinbgeno en plasma son un
factor de riesgo para la progresion de la ateroesclerosis y enfermedades

cardiovasculares, incluidas enfermedades de arterias oclusivas periféricas.

Por su parte, la fibulina-1 se une al fibrinbgeno y puede aislarse de la sangre en
complejo con el fibrinbgeno [219]. Ademds, puede favorecer la union de las
plaquetas a través de un puente de fibrinbgeno a la integrina plaquetaria o533
[220].

Estudios han demostrado que, si bien una persona puede ser portadora de la
mutacion del Factor H de Complemento, se requiere un desencadenante para que
ocurra el SHUa [221-223]. Este desencadenante sugerimos podria ser la dieta,
debido a que la restriccion alimenticia podria estar interviniendo en la sintesis de
proteinas del complemento, en las inmunoglobulinas y citoquinas, vulnerando de
cierta manera el sistema inmunolégico del animal. Si bien se ha reportado que la
privacion de nutrientes es una causa frecuente de inmunodeficiencias que
conducen a un aumento de la frecuencia y gravedad de las infecciones, nosotros
sugerimos que estas modificaciones podrian deberse a la necesidad de aumentar

las vias por las cuales obtener nutrientes.

La proteina BPIFA2 tiene propiedades surfactantes en la saliva [224], ademas se
ha reportado su unidon a Candida [225] Lipopolisacarido (LPS) [226] y bacterias
[203] en este ultimo caso generando aglutinacion bacteriana en concentraciones
relativamente altas de BPIFA2 [105].

Con el marco tedrico presentado arriba, podemos evaluar los resultados alojados

de la protedmica en los sueros de las ratas del grupo R en comparacién con
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aguellas ratas del grupo C que se evaluaron a los 90 dias de edad. Nuestros
resultados sefialan que, a causa de la restriccion de alimento, los niveles de la
proteina BPIFA2 incrementan en el suero, sugiriendo que a causa de este
incremento existe una mayor permeabilidad para el suero, probablemente para
favorecer la endocitosis y extraccion de nutrientes, sin embargo, de forma
simultdnea permitiria el paso de agentes infecciosos. De tal forma que este
proceso desencadena la “activaciéon” del SHUa y con ello todos los procesos de

cadena previamente sefialados.

Especificamente, se ve la combinacion al alta de hemoglobina (ambas
subunidades) y a la baja de haptoglobina y hemopexina que en su conjunto es el
diagndstico clinico de hemodlisis intravascular. Suponemos que el incremento de
BPIFA2 también contribuye a este fendmeno promoviendo la aglutinacion de
eritrocitos viejos y promoviendo su hemodlisis afuera del bazo. El hecho que el
reciclaje de los eritrocitos en el bazo esta disminuido explicaria también que no
aumenta en ese organo el hierro. A la vez, la captura de hemopexina por el higado
podria explicar el aumento de hierro en ese 6rgano.

La disminucién del factor de complemento H y de la convertasa C3/C5 en el suero
de las ratas R en combinacién con el incremento de fibrinogeno y fibulina-1 y
proteinas de adhesion extracelular estdn compatibles con la hipotesis que el
complemento se utiliza para remover los eritrocitos que se hemolizan. La ausencia
de indicadores inflamatorios y de estrés oxidativo, por otro lado, sugieren que la
hemolisis observada por restriccion alimenticia, esta quizas controlada a nivel
fisiolégico. ¢ Es posible que los eritrocitos y en particular la hemoglobina sirvan
como una fuente de aminoacidos para los animales R? El hecho que estos
animales viven y alcanzan edades mayores a sus pares del grupo C es un indicio
adicional de que la hemolisis intravascular observada podria servir como un

mecanismo adaptivo para prevenir la inanicién.

Se requieren mas estudios para completar la descripcion de los cambios en la
fisiologia del animal R. Sugerimos realizar estudios adicionales de protedmica en

organos claves como lo son el rifién y el higado y ademas estudiar los parametros
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de hemograma en los animales R. La hemdlisis intravascular deberia causar
anemia si es un estado patolégico; en contraste si es un mecanismo adaptativo,
como aqui proponemos, los animales R tendran pardmetros normales en su

contenido de hemoglobina y glébulos rojos.
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Figura 18. Hemdlisis intravascular como efecto de la activacion descontrolada de la via del

complemento.
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9. Resumen y conclusiones

Este es el primer estudio que analiza la concentracion de varios metales
simultaneamente en un modelo de restriccion alimenticia. La restriccion del 50%
de alimento empleada en este protocolo disminuye sustancialmente (60-70 %) el
peso de los animales restringidos, pero no afecta de forma generalizada la
concentracion de metales en los 6rganos de la rata ni a los 60 ni a los 90 dias de
edad. Ademas, encontramos que el sexo no es una variable determinante en el
contenido de metales en los varios 6rganos. La robustez con la que los animales
pueden regular las concentraciones de metales, aun alterando su ingesta de
macro Yy micronutrientes diaria es notable. Si bien, la diferencia entre la
composicidén corporal es evidente entre ambos grupos, suponiamos que restringir
la ingesta de alimento podia influir negativamente en la ingesta total de nutrientes
y con ello ver alteracion en la concentracién de elementos, sin embargo, solo
observamos cambios muy especificos en algunos de los 6rganos analizados
(Figura 19). Probablemente existe un proceso de adaptacion celular y sistémica en
los diferentes 6rganos de la rata desnutrida, independientemente del sexo, que no
permite la interrupcion de la homeostasis de los metales.

Proponemos que hay disminucion en la excrecion de los metales por la via biliar
en higado y por el jugo pancreético a través del pancreas exocrino. Queda
investigar si los cambios observados en el contenido de los metales se deben a

modificaciones en la actividad de sus respectivos transportadores [228].
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Cambios 6rgano- especificos

CAMBIOS POR DIETA
~70% DIFERENCIA DE PESO RINONES HIGADO

¢ N &1

PANCREAS

tAII elements

CONTROL RESTRICCION CALORICA CRONICA

CAMBIOS POR ORGANO

Ty

RINONES SOLEO CEREBRO MEDULA ESPINAL

Figura 19. Resumen de los cambios observados a los 60 y 90 dias. El primer cambio producido
a causa de la restriccion alimenticia fue la diferencia de peso (aproximadamente el 70%) en
machos y hembras. El rifion se vio afectado al mostrar menor concentracion de Cu respecto a los
valores C, sin embargo fue el 6rgano con los mayores niveles del metal respecto al resto de
Organos analizados. Pancreas e higado mostraron mayores concentraciones de practicamente
todos los elementos analizados, probablemente estén actuando como sitios de reserva ante una
posible desnutricion. Por otra parte el musculo s6leo mostré los valores mas altos de Zn respecto al
resto de musculos y finalmente el cerebro almacena 2 veces mas concentracion de Zn comparado
a la medula espinal, mientras la medula almacena hasta 9 veces mas calcio que el cerebro.

Con base a nuestros resultados obtenidos resumimos y concluimos lo siguiente:

1. No existen diferencias notables en la concentracibn de metales entre

hembras y machos en los 13 6rganos analizados.

2. Existen pocas diferencias en la concentracion de metales de animales
control y sometidos a restriccion alimenticia cronica, siendo mas bien
diferencias 6rgano-especificas. El pancreas y en segundo lugar el higado
fueron los érganos mas afectados, incrementando el contenido de los
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metales por gramo de peso seco, resultados observados tanto en los
animales a los 60 como a los 90 dias de edad. Los datos obtenidos del
suero de los animales restringidos de 90 dias de edad, tampoco mostraron
cambios en la concentracion de metales respecto a los datos de suero
control. Por lo tanto, se concluye que la restriccion cronica de alimento no

disminuye la concentracion de metales en los 6rganos.

La protedmica en suero mostré presencia de hemolisis intravascular y la
activacion del Sistema de Complemento. Sugerimos que la restriccion
alimenticia es el factor desencadenante a esta via posiblemente como

mecanismo adaptativo a la desnutricion.

El pancreas restringido tiene mayor cantidad de metales comparado con su
control. El analisis histolégico nos mostré que la restriccion de alimento
influye negativamente en el nimero y tamafio de los Islotes de Langerhans,
sin embargo, no tenemos pruebas que indiquen si su funciébn se ve
alterada. Los acinos pancreaticos a su vez, no muestran diferencias en
tamafo comparado a los acinos control. Faltan estudios que describan si el
pancreas endocrino, exocrino 0 ambos son los responsables de la

acumulacion de metales.

El rifdén guarda mas Cu que el resto de los érganos analizados. Ademas
observamos que la acumulacién de Cu en el rifién del animal con restriccion
de alimento es menor comparado con los niveles obtenidos en los rifiones
controles. Simultaneamente el higado de los animales R muestra mayor
concentracion de Cu comparado al higado control. Falta evidencia que
describa si el sitio de almacenaje de este elemento es el rifion, pero nuestro

estudio apoya esta hipotesis.
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6. La restriccion alimenticia ademas afecta los niveles de Fe en el bazo, los
animales restringidos mostraron una menor concentracion de Fe en este
organo, lo que es consistente con el menor reciclaje de glébulos rojos

dentro del sistema vascular en los animales del grupo R.

7. La médula espinal posee aproximadamente 9 veces mas calcio comparada
con el cerebro. Nuestros resultados de la microscopia de fluorescencia de
rayos X, muestra que este ion se distribuye en forma de agregados,
ubicados de forma aleatoria a lo largo de la médula. El modelo matematico
indica que estas estructuras constituyen de un 0 - 3% total del 6rgano.
Aunque estas calcificaciones se han observado con anterioridad en la

literatura, su procedencia y funcion biologica, son desconocidas.

8. A su vez, el cerebro concentra 2 veces mas Zn que la médula espinal, este
elemento se encuentra principalmente en la zona de sinapsis de Zn. Este
resultado sugiere que la modulacion del sistema glutamatergico por el Zn
quizas esté presente principalmente en el cerebro. Queda considerar las
consecuencias fisiologicas para la comunicacion neuronal en la médula

espinal en futuros trabajos.

9. El muasculo séleo es el musculo que guarda la mayor concentracién de Zn.
Los cambios observados en los musculos EDL, gastrochnemio y séleo
debido a la restriccion de alimentos en los 60 dias de edad, fueron los
Unicos resultados no conservados a los 90 dias de edad. Sin embargo,
estudios previos han mostrado que a los 60 dias de edad las fibras
musculares estan todavia en etapas plasticas y quizas a esto se deben las

diferencias en la respuesta de cada tipo muscular en esta etapa.

10.Los estudios de metalémica son una parte integral que debe de acompafar
a los estudios de la expresion génica y del protebma como la base sobre la

cual se desarrolla la fisiologia del animal.
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10.Perspectivas

Hasta ahora, podemos concluir que el protocolo de restriccion alimenticia
empleada en este estudio, en general, no es lo suficiente restrictivo para modificar
la concentracion de metales a lo largo de trece 6rganos analizados, sin embargo,
con base a nuestros resultados, es necesario realizar una serie de experimentos
que permitan explicar como ocurre el mecanismo homeostatico en el organismo

del animal desnutrido.

Pruebas en sangre para analizar el hematocrito, la concentracion de glucosa e
insulina, ademas de la concentracion de urea, la creatinina y marcadores de
inflamacion podrian ser importantes para analizar el funcionamiento adecuado de
algunos organos, como el pancreas, higado y rifidn, dérganos principalmente

afectados debido a la restriccion de alimento.

Ademas, el realizar mediciones de las concentraciones de cobre y albumina en

orina y heces, complementarian la evaluacion del funcionamiento hepatico y renal.

Finalmente, evaluar mediante microscopia de fluorescencia de rayos X rebanadas
de pancreas, es necesario para ayudar a identificar las regiones anatomicas del

organo gue concentran la mayor cantidad de metales.
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ANEXO 1. Resultado de las

Organs analyzed by ICP-OES

Control_Small intestine
Restricted Diet_Small intestine

C_Large intestine
R_Large intestine

C_Liver
R_Liver
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C_Pancreas
R_Pancreas

C_Heart
R_Heart
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C_Brain
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C_Spinal cord
R_Spinal cord
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0.31
0.35

0.25
0.26

5.99
1.84

R9

0.69
0.41

131
0.76

0.09
0.08

0.27
0.26

0.37
0.67

0.26
0.18

0.23
0.35

0.24

0.27

0.34

0.29
0.29

0.33
0.31

3.59
2.55

R10 R11
MALES
035 050
0.66  0.83
158 212
181 140
0.11 0.20
019 021
0.47 047
0.46  0.42
0.43 037
0.26  0.26
0.16 0.12
022 013
028 027
031 029
0.34 0.40
0.43 029
0.26  0.22
0.26  0.20
131 0.24
031 033
039 032
0.37 030
0.59  0.46

6.27
3.38 146

R12

0.31
0.52

1.30
1.86

0.14
0.11

0.48
0.55

0.44
0.25

0.18
0.22

0.29
0.39

0.28
0.43

0.34
0.33

0.34
0.23

0.23
0.51

0.27
0.28

Ca concentration (mg) / dry mass (g)

R13

0.37
0.30

0.27
0.30

0.21
0.16

R14

0.36
0.31

0.36
0.44

0.35
0.28

R15

0.36
0.43

R16

0.31
0.42

R17

0.37
0.52

R18

0.28
0.73

R19

0.28
0.29

R20

Ratl

0.50
0.35

1.27
0.68

0.10
0.08

0.37
0.33

0.32
0.25

0.26
0.32

0.31
0.38

0.21
0.22

0.18
0.54

0.15
0.17

0.12
0.35

0.24
0.76

8.87
1.38

R2

0.34
0.44

0.73
0.60

0.10
0.08

0.25
0.27

0.34
0.34

0.24
0.22

0.33
0.38

0.18
0.41

0.14
0.47

0.15
0.63

0.14
0.18

0.22
0.26

4.02
2.19

R3

0.33
0.53

0.63
0.56

0.08
0.09

0.27
0.25

0.36
0.40

0.24
0.22

0.28
0.44

0.28
0.21

0.22
0.30

0.17
0.19

0.21
0.12

0.29
0.25

0.74
1.48

R4

0.42
0.45

0.93
0.80

0.13
0.12

0.38
0.32

0.28
0.37

0.17
0.19

0.29
0.36

0.19
0.22

0.22

0.26

0.09

0.15

0.32

0.19

2.81
0.32

R5 R6
FEMALES
052 047

0.45
070 1.24
0.85
015 0.13
0.16 0.14
0.37 0.38
0.36  0.40
035 0.34
028 0.34
0.16  0.19
0.16
025 026
0.35
0.18 0.18
0.16
0.23 0.26
026 022
1.06
0.16 0.14
019 081
0.31
0.74 342
2.23

R7

0.35
0.51

1.09
1.24

0.17
0.14

0.38
0.45

0.28
0.38

0.14

0.18

0.41

0.20
0.28

0.22
0.12

0.24
2.03

0.30
0.32

0.26
0.59

12.99
14.10

R8

0.45
0.75

1.25
115

0.18
0.14

0.36
0.44

0.34
0.30

0.15
0.20

0.13
0.44

0.28
0.26

0.26
0.48

0.33
0.31

0.27
0.31

2.27
0.35

0.98
0.53

115

R9

0.37
0.52

0.95
1.10

0.14
0.18

0.38
0.43

0.34
0.33

0.16
0.13

0.18
0.49

0.22
0.22

0.34
0.89

0.33
0.61

0.27
0.42

0.69
0.35

4.85
0.90

R10

0.29
0.53

0.80
0.70

0.17

0.42

0.36

0.16

0.12

0.14
0.39

0.39
0.21

0.35
0.44

0.30
0.37

0.18
0.25

0.73
0.31

3.14
1.86



Organs analyzed by ICP-OES
Control_Small intestine
Restricted Diet_Small intestine

C_Largeintestine
R_Large intestine

C_Liver
R_Liver

C_Lungs
R_Lungs

C_Kidney
R_Kidney

C_Spleen
R_Spleen

C_Pancreas
R_Pancreas

C_Heart
R_Heart

C_EDL
R_EDL

C_Gastrocnemius
R_Gastrocnemius

C_Soleus
R_Soleus

C_Brain
R_Brain

C_Spinal cord
R_Spinal cord

Rat 1

0.0051
0.0042

0.0052
0.0036

0.0139
0.0280

0.0058
0.0047

0.0213
0.0374

0.0025
0.0032

0.0175
0.0146

0.0032
0.0005

0.0058
0.0050

0.0180
0.0058

0.0083
0.0099

0.0050
0.0050

R2

0.0058
0.0052

0.0064
0.0047

0.0147
0.0180

0.0078
0.0047

0.0242
0.0306

0.0018
0.0072

0.0159
0.0185

0.0030
0.0016

0.0060
0.0046

0.0054
0.0075

0.0099
0.0117

0.0050
0.0060

R3

0.0056
0.0063

0.0024
0.0048

0.0175
0.0415

0.0061
0.0084

0.0225

0.0424

0.0002

0.0025
0.0021

0.0172
0.0170

0.0054
0.0024

0.0075
0.0041

0.0091

0.0092

0.0110

0.0170
0.0060

R4

0.0024

0.0137

0.0168

0.0077
0.0172

0.0054
0.0066

0.0343
0.0323

0.0110
0.0039

0.0208
0.0188

0.0069
0.0063

0.0074
0.0053

0.0126
0.0193

0.0102
0.0131

0.0240
0.0120

RS

0.0021
0.0007

0.0093
0.0178

0.0086
0.0130

0.0056
0.0058

0.0410

0.0086

0.0084

0.0032
0.0049

0.0244
0.0227

0.0052
0.0061

0.0062
0.0051

0.0076
0.0013

0.0091
0.0130

0.0120
0.0060

R6

0.0026

0.0095

0.0091

0.0485

0.0093

0.0034

0.0059

0.0222

0.0036

0.0054

0.0058

0.0183

0.0160

R7

0.0066
0.0095

0.0078
0.0139

0.0142
0.0199

0.0057
0.0061

0.0529
0.0273

0.0071
0.0063

0.0037
0.0060

0.0133
0.0181

0.0071
0.0009

0.0062
0.0048

0.0079
0.0104

0.0136
0.0067

0.0010
0.0040

R8

0.0086
0.0113

0.0088
0.0092

0.0127
0.0170

0.0069
0.0055

0.0622
0.0329

0.0076
0.0078

0.0178
0.0180

0.0097
0.0011

0.0089
0.0053

0.0061
0.0217

0.0119
0.0133

0.0030
0.0020

R9

0.0095
0.0101

0.0107
0.0095

0.0120
0.0180

0.0065
0.0067

0.0505
0.0294

0.0098
0.0071

0.0188
0.0242

0.0064
0.0008

0.0132
0.0074

0.0070
0.0086

0.0123
0.0129

0.0050
0.0030

R10

R11

MALES

0.0106
0.0096

0.0289
0.0160

0.0204
0.0197

0.0047
0.0057

0.0386
0.0209

0.0043
0.0026

0.0023
0.0025

0.0268
0.0284

0.0050
0.0163

0.0163
0.0067

0.0070
0.0100

0.0141
0.0154

0.0036
0.0043

0.0096
0.0088

0.0164
0.0109

0.0140
0.0195

0.0039
0.0051

0.0569
0.0201

0.0050
0.0021

0.0026
0.0026

0.0279
0.0294

0.0058
0.0057

0.0103
0.0056

0.0058
0.0072

0.0133
0.0138

0.0019
0.0039

R12

0.0074
0.0094

0.0098
0.0173

0.0239
0.0186

0.0039
0.0035

0.0493
0.0216

0.0069

0.0017

0.0052

0.0276
0.0263

0.0061
0.0063

0.0119
0.0054

0.0105
0.0094

0.0138
0.0145

0.0035
0.0036

Cu concentration (mg) / dry mass (g)

R13

0.0059
0.0171

0.0071
0.0065

0.0111
0.0092

R14 R15 R16 R17 R18

0.0061 0.0050 0.0049 0.0051 0.0099
0.0064 0.0033 0.0142 0.0100 0.0117

0.0088
0.0057

0.0110
0.0138

R19 R20

0.0071  0.0077
0.0085 0.0100

Ratl

0.0086
0.0096

0.0092
0.0096

0.0135
0.0220

0.0074
0.0061

0.0459
0.0422

0.0065
0.0077

0.0038
0.0061

0.0197
0.0188

0.0043
0.0060

0.0039
0.0046

0.0056
0.0057

0.0129
0.0127

0.0022
0.0027

R2

0.0082
0.0094

0.0115
0.0083

0.0126
0.0193

0.0057
0.0060

0.0540
0.0245

0.0072
0.0071

0.0044
0.0078

0.0193
0.0164

0.0054
0.0060

0.0045
0.0031

0.0058
0.0050

0.0121
0.0131

0.0023
0.0014

R3

0.0100
0.0100

0.0100
0.0100

0.0127
0.0186

0.0100
0.0100

0.0400
0.0300

0.0100

0.0100

0.0100

0.0200
0.0200

0.0100
0.0100

0.0100

0.0100

0.0100

0.0100
0.0100

R4

0.0087
0.0119

0.0125
0.0129

0.0140
0.0186

0.0066
0.0064

0.0434
0.0380

0.0054
0.0046

0.0045
0.0054

0.0195
0.0197

0.0039
0.0088

0.0054
0.0057

0.0058
0.0125

0.0103
0.0121

0.0052
0.0052

RS

R6

FEMALES

0.0092
0.0089

0.0087
0.0146

0.0152
0.0199

0.0074
0.0084

0.0909
0.0256

0.0053
0.0045

0.0043
0.0048

0.0216
0.0188

0.0043
0.0725

0.0057
0.0043

0.0045
0.0107

0.0104
0.0157

0.0047
0.0063

0.0082

0.0138

0.0158

0.0231

0.0066
0.0091

0.0709

0.0386

0.0050

0.0040

0.0206

0.0053

0.0073

0.0043

0.0110

0.0066

R7

0.0036
0.0010

0.0167
0.0073

0.0180
0.0260

0.0092
0.0093

0.0491
0.0287

0.0025
0.0094

0.0008
0.0030

0.0208
0.0223

0.0006

0.0055

0.0073

0.0077
0.0063

0.0113
0.0104

R8

0.0019
0.0023

0.0162
0.0097

0.0169
0.0270

0.0054
0.0096

0.0913
0.0342

0.0037
0.0028

0.0008
0.0014

0.0215
0.0232

0.0061
0.0071
0.0065

0.0064
0.0094

0.0090
0.0103
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R9

0.0003
0.0016

0.0160
0.0084

0.0176
0.0276

0.0070
0.0079

0.0387
0.0358

0.0075
0.0105

0.0012
0.0019

0.0213
0.0210

0.0065
0.0121

0.0055
0.0052

0.0062
0.0056

0.0099
0.0105

R10

0.0024
0.0014

0.0104
0.0076

0.0184

0.0089

0.0744

0.0036

0.0020

0.0006
0.0036

0.0291
0.0249

0.0063

0.0097

0.0050

0.0045

0.0092
0.0115



Organs analyzed by ICP-OES
Control_Small intestine
Restricted Diet_Small intestine

C_Large intestine
R_Large intestine

C_Liver
R_Liver

C_Lungs
R_Lungs

C_Kidney
R_Kidney

C_Spleen
R_Spleen

C_Pancreas
R_Pancreas

C_Heart
R_Heart

C_EDL
R_EDL

C_Gastrocnemius
R_Gastrocnemius

C_Soleus
R_Soleus

C_Brain
R_Brain

C_Spinal cord
R_Spinal cord

Rat 1

0.080

0.140

0.080
0.080

0.490
0.330

0.600
0.260

0.170
0.260

0.740
0.530

0.047
0.057

0.520
0.320

0.060
0.060

0.047
0.036

0.128
0.051

0.100
0.080

0.120
0.060

R2

0.120

0.110

0.090
0.100

0.650
0.320

0.410
0.500

0.260
0.360

0.770
0.490

0.069
0.064

0.540
0.320

0.070
0.080

0.040
0.040

0.055
0.051

0.090
0.090

0.120
0.080

R3

0.090
0.070

0.070
0.100

0.460
0.270

0.410
0.300

0.220
0.330

0.560

0.071

0.106

0.410
0.420

0.050
0.080

0.041
0.033

0.077

0.090

0.090

0.130
0.070

R4

0.070

0.090

0.190
0.150

0.370
0.550

0.860
0.850

0.270
0.280

1.120
1.280

0.065
0.079

0.560
0.420

0.070
0.070

0.060
0.030

0.060
0.050

0.100
0.230

0.090
0.100

RS

0.060

0.090

0.120
0.230

0.280
0.720

0.910
0.740

0.210

0.970

1.260

0.070
0.075

0.340
0.640

0.050
0.070

0.050
0.030

0.070
0.040

0.050
0.080

0.080
0.070

R6

0.070

0.270

0.720

0.250

1.030

0.092

0.340

0.060

0.040

0.060

0.050

0.110

0.040
0.030

R7

0.050

0.060

0.050
0.060

0.260
0.740

0.390
0.340

0.170
0.250

0.600
0.710

0.051
0.066

0510
0.340

0.040
0.050

0.030
0.040

0.060
0.050

0.100

0.040
0.030

R8

0.050

0.070

0.050
0.060

0.270
0.740

0.400
0.440

0.200
0.220

0.800
0.810

0.037
0.084

0.780
0.420

0.040
0.040

0.050
0.030

0.040
0.060

0.090
0.090

0.060
0.040

R9

0.060

0.090

0.050
0.060

0.280
0.790

0.340
0410

0.150
0.250

0.860
0.670

0.046
0.065

0.520
0.410

0.040
0.040

0.030
0.050

0.040
0.060

0.080
0.090

0.040
0.050

R10 R11
MALES
0.150  0.140
0.110  0.080
0090 0.130
0.090  0.060
0370  0.540
0480  0.440
0590  0.680
0520  0.440
0520  0.610
0430  0.400
1.000 1.100
0540  0.630
0070  0.110
0120 0.110
0360  0.340
0270  0.270
0.040  0.040
0.030  0.040
0.040  0.050
0.040  0.030
0.040  0.050
0.040  0.050
0.070  0.070
0.080  0.070
0.040  0.040
0.040  0.060

R12

0.080

0.160

0.060
0.110

0.460
0.870

0.490
0.280

0.520
0.460

0.880
0.980

0.060
0.190

0.260
0.360

0.030
0.030

0.076
0.040

0.105
0.044

0.080
0.100

Fe concentration (mg) / dry mass (g)

R13

0.040
0.050

0.067
0.035

0.086
0.045

R14

0.040
0.040

0.053
0.048

0.102
0.067

R15

0.040
0.070

R16

0.040
0.050

R17

0.040
0.040

R18

0.088
0.053

R19

0.066
0.039

R20

0.052
0.052

Ratl

0.048

0.069

0.065
0.064

0.492
1671

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

R2

0.056

0.090

0.052
0.060

0.523
1119

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

R3

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

R4

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

R5 R6
FEMALES
0.078  0.082

0.085
0.046  0.077
0.059
0.606  0.746
1899 0749
0.358 0419
0371 0482
0232 0.258
0.243  0.379
0.694  0.896
0.691
0.066  0.060
0.087
0356  0.355
0.314
0.040  0.047
0.050
0.044  0.043
0.038
0.066  0.072
0.051
0.058  0.071
0.068
0.045  0.039
0.047

R7

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

R8

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
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R9

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

R10

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



K concentration (mg) / dry mass (g)

Organs analyzed by ICP-OES Rat 1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17 R18 R19 R20 Ratl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
MALES FEMALES

Control_Small intestine 138 150 132 8.5 8.5 8.6 5.0 6.2 6.4 8.1 7.7 4.6 5.8 6.7 6.8 103 104 102 101 106 108 104
Restricted Diet_Small intestine  17.0 159 15,0 10.1 9.9 7.0 7.1 7.2 7.3 4.9 8.3 7.4 7.6 6.6 116 108 7.2 104 104 104
C_Largeintestine 118 112 139 120 137 6.2 6.9 7.1 8.5 8.0 4.9 7.6 6.7 6.5 12.0 8.8 12.0 9.6 10.2 9.0 10.3
R_Large intestine 176 144 153 133 134 8.1 7.6 7.8 7.7 5.3 9.4 6.9 7.5 7.3 119 115 8.3 101 110 115
C_Liver 112 107 109 8.2 7.8 8.1 5.8 5.7 5.9 7.9 7.9 7.9 6.5 6.2 5.8 8.4 8.4 8.2 8.1 8.8 7.3 8.5
R_Liver 105 105 113 8.0 8.5 6.8 6.2 6.0 6.8 55 7.2 5.9 6.0 7.0 8.2 9.4 8.2 8.4 8.1 8.6
C_Lungs 124 125 119 135 132 131 7.1 7.0 7.1 4.2 2.8 2.1 6.7 6.8 6.9 9.5 100 101 105 9.3 9.6 10.1
R_Lungs 134 124 125 130 130 7.5 6.2 7.2 3.9 6.5 5.4 6.6 7.4 7.2 9.2 105 101 113 113 110
C_Kidney 9.7 115 122 8.4 7.5 8.3 6.5 7.2 5.8 7.9 8.0 7.9 52 6.9 7.0 8.3 9.2 9.1 8.4 102 102 8.9
R_Kidney 137 142 104 8.0 7.2 6.7 7.3 7.9 8.0 8.0 6.1 7.2 7.1 9.1 8.8 103 109 101 9.9
C_Spleen 195 191 203 171 151 169 9.7 101 110 114 108 103 9.4 9.9 101 145 143 142 125 126 128 120
R_Spleen 202 194 171 185 101 109 105 9.1 9.7 11.7 104 108 106 138 132 146 132 137 143
C_Pancreas 6.3 6.3 8.1 3.9 9.3 8.5 6.6 5.0 5.9 4.0 5.2 3.1 6.2 6.8 6.6 7.8 7.7 6.5 4.6 4.2 4.7 4.3
R_Pancreas 111 148 113 9.0 8.0 7.3 7.1 6.8 5.6 8.0 7.2 8.0 7.6 11.0 106 8.7 85 7.0 8.9
C_Heart 128 129 131 8.7 9.1 8.8 6.1 7.4 7.7 6.8 6.1 4.7 7.8 7.4 7.4 9.3 9.7 9.4 8.5 9.0 9.1 9.3
R_Heart 131 140 135 9.5 10.3 7.6 8.2 7.6 6.9 8.1 7.4 7.9 7.2 7.7 9.6 9.7 9.5 9.9 9.4 10.5
C_EDL 155 169 156 133 118 112 8.9 9.7 8.7 85 8.9 5.8 8.2 8.3 7.9 7.6 7.3 9.3 6.6 8.2 9.6 9.1 8.4 85 8.6 9.1 8.7 8.8 9.6 9.2
R_EDL 174 182 173 126 120 123 130 102 9.0 10.2 5.9 9.1 8.7 9.7 9.1 9.4 10.9 9.2 9.1 103 112 133 9.6 9.9 9.0 172 118 9.9
C_Gastrocnemius 8.2 8.4 9.0 8.3 8.2 8.3 8.4 7.7 8.0 8.0 7.6 8.6 8.5 6.3 7.6 8.3 8.6 8.2 7.9 8.4 9.1 8.7 7.5 8.9
R_Gastrocnemius 8.8 8.6 8.0 8.7 8.4 9.1 8.4 8.4 8.4 8.5 8.3 6.2 9.3 7.6 7.9 8.8 8.5 8.4 9.2 9.3 9.5 10.2
C_Soleus 15.2 6.8 8.6 6.8 7.7 7.2 7.5 7.8 7.9 8.2 8.2 8.3 7.4 85 8.0 7.3 7.5 6.6 5.6 7.6 8.8 8.2 7.9 7.0
R_Soleus 8.5 8.8 7.9 6.9 7.1 9.0 9.1 8.9 9.1 7.4 10.8 55 8.0 7.4 8.4 8.3 7.0 6.8 6.4 8.3 7.6 9.9
C_Brain 175 177 178 105 7.9 8.0 9.6 9.4 8.6 114 118 124 9.6 9.3 9.4 105 105 120 108 107 108 10.7
R_Brain 176 190 194 117 131 9.1 107 105 129 127 126 103 106 107 121 128 130 122 122 120
C_Spinal cord 8.5 8.0 9.6 8.1 9.0 5.3 5.3 5.7 6.9 6.7 6.9 5.6 5.9 53 7.8 7.4 8.1 6.4 6.6 6.3 6.4
R_Spinal cord 8.8 10.1 9.3 8.8 9.0 6.2 6.3 6.4 8.5 8.3 8.2 6.8 6.5 6.1 8.0 9.4 7.4 7.5 7.4 7.7
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Organs analyzed by ICP-OES

Control_Small intestine
Restricted Diet_Small intestine

C_Large intestine
R_Large intestine

C_Liver
R_Liver

C_Lungs
R_Lungs

C_Kidney
R_Kidney

C_Spleen
R_Spleen

C_Pancreas
R_Pancreas

C_Heart
R_Heart

C_EDL
R_EDL

C_Gastrocnemius
R_Gastrocnemius

C_Soleus
R_Soleus

C_Brain
R_Brain

C_Spinal cord
R_Spinal cord

Rat 1

1.07
134

1.09
127

0.85
0.83

0.67
0.74

0.76
0.94

107
124

0.57
0.95

1.03
1.03

128
131

1.00
110

1.96
0.86

0.76
0.72

0.81
0.75

R2

114
125

115
135

0.78
0.86

0.74
0.65

0.85
0.92

1.09
110

048
124

1.03
0.96

142
135

1.00
110

0.87
101

0.78
0.78

0.68
0.66

R3

0.96
1.26

0.97
151

0.88
0.92

0.66
0.70

0.91
115

120

0.67

148

110
0.93

1.30
1.26

110
1.03

1.07

0.79

0.79

0.84
0.69

R4

0.93
1.00

167
144

0.68
0.80

0.75
0.73

0.84
0.81

1.06
1.01

0.28
132

0.89
0.96

1.38
117

116
1.05

0.86
0.84

0.67
0.74

0.62
0.62

R5

0.85
1.01

1.03
177

0.73
0.78

0.77
081

0.74

0.87

1.08

1.02
0.98

091
1.03

118
113

115
1.05

1.04
071

0.50
0.88

0.75
0.76

R6

0.81

0.72

0.75

0.90

1.03

0.95

112

111

0.97

0.84

0.61

R7

0.62
0.98

0.96
116

0.66
0.83

0.62
0.66

0.92
1.02

111
1.04

1.02
114

0.72
0.95

1.06
119

0.93
0.98

0.78
0.95

081
0.68

0.58
0.52

R8

0.83
0.97

1.00
111

0.62
071

059
0.52

1.00
0.98

110
117

0.78
110

0.88
1.00

119
137

0.85
0.94

0.75
0.79

0.79
0.87

0.66
053

R9

0.88
0.96

119
115

0.66
0.75

0.61
0.64

0.85
112

123
114

0.88
1.03

0.99
1.02

1.07
116

0.89
0.90

0.76
0.82

0.72
0.85

0.62
0.56

R10 R11
MALES
0.92 0.86
117 0.99
1.07 151
122 1.07
0.69 0.67
0.74 0.83
0.56 0.50
0.61 0.59
0.79 0.79
0.88 0.80
0.88 0.79
0.82 0.87
0.74 0.74
111 1.04
0.93 0.90
0.97 0.93
114 119
0.92 1.00
0.91 0.88
0.89 0.92
081 0.84
0.82 0.67
0.78 081
0.86 0.84
0.61 121
0.64 0.64

R12

0.66
1.06

1.36
124

0.69
0.70

041
0.70

0.88
0.83

0.89
0.86

0.60
1.07

0.86
0.99

0.73
0.59

1.09
1.08

0.96
139

0.94
0.84

0.67
0.58

Mg concentration (mg) / dry mass (g)

R13

0.88
0.94

1.07
1.00

0.85
0.67

R14

0.82
0.90

0.90
1.16

1.06
0.96

R15

0.83
0.89

R16

0.79
0.86

R17

0.78
0.95

R18

121
148

R19

0.81
128

R20

1.02
1.04

Ratl

0.77
0.94

117
1.03

0.72
0.75

059
0.54

0.76
0.86

110
111

0.94
115

0.98
1.05

111
1.36

0.96
1.02

0.88
0.90

0.78
0.84

0.67
0.60

R2

0.84
0.98

0.96
1.08

0.67
0.72

057
0.65

0.98
0.98

1.08
111

1.04
118

0.97
0.91

101
147

1.00
0.76

0.88
0.92

0.77
0.86

0.60
0.62

R3

0.82
1.01

0.90
114

0.57
0.85

0.65
0.58

0.96
1.00

111
1.10

1.02
115

0.88
1.04

1.06
149

1.03
111

0.96
0.90

0.79
0.85

0.49
0.54

R4

0.82
0.96

111
0.98

0.63
0.69

0.55
0.49

0.73
0.82

0.94
0.85

0.78
114

0.79
0.81

111
110

112
1.07

0.89
0.73

0.58
0.68

0.57
0.49

R5 R6
FEMALES
0.89 0.87

0.98
0.82 127
1.01
0.66 0.67
0.81 0.82
059 058
0.60 0.72
0.85 0.85
0.82 1.08
0.92 0.93
0.81
0.79 0.70
1.05
0.86 0.85
0.82
1.09 123
113
111 118
1.02
0.77 0.99
0.65
0.58 0.68
0.72
051 0.60
0.60

R7

0.90
0.69

1.07
0.91

0.82
0.87

0.66
0.77

0.96
113

0.90
1.02

0.59
1.00

0.87
0.89

1.06
0.96

116
121

1.08
071

0.75
0.79

0.72
0.70

119

R8

0.99
111

110
1.07

0.91
091

059
0.85

115
110

0.95
0.88

0.52
1.04

0.94
0.98

1.07
2.09

112
112

0.95
0.94

0.79
0.78

051
047

R9

0.98
1.07

0.97
118

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
147

0.97
118

0.93
0.83

0.77
0.81

057
053

R10

0.95
111

1.03
113

0.91

0.64

1.01

0.92

0.98

0.54
1.07

0.99
1.02

113
129

117
1.29

0.77
112

0.77
0.81

053
0.56



Organs analyzed by ICP-OES
Control_Small intestine
Restricted Diet_Small intestine

C_Large intestine
R_Large intestine

C_Liver
R_Liver

C_Lungs
R_Lungs

C_Kidney
R_Kidney

C_Spleen
R_Spleen

C_Pancreas
R_Pancreas

C_Heart
R_Heart

C_EDL
R_EDL

C_Gastrocnemius
R_Gastrocnemius

C_Soleus
R_Soleus

C_Brain
R_Brain

C_Spinal cord
R_Spinal cord

Rat 1

0.0050

0.0060

0.0210
0.0090

0.0080
0.0080

0.0010
0.0010

0.0030
0.0030

0.0010

0.0023

0.0036

0.0010
0.0010

0.0003
0.0004

0.0004
0.0002

0.0010
0.0009

0.0015
0.0013

0.0014
0.0012

R2

0.0070

0.0060

0.0220
0.0220

0.0070
0.0080

0.0010
0.0010

0.0030
0.0040

0.0010
0.0010

0.0021
0.0056

0.0010
0.0010

0.0003
0.0005

0.0004
0.0003

0.0004
0.0008

0.0013
0.0014

0.0012
0.0025

R3

0.0050

0.0050

0.0250
0.0250

0.0060
0.0050

0.0010

0.0030

0.0040

0.0010

0.0029

0.0051

0.0010
0.0010

0.0005
0.0002

0.0003
0.0002

0.0005

0.0014

0.0012

0.0013
0.0014

R4

0.0050

0.0030

0.0590
0.0400

0.0060
0.0100

0.0010
0.0010

0.0030
0.0030

0.0030
0.0010

0.0019
0.0060

0.0010
0.0010

0.0009
0.0010

0.0009
0.0002

0.0005
0.0007

0.0013
0.0019

0.0015
0.0013

R5

0.0040

0.0040

0.0070
0.0660

0.0060
0.0080

0.0010
0.0010

0.0020

0.0010

0.0020

0.0051
0.0043

0.0010
0.0010

0.0012
0.0005

0.0004
0.0003

0.0005
0.0006

0.0010
0.0016

0.0011
0.0014

R6

0.0050

0.0060

0.0010

0.0030

0.0020

0.0045

0.0020

0.0005

0.0006

0.0005

0.0011

0.0019

R7

0.0040

0.0060

0.0060
0.0140

0.0050

0.0080

0.0010

0.0030
0.0040

0.0010
0.0010

0.0044
0.0050

0.0010
0.0010

0.0003
0.0007

0.0003
0.0001

0.0004
0.0012

0.0018
0.0013

0.0009
0.0011

R8

0.0060

0.0050

0.0050
0.0070

0.0050

0.0080

0.0010

0.0030
0.0040

0.0010
0.0010

0.0032
0.0059

0.0020
0.0010

0.0003
0.0004

0.0005
0.0001

0.0005
0.0010

0.0017
0.0018

0.0008
0.0010

R9

0.0080

0.0050

0.0130
0.0070

0.0050
0.0070

0.0010

0.0030

0.0040

0.0010
0.0010

0.0040
0.0046

0.0020
0.0020

0.0003
0.0006

0.0004
0.0001

0.0003
0.0006

0.0015
0.0020

0.0010
0.0011

R10

R11

MALES

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

0.0003
0.0010

0.0004
0.0004

0.0005
0.0004

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

0.0003
0.0005

0.0003
0.0005

0.0003
0.0006

0.0020
0.0019

0.0010
0.0016

R12

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

0.0003
0.0002

0.0005
0.0003

0.0005

0.0022

0.0020

0.0014
0.0013

Mn concentration (mg) / dry mass (g)

R13

0.0003

0.0004
0.0003

0.0005

R14 R15 R16 R17 R18 R19 R20

0.0004 0.0002 0.0002 0.0003 0.0005 0.0004 0.0004

0.0006
0.0003

0.0007

Ratl

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
0.0012

0.0003
0.0004

0.0005
0.0007

0.0019
0.0021

0.0009
0.0015

R2

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
0.0009

0.0003
0.0002

0.0006
0.0007

0.0016
0.0017

0.0009
0.0009

R3

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
0.0013

0.0004
0.0002

0.0008
0.0007

0.0020
0.0017

0.0009
0.0008

R4

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
0.0014

0.0004
0.0004

0.0006
0.0005

0.0014
0.0015

0.0011
0.0010

R5

R6

FEMALES

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

R7

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
0.0006

0.0004
0.0005

0.0004
0.0005

0.0018
0.0016

0.0013
0.0014

R8

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
0.0007

0.0005
0.0004

0.0005
0.0004

0.0016
0.0016

0.0012
0.0013

120

R9

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

0.0006
0.0006

0.0017
0.0017

0.0012
0.0013

R10

0.0045

0.0092

00111
0.0137

0.0091

0.0006

0.0041

0.0007

0.0006

0.0038
0.0058

0.0019
0.0012

0.0004
0.0005

0.0005
0.0005

0.0005
0.0003

0.0017
0.0016

0.0012
0.0015



Organs analyzed by ICP-OES

Control_Small intestine
Restricted Diet_Small intestine

C_Large intestine
R_Large intestine

C_Liver
R_Liver

C_Lungs
R_Lungs

C_Kidney
R_Kidney

C_Spleen
R_Spleen

C_Pancreas
R_Pancreas

C_Heart
R_Heart

C_EDL
R_EDL

C_Gastrocnemius
R_Gastrocnemius

C_Soleus
R_Soleus

C_Brain
R_Brain

C_Spinal cord
R_Spinal cord

Rat 1

3.9
4.3

2.4
3.8

1.9

5.6

5.7

3.9
4.6

2.3
2.2

14

4.3

3.4

1.9
2.9

0.5
0.6

35
2.7

R2

4.5
3.8

2.6
3.1

21

5.7

6.0

5.2
5.1

22
2.0

18

4.7

35

2.6
4.3

0.5
0.7

3.0
29

R3

3.8
3.8

2.9
3.1

2.3

55

6.5

5.1
3.3

25

2.2

4.7

3.8

2.3
2.6

0.5
0.5

1.0

4.4

4.1

3.6
2.9

R4

1.4
2.0

2.3
2.6

1.0

4.8

4.9

2.6
2.4

17
1.9

0.6

2.4

2.3

17
2.0

1.0
1.0

15

2.0

2.2

2.6
3.2

R5

1.2
1.6

2.7
2.6

0.9

5.3

4.8

2.4

1.6

1.9

13

2.6

2.6

13
1.9

1.0
1.2

15

1.6

2.5

3.7
3.0

R6

1.6

0.9

4.7

2.7

1.9

15

3.1

1.8

0.9

1.4

1.8

R7

15
25

1.8
1.9

0.5

1.6

1.6

24
24

1.4
1.2

15

1.6

17

0.5
0.6

13
11

12

2.0

1.6

1.9
1.9

R8

2.0
18

15
14

2.7
2.3

1.4
13

11

18

2.0

0.6
0.6

1.4
1.4

1.9
2.0

R9

1.9
2.0

2.0
2.0

0.5

16

1.6

21
2.3

1.6
13

14

2.0

18

0.5
0.5

1.4
13

12

18

2.0

2.0
2.0

R10 R11
MALES
2.3 1.9
1.9 1.7
1.8 2.7
1.6 2.0
2.0 2.9
2.0 15
2.2 1.7
1.4 2.6
3.3 3.3
4.1 3.7
15 1.6
1.0 11
1.2 1.2
1.4 1.4
2.0 15
2.2 1.4
11 1.2
1.4 0.8
1.2 1.2
1.4 1.2
1.2 1.2
13 1.0
3.3 3.3
3.5 3.4
2.6 2.8
2.4 2.5

R12

11
22

1.0
1.8

1.9
15

0.9
1.8

3.4
3.6

1.2
1.2

0.6
1.9

0.7
1.8

1.0
0.4

11
0.8

1.2
1.0

3.6
3.7

2.4
2.8

Na concentration (mg) / dry mass (g)

R13

1.4
11

11
0.5

13

R14

1.6
12

0.9
1.4

15

R15

15
1.4

R16

14
13

R17

1.4
13

R18

1.0
0.6

R19

1.0
0.7

R20

0.9
0.9

Ratl

1.9
2.0

2.2
2.3

0.6

1.4

15

2.0
1.9

13
15

1.4

1.9

1.9

0.5
0.6

0.5
0.7

0.8

2.0

2.0

2.0
2.3

R2

1.7
2.0

1.8
1.9

0.7

15

17

2.5
2.3

13
13

1.6

1.7

21

0.5
0.6

0.6
0.6

0.7

2.0

2.1

1.9
2.1

R3

1.9
21

2.0
2.0

0.4

15

1.7

2.6
2.3

1.4
13

1.4

1.9

1.9

0.5
0.7

0.6
0.6

0.7

1.9

2.1

1.8
2.0

R4

1.8
19

35
35

2.2
2.7

1.6
1.4

14

2.4

2.7

0.9
0.9

11
1.2

12

2.1

2.4

1.8
1.8

RS R6
FEMALES
19 1.9
23
2.0 2.9
24
13 13
15 15
3.7 3.7
3.7 4.3
2.8 2.8
29 4.9
15 1.6
13
13 11
1.9
25 2.5
25
1.0 1.0
11
1.0 11
1.2
1.0 13
11
22 2.4
25
17 2.0
22

R7

25
17

4.1
4.8

3.7
4.9

17
17

11
2.4
3.0

1.4
1.4

13
1.9

2.1
2.3

121

R8

2.5
2.6

2.3
2.5

14

3.9

4.4

3.7
4.4

1.6
1.4

0.9

2.5

2.4

13
2.5

1.4
1.8

1.9
1.8

R9

2.4
25

2.0
2.6

13

3.9

4.6

4.5
4.6

1.6
15

11

2.5

2.8

15
1.8

1.4
15

2.0
2.0

R10

2.1
2.7

23
2.6

14

4.0

3.7

15

1.6

0.9

2.7

25

1.4
15

13
1.7

1.9
23



Organs analyzed by ICP-OES

Control_Small intestine
Restricted Diet_Small intestine

C_Large intestine
R_Large intestine

C_Liver
R_Liver

C_Lungs
R_Lungs

C_Kidney
R_Kidney

C_Spleen
R_Spleen

C_Pancreas
R_Pancreas

C_Heart
R_Heart

C_EDL
R_EDL

C_Gastrocnemius
R_Gastrocnemius

C_Soleus
R_Soleus

C_Brain
R_Brain

C_Spinal cord
R_Spinal cord

Rat 1

155
17.9

125
16.1

14.0
125

11.2
133

10.9
145

18.5
19.0

8.9
136

10.9
118

113
11.6

8.0
8.2

153

153

15.9

233
19.2

R2

16.6
17.4

118
14.7

131
13.0

11.6
112

129
137

175
18.9

8.9
179

11.0
116

123
11.9

8.2
8.4

6.6

16.3

16.7

18.5
171

R3

15.4
16.4

133
15.1

141
134

11.2
124

141
14.0

20.9

116

233

117
10.9

115
12.0

8.3
8.0

8.5

16.2

17.3

23.8
18.1

R4

124
125

145
15.1

9.3
10.6

15.1
147

10.8
10.4

18.7
184

6.0
18.6

7.9
7.9

118
10.6

8.1
7.2

6.6
116
129

18.2
22.6

R5

11.3
129

17.1
15.4

9.1
10.6

14.6
15.6

9.5
16.5
21.4

15.2
132

8.6
9.9

105
10.0

7.9
7.3

7.8
8.6
15.0

214
214

R6

1.1

9.1

14.6

109

18.8

143

14.1

105

7.8

72

9.3

R7

8.7
12.4

113
1.1

8.4
105

9.5
9.5

12.8
14.7

17.0
149

13.0
146

7.4
10.3

8.4
10.4

7.3
7.8

6.4
15.3
14.0

139
115

R8

10.7
12.8

114
124

8.4
9.6

9.0
7.7

143
143

16.9
171

10.3
135

9.2
10.6

9.1
7.0
7.3
6.4
15.1
16.6

16.7
121

R9

115
12.1

9.5
134

8.2
9.8

8.9
9.3

119
16.6

18.9
16.7

117
128

10.3
10.1

8.2
7.1
7.0
6.4
136
15.7

15.1
124

R10 R11
MALES
147 132
162 129
116 119
128 101
119 112
113 136
108 10.1
113 112
123 122
132 132
161 147
160 174
135 140
206 19.8
11.0 110
117 107
8.2 85
6.8 8.1
7.4 7.0
7.4 7.0
6.8 6.6
6.5 5.4
173 174
184 172
218 217
205 216

R12

10.2
16.8

7.6
132

119
10.5

8.4
129

124
134

15.8
16.0

14.0
19.8

10.2
11.0

5.9
10.1
9.8

9.5
12.8

20.4
18.0

22.0
19.9

P concentration (mg) / dry mass (g)

R13

7.1

10.4

8.4

8.3
7.1

R14

7.0
6.4

8.8
111

10.1

R15

6.9
7.1

R16

6.7
6.6

R17

6.5
6.6

R18

114
13.2

R19

8.3
10.8

R20

9.7
10.7

Ratl

10.5
12.4

12.0
121

8.9
9.7

8.8
7.9

1.1
11.8

16.0
15.2

124
13.9

10.4
10.8

8.8
8.9

7.6
7.8

7.0

151

16.3

15.8
134

R2

114
13.0

9.4
126

8.3
10.0

8.3
9.2

139
13.6

16.1
15.8

13.7
15.0

10.1
10.1

8.3
7.6
6.7
7.0
14.7
16.2

14.2
13.7

R3

11.0
12.3

115
12.9

7.3
111

9.3
8.2

13.8
13.9

16.4
15.4

13.9
14.2

9.3
10.8

8.4
10.5

8.1
8.5

6.9
14.6
16.1

12.0
12.2

R4

11.8
13.7

126
12.7

9.4
10.3

9.9
8.1

10.5
12.2

15.4
13.7

13.0
18.4

8.8
9.1

7.8
7.8
7.7
6.2
119
13.8

16.8
14.2

R5 R6
FEMALES
13.0 135

139
8.9 132
12.4
9.8 10.2
121 139
10.2  10.0
111 149
123 124
122 1638
154 157
12.8
134 119
16.7
9.5 9.3
9.2
7.8 8.3
8.3
7.6 8.0
7.7
5.6 6.9
5.9
123 146
145
155 172
16.8

R7

14.4
9.8

12.1
10.6

13.6
12.9

12.2
15.4

14.8
17.9

15.4
16.5

111
16.3

9.3
10.5

9.9
10.0

10.9
12.0

10.4
16.1
15.7

22.9
22.1

R8

14.9
15.4

12.2
12.4

13.9
145

10.9
17.0

15.6
175

16.3
13.7

10.0
17.0

10.0
11.0

10.2
20.2

10.6
11.2

9.1
17.6
15.3

17.2
16.0

122

R9

15.3
15.4

12.3
13.6

12.7
14.9

11.8
16.7

17.9
16.2

16.6
16.3

11.6
13.0

9.8
10.6

111
131

9.5
115

8.5
16.5
16.2

19.4
16.3

R10

14.6
16.2

12.0
13.4

14.8

12.1

15.0

15.5

16.8

10.6
18.4

10.0
11.2

10.7
111

114
119

7.7
10.7

16.6
16.0

18.2
16.9



Organs analyzed by ICP-OES

Control_Small intestine
Restricted Diet_Small intestine

C_Large intestine
R_Large intestine

C_Liver
R_Liver

C_Lungs
R_Lungs

C_Kidney
R_Kidney

C_Spleen
R_Spleen

C_Pancreas
R_Pancreas

C_Heart
R_Heart

C_EDL
R_EDL

C_Gastrocnemius
R_Gastrocnemius

C_Soleus
R_Soleus

C_Brain
R_Brain

C_Spinal cord
R_Spinal cord

Rat 1

0.10
0.12

0.11
0.12

0.11
0.10

0.07
0.09

0.08
0.11

0.09
0.08

0.04
0.07

0.07
0.08

0.05
0.12

0.05
0.04

0.31
0.17

0.06
0.06

0.05
0.04

R2

0.10
0.12

0.11
0.11

0.10
0.09

0.09
0.07

0.09
0.08

0.08
0.09

0.04
0.08

0.07
0.07

0.05
0.08

0.04
0.04

0.15
0.18

0.07
0.07

0.03
0.04

R3

0.10
0.10

0.09
0.13

0.11
0.14

0.07
0.07

0.11
0.10

0.09

0.05

0.07

0.07

0.06
0.07

0.04
0.04

0.18

0.06

0.07

0.04
0.04

R4

0.09
0.09

0.17
0.20

0.07
0.09

0.12
0.12

0.08
0.08

0.11
0.11

0.03
0.09

0.06
0.06

0.06
0.18

0.07
0.04

0.14
0.19

0.05
0.05

0.03
0.04

R5

0.08
0.09

0.13
0.22

0.07
0.09

0.12
0.12

0.07

0.10

0.13

0.07
0.07

0.06
0.07

0.06
0.14

0.05
0.04

0.17
0.14

0.03
0.06

0.04
0.03

R6

0.08

0.08

0.12

0.08

0.11

0.06

0.07

0.10

0.05

0.17

0.16

0.05

R7

0.07
0.09

0.14
0.13

0.08
0.08

0.06
0.06

0.08
0.09

0.09
0.08

0.06
0.06

0.06
0.08

0.04
0.05

0.04
0.05

0.06
0.06

0.07
0.03

0.02
0.03

R8

0.08
0.10

0.15
0.12

0.07
0.08

0.06
0.05

0.09
0.08

0.09
0.09

0.05
0.06

0.08
0.08

0.04
0.05

0.05
0.04

0.05
0.14

0.07
0.08

0.03
0.03

R9

0.09
0.09

0.11
0.13

0.06
0.08

0.06
0.08

0.08
0.10

0.10
0.09

0.05
0.05

0.08
0.09

0.04
0.04

0.04
0.04

0.05
0.12

0.06
0.07

0.02
0.02

R10 R11
MALES
013 0.13
016 0.15
016 0.15
016 0.13
011 0.10
010 0.11
0.10 0.09
0.10 0.10
011 011
011 0.10
0.09  0.09
0.09 0.10
0.08 0.09
0.10 0.10
011 011
015 011
0.05 0.05
0.03 0.04
0.06 0.04
0.05 0.04
0.06  0.06
0.06 0.10
0.08 0.08
0.09 0.08
0.04 0.06
0.03 0.04

R12

0.12
0.15

0.12
0.16

0.11
0.12

0.08
0.13

0.11
0.11

0.10
0.09

0.08
0.12

0.11
0.12

0.06
0.03

0.08
0.06

0.24
0.10

0.08
0.08

0.03
0.04

Zn concentration (mg) / dry mass (g)

R13

0.05
0.06

0.07
0.07

0.21
0.18

R14

0.04
0.04

0.07
0.06

0.22
0.23

R15

0.04
0.06

R16

0.04
0.04

R17

0.05
0.04

R18

0.08
0.08

R19

0.08
0.06

R20

0.06
0.07

Ratl

0.08
0.09

0.12
0.12

0.06
0.08

0.06
0.05

0.07
0.06

0.08
0.09

0.06
0.06

0.08
0.08

0.04
0.05

0.04
0.05

0.17
0.15

0.06
0.07

0.03
0.07

R2

0.08
0.09

0.10
0.12

0.06
0.09

0.05
0.06

0.09
0.07

0.09
0.08

0.06
0.07

0.08
0.08

0.04
0.03

0.04
0.03

0.16
0.21

0.07
0.07

0.03
0.03

R3

0.09
0.10

0.15
0.11

0.06
0.10

0.06
0.06

0.08
0.10

0.09
0.09

0.06
0.08

0.08
0.09

0.04
0.05

0.06
0.04

0.15
0.16

0.06
0.07

0.02
0.02

R4

0.09
0.11

0.13
0.14

0.07
0.11

0.08
0.07

0.08
0.11

0.08
0.07

0.06
0.10

0.07
0.07

0.04
0.04

0.04
0.04

0.18
0.15

0.05
0.06

0.03
0.02

R5 R6
FEMALES
010 011

0.10
0.10 0.14
0.14
0.08 0.08
013 0.14
0.09 0.09
009 013
0.10 0.10
011 013
0.08  0.08
0.07
0.06 0.06
0.09
0.07  0.07
0.07
0.04 0.05
0.04 0.06
0.05 0.05
0.05
0.15 0.19
0.15
0.05 0.06
0.06
0.03 0.03
0.03

R7

0.12
0.09

0.14
0.12

0.12
0.11

0.10
0.14

0.12
0.13

0.10
0.10

0.06
0.09

0.08
0.09

0.05
0.14

0.06
0.07

0.08
0.17

0.07
0.07

0.04
0.04

R8

0.12
0.12

0.15
0.15

0.12
0.17

0.09
0.14

0.13
0.13

0.10
0.09

0.05
0.09

0.09
0.10

0.07
0.11

0.08
0.09

0.27
0.10

0.08
0.07

0.03
0.03

123

R9

0.12
0.12

0.14
0.14

0.12
0.17

0.10
0.13

0.14
0.13

0.10
0.10

0.06
0.08

0.08
0.09

0.06
0.07

0.05
0.07

0.26
0.23

0.07
0.08

0.03
0.03

R10

0.12
0.12

0.14
0.15

0.12

0.10

0.13

0.10

0.12

0.05
0.09

0.09
0.09

0.07

0.07

0.07

0.21
0.09

0.08
0.08

0.03
0.03



ANEXO 2. Resultado de las mediciones de ICP-OES en ratas de 90 dias de edad

| Delgado Ctrol
| Delgado DN

I.Grueso Ctrol
I. 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

Gastroc Ctrol
Gastroc DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Lumbar Ctrol
Lumbar DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

Testiculos Ctrol
Testiculos DN

Ovarios Ctrol
Ovarios DN

Sueros C
Sueros DN

0.422
0.393

0.560
0.768

0.161
0.159

0.320
0.607

0.313
0.199

0.114
0.128

0.134
0.201

0.215
0.213

0.195
0.248

0.221
0.212

0.214
0.151

0.263
0.385

0.239
0.135

1.297
9.398

0.216
0.183

0.092
0.091

0.361
0.391

0.875
0.639

0.179
0.182

0.382
0.448

0.332
0.229

0.130
0.058

0.123
0.257

0.130
0.145

0.250
0.371

0.191
0.189

0.163
0.210

0.189
0.258

1.772
0.216

6.089
5.917

0.207
0.186

0.085
0.101

0.365
0.324

0.738
1.086

0.196
0.144

0.342
0.345

0.326
0.211

0.077
0.145

0.087
0.245

0.175
0.172

0.291
0.210

0.235
0.216

0.126
0.284

0.236
0.346

2.033
0.145

5.669
0.876

0.199
0.175

0.107
0.094

0.329
0.297

0.671
1.012

0.119
0.144

0.375
0.360

0.324
0.153

0.064
0.054

0.168
0.230

0.172
0.158

0.306
0.195

0.193
0.220

0.169
0.259

0.330
0.379

0.155
0.138

2.723
9.578

0.213
0.206

0.100
0.085

5 6
MACHOS
0.412 0.688
0.317 0.383
0.733 0.837
1.206 1.346
0.150 0.178
0.146 0.150
0.354 0.680
0.519 0.577
0.304 0.240
0.483 0.248
0.081 0.094
0.063 0.102
0.195 0.136
0.211 0.190
0.166 0.151
0.100 0.124
0.219 0.191
0.250 0.254
0.251 0.187
0.228 0.216
0.141 0.154
0.322 0.228
0.271 0.351
0.232 1.163
0.122 0.867
0.123 0.131
11.158 13.802
4.019 1.487
0.221 0.175
0.185 0.200
0.086 0.108
0.095 0.090

0.377
0.717

1.346
1.198

0.127
0.138

0.518
0.405

0.454
0.283

0.157
0.162

0.281
0.381

0.170
0.218

0.404
0.483

0.288
0.355

0.322
0.385

0.194
0.301

7.425
2.127

0.215
0.229

0.204
0.244

Concentracién de Ca (mg) / peso seco (g)

8

0.106

0.298

0.260

0.140
0.138

9

0.134

1.494

0.228

0.118
0.135

10

0.156

0.277
0.647

0.728
1.038

0.128
0.143

0.282
0.417

0.273
0.333

0.200
0.131

0.229
0.226

0.141
0.413

0.254
0.350

0.215
0.239

0.196
0.360

1.659
0.311

2.723
0.150

7.761
0.830

0.099
0.162

0.111
0.101

0.259
0.452

0.468
0.796

0.131
0.132

0.290
0.485

0.367
0.212

0.193
0.169

0.383
0.187

0.181
0.154

0.342
0.211

0.188
0.292

0.263
0.613

0.364
0.258

0.164
0.158

5.695
1.291

0.160
0.136

0.101
0.096

3
HEMBRAS
0.274
0.461

0.820
1.432

0.156
0.105

0.944
0.284

0.905
0.647

0.191
0.185

0.098
0.221

0.278
0.152

0.182
0.383

0.209
0.247

0.082
0.126

0.201
0.305

0.164
0.157

0.875
2.740

0.090
0.135

0.112
0.101

0.582
0.496

1.132
0.615

0.132
0.103

0.517
0.293

0.301
0.340

0.172
0.185

0.258
0.267

0.284
0.193

0.244
0.421

0.188
0.224

0.102
0.685

0.377
1.823

0.190
0.339

4.030
4.204

0.144

0.105
0.112

0.390
0.682

0.600
0.662

0.103
0.130

0.694
0.435

0.291
0.268

0.127
0.160

0.209
0.379

0.166
0.188

0.440
0.488

0.311
0.343

0.259
0.343

0.177
0.185

2.130
1.666

0.172
0.240

0.173
0.172

0.347
0.690

1.074
0.776

0.128
0.121

0.420
0.337

0.854
0.695

0.142
0.147

0.239
0.321

0.209
0.163

0.501
0.629

0.390
0.422

0.437
0.409

0.735
0.333

0.691
1.140

0.166
0.616

0.138
0.190

124

10

0.405
0.511

0.969
0.953

0.154
0.116

0.463
0.444

0.548
0.358

0.151
0.119

0.228
0.295

0.144
0.157

0.571
0.472

0.397
0.421

0.386
0.363

0.197
0.567

2.621
1.359

0.157
0.293

0.151
0.199



| Delgado Ctrol
| Delgado DN

1.Grueso Ctrol
I. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmoén Ctrol
Pulmén DN

Rifién Ctrol
Rifién DN

Bazo Ctrol
Bazo DN

Péncreas Ctrol
Pancreas DN

Corazon Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

Gastroc Ctrol
Gastroc DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Lumbar Ctrol
Lumbar DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

Testiculos Ctrol
Testiculos DN

Ovarios Ctrol
Ovarios DN

Sueros C
Sueros DN

0.009
0.007

0.010
0.016

0.013
0.018

0.006
0.008

0.052
0.033

0.006
0.006

0.003
0.004

0.019
0.020

0.002
0.005

0.003
0.003

0.005
0.003

0.014
0.015

0.003
0.004

0.017
0.016

0.0012
0.0014

0.006
0.007

0.009
0.011

0.014
0.018

0.007
0.009

0.061
0.044

0.006
0.005

0.003
0.005

0.022
0.023

0.003
0.001

0.006
0.003

0.003
0.002

0.015
0.014

0.003
0.004

0.017
0.015

0.0012
0.0016

0.006
0.006

0.013
0.012

0.014
0.018

0.007
0.007

0.063
0.033

0.005
0.006

0.003
0.005

0.021
0.019

0.001
0.005

0.006
0.004

0.005
0.004

0.013
0.014

0.004
0.005

0.016
0.015

0.0015
0.0015

0.005
0.004

0.011
0.012

0.011
0.018

0.005
0.007

0.053
0.030

0.005
0.006

0.004
0.007

0.021
0.022

0.006
0.005

0.002
0.002

0.014
0.015

0.003
0.004

0.015
0.015

0.0014
0.0012

5 6
MACHOS
0.005 0.004
0.004 0.006
0.009 0.011
0.013 0.026
0.013 0.014
0.017 0.019
0.006 0.007
0.008 0.010
0.059 0.053
0.020 0.017
0.005 0.006
0.005 0.006
0.003 0.003
0.005 0.004
0.023 0.022
0.021 0.022
0.006 0.005
0.004 0.003
0.003 0.003
0.001 0.002
0.013 0.014
0.015 0.014
0.004 0.003
0.005 0.005
0.025 0.015
0.015 0.013
0.0013 0.0019
0.0013 0.0015

0.007
0.010

0.016
0.013

0.011
0.017

0.048
0.026

0.006
0.006

0.004
0.005

0.025
0.026

0.005
0.005

0.007
0.005

0.006
0.005

0.012
0.015

0.001
0.003

0.013
0.012

0.003
0.003

Concentracién de Cu (mg) / peso seco (g)

0.016

0.024

0.011

0.003
0.002

9

0.016

0.028

0.011

0.002
0.002

10

0.002

0.007
0.008

0.008
0.014

0.015
0.019

0.007
0.008

0.065
0.042

0.007
0.009

0.001
0.007

0.022

0.022

0.004

0.005
0.003

0.007
0.009

0.002
0.002

0.017
0.015

0.006
0.007

0.002
0.002

0.0018
0.0018

0.006
0.008

0.010
0.011

0.016
0.017

0.011
0.008

0.063
0.037

0.007
0.007

0.007
0.002

0.023

0.022

0.001

0.005
0.004

0.005

0.008

0.003

0.016
0.017

0.006
0.007

0.003
0.002

0.0019
0.0017

3
HEMBRAS
0.008
0.007

0.006
0.020

0.015
0.015

0.014
0.006

0.054
0.042

0.009
0.005

0.002
0.004

0.020

0.022

0.003

0.003

0.003

0.001

0.002
0.001

0.016
0.017

0.006
0.006

0.002
0.002

0.0018
0.0017

0.009
0.008

0.013
0.014

0.013
0.013

0.010
0.008

0.052
0.033

0.006
0.006

0.004
0.004

0.020
0.026

0.002
0.001

0.005
0.005

0.001
0.006

0.003
0.002

0.017
0.018

0.005
0.005

0.017
0.003

0.0016
0.0024

0.010
0.011

0.017
0.014

0.014
0.016

0.112
0.024

0.007
0.004

0.003
0.006

0.024
0.026

0.005
0.005

0.005
0.005

0.005
0.007

0.013
0.014

0.003
0.003

0.017
0.004

0.003
0.003

0.009
0.010

0.020
0.013

0.015
0.015

0.107
0.030

0.007
0.007

0.004
0.005

0.023
0.027

0.007
0.006

0.005
0.005

0.006
0.005

0.016
0.015

0.002
0.004

0.004
0.004

0.003
0.003

10

0.008
0.009

0.015
0.015

0.023
0.015

0.047
0.031

0.006
0.006

0.002
0.005

0.024
0.026

0.005
0.005

0.007
0.005

0.007
0.006

0.017
0.014

0.003
0.003

0.003
0.003

0.002
0.003

125



| Delgado Ctrol
| Delgado DN

1.Grueso Ctrol
I. 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

Gastroc Ctrol
Gastroc DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Lumbar Ctrol
Lumbar DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

Testiculos Ctrol
Testiculos DN

Ovarios Ctrol
Ovarios DN

Sueros C
Sueros DN

0.032
0.036

0.041
0.064

0.399
0.592

0.450
0.476

0.260
0.275

1.695
0.532

0.066
0.135

0.423
0.549

0.037
0.083

0.027
0.033

0.077
0.077

0.046
0.029

0.085
0.066

0.043
0.037

0.130
0.100

0.0030
0.0074

0.028
0.030

0.039
0.058

0.382
0.497

0.388
0.510

0.197
0.241

1.344
0.505

0.058
0.163

0.369
0.479

0.046
0.043

0.039
0.035

0.088
0.070

0.042
0.026

0.066
0.070

0.040
0.065

0.102
0.094

0.0025
0.0028

0.059
0.027

0.070
0.065

0.447
0.588

0.386
0.458

0.237
0.198

1.608
0.663

0.047
0.111

0.443
0.474

0.032
0.024

0.033
0.030

0.074
0.056

0.031
0.035

0.070
0.066

0.054
0.033

0.124
0.096

0.0043
0.0029

0.044
0.027

0.049
0.060

0.406
0.518

0.363
0.378

0.307
0.152

1.672
0.628

0.058
0.086

0.428
0.449

0.185
0.026

0.026
0.088

0.053
0.036

0.048
0.050

0.074
0.062

0.091
0.043

0.110
0.104

0.0041
0.0030

5 6
MACHOS
0.013 0.014
0.013 0.021
0.036 0.068
0.089 0.070
0.353 0.421
0.676 0.568
0.502 0.304
0.511 0.313
0.197 0.179
0.177 0.142
1.069 1.657
0.698 0.683
0.088 0.080
0.175 0.139
0.421 0.448
0.396 0.389
0.053 0.043
0.031 0.075
0.029 0.024
0.043 0.078
0.070 0.066
0.053 0.071
0.044 0.068
0.039 0.044
0.067 0.063
0.064 0.065
0.037 0.042
0.054 0.043
0.096 0.098
0.112 0.097
0.0045 0.0043
0.0054 0.0038

0.058
0.084

0.055
0.067

0.261
0.628

0.342

0.194

0.206

1.618
0.673

0.052
0.118

0.337
0.424

0.048
0.049

0.062
0.041

0.058
0.049

0.090
0.076

0.091
0.049

0.099
0.098

0.015
0.016

Concentracién de Fe (mg) / peso seco (g)

8

0.615

0.191

0.111

0.013
0.015

9

0.769

0.184

0.107

0.012
0.015

10

0.018

0.071
0.100

0.063
0.077

1.294
1.683

0.773
0.509

0.312
0.368

4.591
1.330

0.040
0.078

0.397
0.508

0.043
0.047

0.048
0.028

0.064
0.054

0.052
0.062

0.079
0.073

0.054
0.050

0.133
0.131

0.0087
0.0052

0.063
0.101

0.060
0.075

0.971
1.165

0.799
0.368

0.321
0.308

2.644
0.975

0.042
0.069

0.430
0.493

0.050
0.050

0.051
0.034

0.062
0.057

0.045
0.053

0.072
0.072

0.040
0.044

0.098
0.112

0.0062
0.0060

3
HEMBRAS
0.053
0.093

0.058
0.077

0.820
1.328

0.377
0.704

0.332
0.339

3.766
1.024

0.067
0.114

0.579
0.476

0.046
0.040

0.023
0.032

0.048
0.081

0.040
0.044

0.074
0.074

0.057
0.047

0.097
0.113

0.0069
0.0060

0.068
0.090

0.078
0.062

0.882
1.329

0.860
0.693

0.358
0.343

2.959
1.239

0.129
0.147

0.448
0.433

0.042
0.043

0.043
0.035

0.041
0.062

0.035
0.019

0.073
0.078

0.046
0.058

0.125

0.0063
0.0061

0.078
0.066

0.064
0.062

0.811
1.142

0.527
0.667

0.283
0.286

3.779
0.967

0.077
0.121

0.374
0.406

0.060
0.056

0.053
0.045

0.067
0.062

0.091
0.085

0.051
0.074

0.161
0.134

0.018
0.019

0.064
0.069

0.086
0.054

0.759
1.000

0.417
0.776

0.302
0.256

3.105
1.642

0.068
0.104

0.448
0.383

0.073
0.058

0.052
0.042

0.060
0.053

0.075
0.081

0.047
0.067

0.152
0.115

0.017
0.021

126

10

0.063
0.075

0.071
0.061

0.736
1.282

0.514
1.008

0.246
0.271

2.892
1.994

0.055
0.096

0.329
0.412

0.060
0.057

0.045
0.050

0.075
0.069

0.075
0.080

0.049
0.055

0.128
0.109

0.020
0.017



|1 Delgado Ctr
|1 Delgado DN

I.Grueso Ctro
I. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifién Ctrol
Rifién DN

Bazo Ctrol
Bazo DN

Pancreas Ctrc
Pancreas DN

Corazén Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

Gastroc Ctrol
Gastroc DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Lumbar Ctrol
Lumbar DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

Testiculos Ctr
Testiculos DN

Ovarios Ctrol
Ovarios DN

Sueros C
Sueros DN

11.77
10.67

8.08
8.80

10.61
11.39

8.39
7.78

10.81
10.43

11.11
12.00

8.07
9.98

11.76
12.02

9.54
10.18

11.26
12.26

9.02
9.57

10.83
11.31

8.06
8.30

6.33
7.12

12.27
12.58

0.23
1.34

11.42
11.16

8.55
9.20

10.70
11.48

6.94
7.71

10.45
11.11

11.09
11.88

6.75
9.12

11.16
11.99

10.17
10.11

11.13
11.79

9.67
9.92

10.55
10.77

7.76
8.14

6.49
7.11

11.92
12.70

0.21
1.55

11.25
10.68

8.96
9.33

11.01
10.93

7.45
8.00

11.11
9.29

10.77
11.32

5.28
9.19

11.25
11.59

9.26
11.09

12.05
11.85

8.21
10.15

8.80
10.57

7.88
8.28

6.29
6.99

11.66
12.28

0.23
1.08

9.41
7.18

9.14
8.61

10.18
11.08

7.03
8.06

10.75
7.75

11.04
11.54

6.85
9.66

11.61
12.12

9.23
10.08

13.11
13.06

9.80
11.21

10.34
9.71

7.74
8.10

6.09
6.92

11.17
12.76

0.25
1.10

5 6
MACHOS
7.52 7.22
6.79 7.55
8.83 8.59
8.82 9.09
10.16 10.62
11.25 11.07
8.32 6.74
7.62 7.94
9.69 8.63
7.82 6.96
10.61 11.23
11.74 11.57
8.23 7.45
9.67 9.37
11.54 11.55
12.15 12.36
9.37 10.07
10.07 10.54
11.76 12.27
12.82 12.46
9.33 9.27
10.42 11.06
10.77 10.94
10.89 10.24
7.38 7.81
8.18 8.24
6.28 6.21
6.85 6.53
11.44 10.63
12.66 11.98
0.19 0.26
1.19 1.00

8.03
10.09

8.90
9.70

9.63
11.37

8.77
12.10

9.60
9.55

12.77
14.00

9.03
13.61

9.32
10.15

12.45
12.91

12.68
12.75

11.95
12.20

12.57
13.26

7.09
8.18

16.60
17.31

0.890
0.936

Concentracién de K (mg) / peso seco (g)

8

10.62

10.44

17.78

0.538
0.588

9

10.75

9.42

17.53

0.452
0.572

10

0.652

8.60
8.64

9.25
8.83

11.05
12.28

7.82
7.92

10.83
10.90

11.77
11.43

5.25
4.82

11.52
11.45

8.39
9.32

10.00
10.39

8.33
7.94

9.99
8.94

8.37
8.29

7.06
6.65

2.67
2.99

1.10
1.42

7.52
9.33

9.19
9.29

10.61
11.81

8.18
8.22

10.81
10.67

11.33
11.56

5.31
5.21

11.25
11.70

8.44
8.77

9.47
10.10

6.98
8.48

8.85
8.64

8.05
8.63

6.74
6.59

3.40
2.40

0.78
1.31

3
HEMBRAS
7.20
8.27

7.92
8.51

9.21
10.05

7.15
7.88

10.32
10.53

11.20
11.38

5.51
9.05

11.72
11.66

8.54
8.53

9.82
9.66

5.19
11.42

8.58
8.22

8.25
8.49

5.88
6.15

1.95
2.83

1.03
1.42

7.81
8.77

8.47
8.84

9.27
9.78

7.72
7.81

10.74
10.56

11.47
11.32

10.10
9.93

11.45
11.93

9.01
8.78

10.20
9.78

5.71
8.17

7.86
6.87

8.09
8.72

5.60
5.92

3.33

1.03
1.66

8.85
9.26

8.39
9.48

10.07
11.00

10.17
11.77

8.84
9.76

12.90
14.88

9.34
12.21

9.29
10.26

13.30
12.84

13.18
12.98

11.11
12.27

11.93
12.84

8.16
9.03

6.80
7.76

0.696
0.587

8.31
9.11

9.19
8.79

10.23
11.16

11.80
12.03

9.89
9.72

12.86
14.20

9.70
12.79

9.54
10.15

13.58
12.74

13.11
12.89

12.94
13.13

12.65
12.85

7.07
8.75

6.45
7.09

0.578
0.731

10

8.58
9.73

9.20
9.10

10.19
11.14

13.19
11.16

9.16
10.46

13.27
14.58

8.56
12.40

9.20
10.33

13.26
12.21

12.67
12.78

13.75
11.58

12.72
13.02

7.87
8.38

5.18
6.93

0.577
0.771
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| Delgado Ctrol
| Delgado DN

1.Grueso Ctrol
I. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifién Ctrol
Rifion DN
Bazo Ctrol

Bazo DN

Péncreas Ctrol
Pancreas DN

Corazén Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

Gastroc Ctrol
Gastroc DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Lumbar Ctrol
Lumbar DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

Testiculos Ctrol
Testiculos DN

Ovarios Ctrol
Ovarios DN

Sueros C
Sueros DN

0.85
0.87

0.82
0.97

0.75
0.85

0.59
0.59

0.89
0.84

0.86
0.92

0.87
1.05

0.94
0.91

0.98
0.98

112
1.26

0.93
0.89

1.15
1.21

0.65
0.66

0.49
0.69

1.05
1.07

0.022
0.024

0.84
0.87

0.88
0.90

0.80
0.85

0.51
0.57

0.88
0.91

0.87
0.82

0.70
0.96

0.92
0.96

1.07
1.09

1.09
121

0.99
0.97

1.10
1.27

0.68
0.64

0.69
0.60

1.01
1.06

0.018
0.025

0.80
0.77

0.94
110

0.79
0.85

0.53
0.62

0.89
0.79

0.81
0.86

0.61
1.03

0.88
0.93

1.02
1.08

1.27
1.25

0.80
1.02

1.02
1.16

0.69
0.65

0.63
0.54

0.98
1.04

0.023
0.021

0.61
0.53

0.95
0.99

0.69
0.87

0.51
0.62

0.86
0.62

0.88
0.84

0.76
1.04

0.93
0.96

1.03
0.96

1.23
1.26

0.98
1.19

114
1.18

0.63
0.64

0.51
0.71

0.96
1.08

0.026
0.021

5 6
MACHOS
0.56 0.53
0.57 0.68
0.97 1.00
1.07 1.02
0.74 0.77
0.87 0.82
0.59 0.48
0.58 0.61
0.81 0.71
0.61 0.53
0.80 0.85
0.83 0.86
0.91 0.84
1.01 0.98
0.97 0.94
0.97 0.96
1.03 0.99
1.02 1.02
1.19 1.19
131 1.24
0.98 0.90
1.09 1.06
1.18 114
1.25 1.20
0.61 0.66
0.65 0.64
0.70 0.76
0.58 0.48
0.96 0.91
1.08 1.04
0.019 0.027
0.022 0.022

0.80
1.08

1.01
112

0.67
0.86

0.46
0.69

0.83
0.79

1.03
1.07

0.88
1.25

1.04
1.08

1.07
1.01

1.11
1.06

0.98
1.04

0.80
0.86

0.62
0.56

1.04
1.12

0.049
0.045

Concentracién de Mg (mg) / peso seco (g)

8

0.79

0.87

1.14

0.032
0.028

9

0.82

0.83

111

0.026
0.027

10

0.032

0.86
0.90

0.97
1.05

0.80
0.93

0.49
0.58

0.89
0.87

0.98
0.89

0.81
0.67

0.93
0.93

1.00
1.08

1.15
1.29

0.93
0.90

1.35
1.03

0.73
0.66

0.64
0.52

0.23
0.33

0.028
0.024

0.71
0.93

0.88
1.01

0.80
0.94

0.56
0.63

0.95
0.85

0.94
0.90

0.68
0.70

0.96
0.92

1.05
1.00

116
1.24

0.84
1.01

1.08
1.01

0.66
0.71

0.62
0.53

0.30
0.21

0.028
0.023

3
HEMBRAS
0.68
0.87

0.85
1.06

0.72
0.72

0.53
0.54

0.83
0.85

0.89
0.91

0.45
0.90

0.91
0.89

1.02
1.00

1.15
1.19

0.50
1.33

1.05
1.07

0.66
0.67

0.52
0.53

0.18
0.26

0.034
0.025

0.80
0.90

1.05
0.87

0.75
0.74

0.47
0.54

0.86
0.86

0.95
0.91

1.03
1.01

0.87
0.97

1.02
1.07

119
118

0.68
0.98

0.95
0.91

0.66
0.70

0.57
0.54

0.30

0.026
0.027

0.89
1.00

0.86
0.96

0.70
0.84

0.53
0.63

0.75
0.79

0.98
112

0.84
1.05

1.04
1.05

1.09
1.00

1.16
114

0.94
0.97

0.77
0.81

0.60
0.61

0.42
0.51

0.042
0.048

0.74
1.04

1.15
0.94

0.72
0.83

0.63
0.62

0.87
0.81

0.98
110

0.90
1.17

1.03
1.10

114
1.02

1.17
1.08

0.96
1.00

0.84
0.83

0.52
0.62

0.40
0.54

0.029
0.047

128

10

0.84
1.03

112
1.07

0.73
0.82

0.72
0.53

0.80
0.86

1.05
1.07

0.79
113

1.05
1.05

1.07
0.93

1.06
111

1.12
0.94

0.81
0.85

0.59
0.57

0.34
0.50

0.034
0.041



| Delgado Ctrol
| Delgado DN

1.Grueso Ctrol
I. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifién Ctrol
Rifién DN
Bazo Ctrol

Bazo DN

Pancreas Ctrol
Pancreas DN

Corazén Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

Gastroc Ctrol
Gastroc DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Lumbar Ctrol
Lumbar DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

Testiculos Ctrol
Testiculos DN

Ovarios Ctrol
Ovarios DN

Sueros C
Sueros DN

0.0031
0.0027

0.0068
0.0091

0.0078
0.0092

0.0004
0.0005

0.0028
0.0027

0.0005
0.0006

0.0040
0.0054

0.0014
0.0012

0.0003
0.0004

0.0002
0.0002

0.0005
0.0008

0.0003
0.0002

0.0016
0.0015

0.0007
0.0008

0.0021
0.0020

0.0026
0.0031

0.0087
0.0091

0.0076
0.0107

0.0005
0.0004

0.0029
0.0032

0.0005
0.0005

0.0029
0.0054

0.0016
0.0013

0.0003
0.0003

0.0003
0.0002

0.0006
0.0006

0.0003
0.0002

0.0014
0.0016

0.0006
0.0008

0.0019
0.0019

0.0037
0.0023

0.0094
0.0126

0.0084
0.0102

0.0005
0.0005

0.0030
0.0028

0.0005
0.0005

0.0029
0.0059

0.0014
0.0013

0.0002
0.0005

0.0015
0.0002

0.0005
0.0006

0.0004
0.0004

0.0015
0.0015

0.0008
0.0008

0.0018
0.0019

0.0030
0.0027

0.0090
0.0132

0.0071
0.0094

0.0004
0.0010

0.0036
0.0019

0.0006
0.0006

0.0033
0.0055

0.0016
0.0014

0.0004
0.0006

0.0005
0.0003

0.0006
0.0004

0.0003
0.0003

0.0016
0.0015

0.0011
0.0007

0.0018
0.0021

5 6
MACHOS
0.0019 0.0018
0.0029 0.0035
0.0087 0.0089
0.0147 0.0132
0.0077 0.0075
0.0098 0.0095
0.0004 0.0004
0.0004 0.0005
0.0026 0.0023
0.0021 0.0018
0.0005 0.0005
0.0006 0.0006
0.0043 0.0037
0.0054 0.0056
0.0015 0.0014
0.0014 0.0014
0.0004 0.0005
0.0002 0.0004
0.0002 0.0004
0.0003 0.0003
0.0005 0.0006
0.0005 0.0007
0.0002 0.0003
0.0003 0.0002
0.0014 0.0014
0.0014 0.0014
0.0008 0.0006
0.0007 0.0008
0.0018 0.0017
0.0018 0.0018

0.0040
0.0063

0.0113
0.0137

0.0069
0.0101

0.0005
0.0006

0.0033
0.0032

0.0005
0.0006

0.0047
0.0065

0.0015
0.0010

0.0016
0.0017

0.0009
0.0011

0.0018
0.0018

Concentracién de Mn (mg) / peso seco (g)

8

0.0096

0.0033

0.0016

9

0.0095

0.0030

0.0017

10

0.0026
0.0046

0.0118
0.0130

0.0070
0.0105

0.0004
0.0005

0.0032
0.0026

0.0007
0.0006

0.003
0.002

0.0017
0.0012

0.0004
0.0003

0.0003

0.0004

0.001

0.0003
0.0005

0.0018
0.0017

0.0011
0.0009

0.0006
0.0007

0.0034
0.0047

0.0087
0.0127

0.0076
0.0095

0.0005
0.0005

0.0027
0.0025

0.0006
0.0006

0.002
0.003

0.0017
0.0013

0.0004
0.0005

0.0003

0.0003

0.001

0.0003
0.0003

0.0017
0.0015

0.0010
0.0010

0.0005
0.0005

3
HEMBRAS
0.0029
0.0040

0.0066
0.0162

0.0073
0.0092

0.0006
0.0004

0.0030
0.0029

0.0006
0.0006

0.0020
0.0047

0.0017
0.0013

0.0004
0.0003

0.0001

0.0003

0.001

0.0003
0.0003

0.0018
0.0017

0.0012
0.0010

0.0005
0.0006

4

0.0059
0.0040

0.0150
0.0073

0.0070
0.0077

0.0004
0.0004

0.0028
0.0025

0.0007
0.0005

0.0060
0.0056

0.0016
0.0013

0.0003
0.0005

0.0003

0.0002

0.001

0.0003
0.0001

0.0019
0.0016

0.0011
0.0009

0.0006

0.0042
0.0065

0.0077
0.0101

0.0071
0.0096

0.0007
0.0008

0.0040
0.0032

0.0006
0.0006

0.0048
0.0062

0.0015
0.0011

0.0018
0.0018

0.0012
0.0011

0.0011
0.0007

0.0036
0.0087

0.0152
0.0107

0.0074
0.0078

0.0008
0.0005

0.0032
0.0031

0.0007
0.0006

0.0053
0.0064

0.0014
0.0010

0.0018
0.0016

0.0013
0.0013

0.0006
0.0035

129

10

0.0046
0.0051

0.0298
0.0135

0.0073
0.0084

0.0009
0.0005

0.0030
0.0033

0.0007
0.0004

0.0046
0.0063

0.0015
0.0009

0.0018
0.0017

0.0011
0.0010

0.0006
0.0013



| Delgado Ctrol
| Delgado DN

1.Grueso Ctrol
I. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifién Ctrol
Rifién DN
Bazo Ctrol

Bazo DN

Pancreas Ctrol
Pancreas DN

Corazén Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

Gastroc Ctrol
Gastroc DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Lumbar Ctrol
Lumbar DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

Testiculos Ctrol
Testiculos DN

Ovarios Ctrol
Ovarios DN

Sueros C
Sueros DN

243
2.23

1.96
1.93

1.51
2.29

3.46
3.13

4.61
4.21

1.24
1.32

1.26
1.90

4.12
4.15

1.06
1.10

1.16
1.29

111
133

0.90
1.06

2.58
2.56

1.91
211

5.13
4.73

1.46
1.60

2.42
2.55

2.08
2.35

1.55
1.83

2.90
3.25

4.30
5.69

1.35
1.24

1.02
2.08

3.54
3.96

1.15
1.26

1.14
1.34

1.58
1.39

0.82
1.07

2.51
2.46

1.94
2.12

4.65
4.74

1.35
1.86

2.46
2.06

2.20
2.46

1.75
2.20

3.50
3.26

4.75
4.62

1.20
1.13

0.86
1.79

3.83
4.46

1.02
1.12

114
131

1.27
1.37

1.08
1.00

2.56
2.56

2.08
2.06

5.19
4.69

1.66
1.68

1.81
1.48

1.95
2.00

1.53
1.83

2.89
3.27

4.45
3.18

1.23
1.14

1.18
1.58

3.64
3.38

1.18
1.26

1.65
1.30

1.48
1.14

0.90
1.04

2.51
2.42

1.86
2.15

4.64
4.83

1.55
1.54

1.57
1.56

1.96
231

1.60
2.18

3.47
3.22

3.95
3.39

1.10
1.16

1.40
2.03

3.90
3.12

0.99
1.14

1.45
1.37

141
1.28

0.94
0.95

2.21
2.44

2.08
2.19

4.83
4.88

141
1.66

MACHOS

1.35
1.87

2.00
2.00

1.74
1.77

2.95
3.32

3.45
2.67

1.20
1.15

1.23
1.73

3.78
3.97

0.99
1.08

1.23
1.20

1.18
1.23

0.84
1.02

2.40
2.42

2.16
1.89

4.42
4.53

1.63
1.61

0.99
1.48

1.48
1.37

1.36
2.07

4.40
6.07

3.91
4.58

1.05
1.07

1.78
2.96

1.55
1.75

3.10
3.69

2.61
3.35

2.70
3.54

2.09
213

1.64
1.74

3.97
3.94

4.721
4.894

Concentracién de Na (mg) / peso seco (g)

8

1.92

4.13

3.98

3.093
3.079

9

1.69

4.18

3.81

2.976
3.154

10

3.272

1.48
2.06

2.21
2.17

1.64
2.13

3.26
3.32

4.82
5.16

1.41
1.40

0.56
0.65

3.38
3.84

0.91
0.70

0.91
0.78

0.97
0.85

0.81
0.73

2.69
2.45

2.60
2.21

1.12
1.17

1.71
1.72

1.48
1.89

2.08
1.95

1.80
2.44

3.44
3.23

4.90
4.24

1.33
1.36

0.60
0.64

4.03
3.85

0.88
0.79

0.96
1.05

0.98
0.96

0.67
0.77

2.44
2.59

2.45
2.07

1.42
1.00

1.69
1.67

3
HEMBRAS
1.21
1.83

1.68
1.83

2.01
1.67

3.01
3.50

4.16
4.78

1.43
1.42

1.21
1.85

3.77
4.05

0.77
0.87

0.89
0.97

0.68
1.19

0.66
0.69

2.58
2.50

2.16
2.08

0.92
1.13

1.76
1.73

1.84
1.69

1.89
2.07

1.61
1.89

3.61
3.49

4.88
5.09

1.45
1.41

1.94
2.12

4.14
3.50

0.76
0.87

0.86
0.95

0.59
0.83

0.61
0.53

2.56
2.63

2.16
213

1.18

1.70
1.85

1.30
1.55

1.17
1.33

1.85
2.26

5.40
6.16

3.99
4.50

111
1.12

1.99
3.15

1.64
1.71

3.42
3.57

3.06
3.38

2.80
3.35

1.95
2.08

1.92
1.93

2.07
2.28

3.769
3.225

1.20
1.46

1.25
1.27

1.82
2.19

5.54
6.10

4.60
4.55

1.10
1.05

2.13
3.40

1.91
1.79

3.14
3.68

2.99
3.47

2.59
3.33

2.20
2.06

1.68
2.03

2.13
2.08

3.438
4.144

10

1.14
1.34

1.74
1.33

1.80
2.05

6.21
6.53

4.27
4.52

1.16
1.03

1.77
3.14

1.68
1.87

3.25
3.64

2.96
3.69

3.29
3.21

2.17
2.06

1.86
1.70

1.50
2.08

3.455
4.788

130



| Delgado Ctrol
| Delgado DN

1.Grueso Ctrol
I. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifién Ctrol
Rifién DN

Bazo Ctrol
Bazo DN

Péncreas Ctrol
Péncreas DN

Corazén Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

Gastroc Ctrol
Gastroc DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Lumbar Ctrol
Lumbar DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

Testiculos Ctrol
Testiculos DN

Ovarios Ctrol
Ovarios DN

Sueros C
Sueros DN

11.97
11.70

8.62
10.00

10.81
12.53

9.52
9.00

11.78
12.22

13.16
14.23

15.06
16.81

10.15
10.48

7.86
7.52

9.34
10.55

8.13
7.45

9.73
10.51

11.81
12.08

13.79
18.34

12.48
12.78

0.123
0.109

12.09
11.85

9.15
9.72

11.04
12.44

8.22
8.67

12.19
12.60

13.51
13.05

12.49
14.68

10.42
10.57

8.53
7.88

9.47
10.16

8.71
8.00

9.77
10.63

12.35
11.60

18.71
16.04

11.81
12.47

0.110
0.128

11.86
11.29

10.80
10.59

11.20
13.00

8.63
9.68

12.11
10.87

12.79
12.74

11.20
16.10

10.12
10.58

7.45
8.61

10.18
10.51

7.33
7.82

8.75
9.97

13.04
11.86

16.40
13.99

11.47
12.36

0.144
0.102

9.44
7.89

10.02
10.23

9.98
12.79

8.54
9.92

11.84
8.37

13.68
13.13

13.00
16.73

10.73
10.77

7.46
7.68

11.16
10.36

8.77
9.72

9.41
9.15

11.61
11.77

14.43
18.44

11.28
12.71

0.143
0.101

5 6
MACHOS
8.23 8.83
8.52 9.79
9.10 9.09
10.62 10.44
10.83 11.04
12.86 12.20
9.29 7.86
9.13 9.73
10.60 9.50
8.72 7.22
12.01 12.16
13.66 13.51
15.59 14.35
16.43 15.91
10.70 10.55
11.16 11.07
7.94 7.78
7.98 7.83
10.43 10.44
10.81 10.12
8.86 8.54
8.59 8.36
10.13 9.51
9.88 9.90
11.04 12.15
11.60 11.42
19.13 21.15
15.60 13.00
11.12 10.47
12.65 11.98
0.102 0.149
0.107 0.110

11.42
13.61

11.44
10.71

10.11
13.04

8.36
12.33

11.55
12.07

17.71
17.70

15.48
20.21

10.91
11.93

9.54
8.95

9.72
9.40

9.20
9.34

16.79
16.86

17.58
16.58

13.26
15.12

0.332
0.425

Concentracion de P (mg) / peso seco (g)

8

11.75

11.95

14.47

0.202
0.226

9

12.04

11.58

13.97

0.152
0.220

10

0.300

11.42
12.01

10.43
10.69

11.53
13.62

8.38
9.00

11.52
12.25

14.52
14.15

10.57
9.45

10.75
10.69

7.77
8.20

9.63
10.17

8.08
7.51

10.40
9.54

13.14
11.90

16.05
13.05

3.67
4.50

0.122
0.115

9.94
12.81

10.33
11.23

11.75
13.83

9.07
9.75

12.09
11.90

14.18
14.18

10.00
9.32

11.07
10.72

8.18
8.11

9.48
10.05

7.19
7.34

9.04
8.96

11.70
11.98

15.99
13.07

4.00
3.19

0.126
0.117

3
HEMBRAS
10.05
12.11

8.38
11.11

10.57
11.29

8.56
8.75

12.24
12.31

13.48
14.48

8.45
14.64

10.33
10.39

8.34
7.66

9.33
9.60

6.65
10.53

8.02
8.28

12.01
11.87

13.08
13.76

2.81
3.61

0.143
0.109

11.19
12.87

10.49
10.00

10.82
10.24

7.87
8.57

12.02
12.23

15.08
14.70

16.87
16.39

10.32
10.87

7.76
8.05

10.13
8.98

5.12
7.55

7.56
7.51

11.87
12.39

14.57
14.25

4.12

0.111
0.132

12.62
13.49

10.14
11.35

10.44
12.65

9.41
11.51

10.81
11.94

16.14
19.56

14.22
17.38

10.84
11.36

9.24
8.90

10.18
10.05

8.34
8.77

15.05
16.10

18.34
18.13

5.75
7.56

0.267
0.296

9.89
14.08

12.78
10.81

10.77
12.69

11.77
11.05

11.74
11.82

16.70
18.31

15.51
19.78

11.02
11.87

10.01
9.07

9.86
9.46

8.65
9.31

16.93
16.75

15.42
18.33

6.17
7.33

0.201
0.347

10

12.11
13.65

12.70
12.13

10.20
12.82

13.08
9.24

11.03
12.01

17.79
18.25

13.40
18.95

11.12
11.59

9.25
8.62

9.15
9.60

9.73
8.26

16.58
16.75

17.83
16.00

5.31
6.87

0.224
0.336

131



| Delgado Ctrc
| Delgado DN

1.Grueso Ctrol
I. Grueso DN

Higado Ctrol
Higado DN

Pulmén Ctrol
Pulmén DN

Rifion Ctrol
Rifién DN

Bazo Ctrol
Bazo DN

Pancreas Ctro
Pancreas DN

Corazén Ctrol
Corazén DN

EDL Ctrol
EDL DN

Gastroc Ctrol
Gastroc DN

Soleo Ctrol
Soleo DN

Lumbar Ctrol
Lumbar DN

Cerebro Ctrol
Cerebro DN

Médula ctrol
Médula DN

Testiculos Ctr
Testiculos DN

Ovarios Ctrol
Ovarios DN

Sueros C
Sueros DN

0.093
0.094

0.091
0.095

0.095
0.124

0.060
0.061

0.092
0.089

0.058
0.064

0.059
0.069

0.067
0.077

0.091
0.069

0.025
0.039

0.062
0.164

0.060
0.060

0.057
0.079

0.015
0.026

0.170
0.169

0.0018
0.0013

0.091
0.088

0.095
0.094

0.099
0.113

0.054
0.058

0.100
0.088

0.061
0.059

0.054
0.069

0.072
0.076

0.128
0.066

0.037
0.044

0.206
0.178

0.076
0.038

0.052
0.053

0.025
0.021

0.156
0.164

0.0019
0.0014

0.095
0.081

0.102
0.097

0.096
0.116

0.055
0.062

0.096
0.073

0.059
0.058

0.046
0.067

0.073
0.078

0.079
0.073

0.028
0.037

0.154
0.184

0.070
0.059

0.061
0.055

0.020
0.017

0.153
0.166

0.0057
0.0014

0.070
0.057

0.100
0.100

0.089
0.119

0.055
0.066

0.089
0.058

0.062
0.061

0.063
0.072

0.072
0.081

0.076
0.185

0.061
0.058

0.211
0.071

0.033
0.068

0.052
0.054

0.016
0.024

0.149
0.168

0.0027
0.0013

5 6
MACHOS
0.061 0.070
0.059 0.068
0.098 0.090
0.103 0.100
0.093 0.100
0.118 0.112
0.059 0.048
0.060 0.064
0.082 0.073
0.056 0.046
0.055 0.055
0.063 0.063
0.061 0.060
0.063 0.060
0.075 0.075
0.082 0.079
0.068 0.051
0.061 0.063
0.033 0.058
0.048 0.046
0.190 0.189
0.174 0.199
0.064 0.056
0.036 0.045
0.046 0.052
0.055 0.055
0.024 0.025
0.019 0.017
0.150 0.140
0.166 0.154
0.0022 0.0027
0.0015 0.0011

0.079
0.099

0.112
0.115

0.095
0.125

0.063
0.100

0.094
0.094

0.086
0.092

0.073
0.094

0.063
0.071

0.059
0.062

0.079
0.054

0.143
0.097

0.058
0.063

0.021
0.021

0.093
0.109

0.006
0.009

Concentracién de Zn (mg) / peso seco (g)

8

0.113

0.097

0.084

0.004
0.006

9

0.114

0.096

0.083

0.008
0.008

10

0.008

0.084
0.084

0.093
0.104

0.094
0.119

0.055
0.061

0.086
0.093

0.066
0.063

0.036
0.038

0.073
0.077

0.072
0.078

0.056
0.028

0.206
0.170

0.056
0.055

0.054
0.053

0.028
0.023

0.030
0.040

0.0021
0.0015

0.065
0.087

0.100
0.104

0.094
0.131

0.058
0.062

0.094
0.086

0.064
0.062

0.038
0.035

0.074
0.079

0.069
0.076

0.056
0.045

0.179
0.185

0.076
0.055

0.051
0.055

0.025
0.024

0.033
0.031

0.0018
0.0017

3
HEMBRAS
0.068
0.080

0.091
0.103

0.091
0.093

0.052
0.060

0.086
0.093

0.062
0.067

0.034
0.067

0.079
0.078

0.062
0.067

0.025
0.041

0.056
0.231

0.063
0.052

0.055
0.056

0.021
0.023

0.021
0.030

0.0023
0.0031

0.077
0.085

0.089
0.099

0.082
0.083

0.058
0.056

0.090
0.088

0.066
0.064

0.068
0.074

0.076
0.082

0.073
0.074

0.043
0.044

0.116
0.159

0.049
0.027

0.051
0.058

0.022
0.023

0.037

0.0025
0.0039

0.086
0.094

0.107
0.110

0.086
0.110

0.074
0.091

0.095
0.093

0.081
0.093

0.064
0.100

0.061
0.069

0.060
0.034

0.067
0.059

0.206
0.185

0.058
0.062

0.020
0.023

0.004
0.007

0.094
0.090

0.116
0.102

0.088
0.102

0.088
0.091

0.112
0.092

0.085
0.090

0.074
0.084

0.069
0.072

0.174
0.023

0.075
0.058

0.082
0.077

0.062
0.062

0.017
0.024

0.004
0.006

10

0.076
0.093

0.104
0.105

0.086
0.108

0.099
0.072

0.089
0.091

0.087
0.089

0.063
0.078

0.067
0.070

0.073
0.040

0.070
0.061

0.223
0.205

0.063
0.062

0.020
0.021

0.005
0.006
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ANEXO 3. Anélisis estadistico de los datos obtenidos por metalomica a los 60
dias de edad

ORGAN TYPE OF TEST Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
Normal distribution ! F2 CF RM RM
SMALL INTESTINE . —
Statistical significance 3 DIET (M) ¢
Normal distribution M RM M CF RM
LARGE INTESTINE
Statistical significance SEX
Normal distribution M RM RF CF
LIVER . —
Statistical significance DIET (F) ® DIET DIET
Normal distribution CF CF M C
LUNG N L
Statistical significance SEX
Normal distribution RM M
KIDNEY . ___
Statistical significance DIET
Normal distribution RF CF C
SPLEEN
Statistical significance SEX
Narmal distribution
PANCREAS . .
Statistical significance DIET DIET DIET DIET DIET DIET DIET DIET DIET
Normal distribution F CF RM, CF M
HEART
Statistical significance
Normal distribution RF M M M RM RF M
EDL MUSCLE
Statistical significance DIET DIET (F) ®
Normal distribution R M M RM
GASTROCNEMIUS
Statistical significance DIET
Normal distribution ™M M c™m M
SOLEUS . —
Statistical significance DIET
Normal distribution c RM CF RF RF
BRAIN
Statistical significance
Normal distribution RF M M M RM RF
SPINAL CORD . —
Statistical significance SEX

! cuando las pruebas generales de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y D'Agostino-Pearson arrojaron una distribucién no
normal con p < 0,01, se indica el nombre del grupo donde los datos no se distribuyen normalmente.

? Cuando se muestra una sola letra (F-hembra, M-macho, C-control, R- restringido) se deduce que los datos no se distribuyeron
normalmente en ambos subgrupos (F significa que tanto CF como UF muestran una distribucion no normal).

* para comparaciones en las que los datos de cualquier grupo no se distribuyeron normalmente, se realizé6 un analisis de
Kruskall-Wallis seguido de una prueba de comparacién multiple de Dunn. Sélo se consideraron comparaciones entre personas
del mismo sexo al evaluar los efectos de la dieta (entre paréntesis, el sexo donde se encontré la diferencia estadistica) y solo se
consideraron comparaciones entre personas del mismo sexo al evaluar los efectos del sexo. Se realizé una prueba de analisis de
varianza bidireccional (SEXO, DIETA) cuando los datos se distribuyeron normalmente y los resultados de una prueba de Tukey
post-hoc se muestran para p <0,01.

* También se aplicé la prueba t de Student para comparar el efecto de la dieta en el intestino delgado de machos mostrando p<
0,001

> También se aplicé la prueba t de Student para comparar el efecto de la dieta en higado de hembras mostrando p< 0,0001
®También se aplico la prueba t de Student para comparar el efecto de la dieta en hembras EDL mostrando p<0,0001
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ANEXO 4. Analisis estadistico de los datos obtenidos por metalomica a los 90
dias de edad

ORGAN TYPE OF TEST Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
Normal distribution ! Ve MU
SMALLINTESTINE . o
Statistical significance SEX SEX
Normal distribution MUt
LARGE INTESTINE — —
Statistical significance
Normal distribution FC
LIVER L A
Statistical significance SEX DIET (M) DIET/SEX DIET DIET DIET DIET DIET DIET
Normal distribution M, FU MU MU
LUNG . o
Statistical significance SEX
Normal distribution Mu*
KIDNEY . .
Statistical significance DIET (M) SEX
Normal distribution M M M,F CF M
SPLEEN
Statistical significance SEX DIET /SEX SEX
Normal distribution MC MU
PANCREAS . .
Statistical significance DIET DIET* DIET DIET
Normal distribution FU? M MC
HEART - P
Statistical significance DIET DIET
Normal distribution MC M, FC M,F MU, FC
EDL MUSCLE
Statistical significance
Normal distribution MU? F M,F
GASTROCNEMIUS - -
Statistical significance
Normal distribution MC FU U (M,F)
SOLEUS - N
Statistical significance DIET
Normal distribution MU_FC MU, FC FC M, F MU U (M,F)
BRAIN . A
Statistical significance SEX SEX
Normal distribution U MU MU
SPINAL CORD
Statistical significance
REPROCTIVE Normal distribution Fc? FC2 M FU M
SYSTEM
Statistical significance SEX DIET (U) SEX SEX SEX
Normal distribution M MC MU - M,F M MU
SERUM !
Statistical significance DIET (M) -

1 . . . .
Cuando las pruebas generales de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y D'Agostino-Pearson arrojaron una
distribuciéon no normal con p < 0,01, se indica el nombre del grupo donde los datos no se distribuyen normalmente.

Cuando se muestra una sola letra (F-hembra, M-macho, C-control, R- restringido) se deduce que los datos no se
distribuyeron normalmente en ambos subgrupos (F significa que tanto CF como UF muestran una distribucién no
normal).

Para comparaciones en las que los datos de cualquier grupo no se distribuyeron normalmente, se realizé un andlisis
de Kruskall-Wallis seguido de una prueba de comparacion multiple de Dunn. Sélo se consideraron comparaciones
entre personas del mismo sexo al evaluar los efectos de la dieta (entre paréntesis, el sexo donde se encontrd la
diferencia estadistica) y solo se consideraron comparaciones entre personas del mismo sexo al evaluar los efectos
del sexo. Se realizé una prueba de analisis de varianza bidireccional (SEXO, DIETA) cuando los datos se
distribuyeron normalmente y los resultados de una prueba de Tukey post-hoc se muestran para p <0,01.
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ANEXOS: 5a. Cuantificacion de imagenes de microscopia de fluorescencia de rayos X, obtenidas en sincrotron
en cerebro

RAT 2 : ) Las rebanadas de cerebro y médula

R espinal fueron analizadas utilizando el

g it : programa MicroAnalysis Tc_)oII,<|t. En total,
fovRUS. . CORPUS GALLOSUM <« N se obtuvieron cinco imagenes de

secciones del cerebro y nueve imagenes
de la médula espinal de tres ratas macho.
Las concentraciones de Ca, Zn y P fueron

CAUDATE PUTAMEN

 DENTATE

%‘L © GYRUS

l white matter white matter white matter
Zn 33.84+0.42 Zn 22.34+0.09 Zn 30.37+5.84
Ca 36.70+4.19 Ca 24.15+1.14 Ca 38.72+5.49

P 16.70+0.01 P 14 50+0.46 P 16.11+1.81

gray matter gray matter gray matter

Zn 59.98+4.67 Zn 38.55+2.50 Zn 40.33x1.77

Ca 37.57+5.33 Ca 29.92+2.18 Ca 38.21+3.87

P 13.53+0.30 P 14.1410.07 P 13.66+1.26
zinc synapse zinc synapse zinc synapse

Zn 108.49+2.51 Zn 85.05+2.57 Zn 88.53+2.65
Ca 41.63+0.12 Ca 32.88+1.0 Ca 51.42+10.64
P 13.66+0.05 P 13.9540.33 P 15.58+3.25

registradas. Para el andlisis, secciones de
la materia gris y de la materia blanca se
analizaron por separado utilizando la
herramienta de enmascaramiento del
software. Para analizar las
concentraciones de zinc, se analizaron
secciones del hipocampo y la corteza. Los
agregados de calcio se analizaron en
areas donde la intensidad media de Ca era
100 veces mayor que los valores iniciales,
solo en secciones de la médula espinal.
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ANEXOS: 5b. Cuantificacién de imagenes de microscopia de fluorescencia de rayos X, obtenidas en sincrotrén
en médula espinal

RAT 1 white matter CERV 1
Zn 33.4313.67
Ca 35.63+6.25
P 23.84+3.10
gray matter
Zn 49.21+6.95
Ca 43.1841.86
P 21.3940.83
RAT 2 white matter CERV 1 TL1 SACRUM 1
Zn 25.80+1.47 5
Ca 27.84+2.85
P 15.3910.83
gray matter
Zn 41.5813.61
Ca 39.22+2.41
P 15.72+1.10
RAT 3 white matter
Zn 39.3546.90
Ca 37.80+2.51
P 18.55£1.70

gray matter

Zn 57.38+10.81
Ca 48.1616.90
P 16.95+2.02
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ANEXO: 5. Cuantificacion de imagenes de microscopia de fluorescencia de rayos X, obtenidas en sincrotrén en

agregados de calcio

RAT 1
aggregates
Zn 120.58+30.47
Ca 6628.26+1016.95
P 177.31£16.28
RAT 2
aggregates
Zn 145.75+4.29

Ca 6278.73+414.10
P 173.115+18.82

RAT 3
aggregates
Zn 160.31+15.01
Ca 6043.97+210.60
P 144.17+12.19
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ANEXO 6. Codigo Python

#Values of synchrotron measurements with their respective standard deviations, for Ca, Zn, P in brain and spinal cord:

x= White matter in brain E=WM. Spinal cord
y=Gray matter in brain F= GM. Spinal cord
w=Zn Synapse G=Calcium aggregates

6= White matter in brain a= WM. Spinal cord
0= Gray matter in brain B= GM. Spinal cord
€=2Zn Synapse CEREBRO y= Calcium aggregates

from uncertainties import ufloat
from uncertainties.umath import *
xca=ufloat (33.2,7.9)

yca=ufloat( 35.2,4.6)
wca=ufloat(42.0,9.3)
Eca=ufloat(33.8,5.2)
Fca=ufloat(43.5,4.5)
Gca=ufloat(6317.0,294.0)

xzn=ufloat(28.8,5.9)
yzn=ufloat(46.3,11.9)
wzn=ufloat(94.0,12.6)
Ezn=ufloat(32.9,6.8)
Fzn=ufloat(49.4,7.9)
Gzn=ufloat(142.2,20.1)

xP=ufloat(15.8,1.1)
yP=ufloat(13.8,0.3)
wP=ufloat(14.4,1.0)
EP=ufloat(19.3,4.3)
FP=ufloat(18.0,3.0)
GP=ufloat(164.9,18.0)

#Values of ICP-OES measurements with their respective standard deviations, for Ca, Zn, P in brain and spinal cord
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#C1=Ca(SC) C2=Ca(Brain)
C3=Zn(SC) C4=Zn(Brain)
C5=P(SC) C6=P(Brain)
cl=ufloat(4.19,3.08)
c2=ufloat(0.44,0.47)
c3=ufloat(0.032,0.009)
c4=ufloat(0.064,0.013)
c5=ufloat(18.64,3.92)
c6=ufloat(14.84,2.76)

### Spinal cord parameters

rangoa = np.linspace(0.45, 0.75, 61)
rangof = np.linspace(0.215, 0.515, 61)
rangoy = np.linspace(0, 0.035, 8)

### Brain parameters

rangod = np.linspace(0.15, 0.45, 31)
rangoB = np.linspace(0.25, 0.55, 31)
rangoe = np.linspace(0.10, 0.45, 36)

# print (rango®, rangoy, rangof, rangoaq, rangog, rangod)
from tgdm import tqdm

import datetime

date = datetime.datetime.now()
fech = date.strftime('%Y-%m-%d')
fech= str(fech)

print(fech)

filel = open(fech+'.txt', "w"

filel.write("ME \t BRAIN \t th \t gam \t bet \t al \t eps \t del \t res1 \t res1Desv \t res2 \t res2 Desv \t res3 \t res3Desv \n")

cl c2=cl/c2
c3_c4=c3/c4
c5_c6 =c5/c6

# with tqdm(total=35**6) as pbar:
with tgdm(total=41*48*8*31*31*31) as pbar:
foriin range (0,rangoa.shape(0], 1):
a = rangoali]
forjin range (0,rangop.shape[0],1):
B = rangoBl(j]
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for k in range (0,rangoy.shape[0],1):
y = rangoy(K]
foriiin range (0,rango6.shape[0],1):
6 =rangodliil
for jj in range (0,rangoB.shape[0],1):
0 = rangof([jj]
for kk in range (0,rangoe.shape[0],1):
pbar.update(1)
€ = rangoe[kk]
# print (o+B+y, 6+&+0)
#if a+B+y >0.994 and a+B+y <0.996 and 6+€+6 >0.994 and 6+e+6 <0.996:
if a+p+y == 1 and 6+6+e == 1:

resull= (a*Eca+B*Fca+y*Gca)/(6*xca+0*yca+e*wca)
resul2= (a*Ezn+B*Fzn+y*Gzn)/(6*xzn+0*yzn+e*wzn)
resul3= (a*EP+B*FP+y*GP)/(6*xP+0*yP+e*wP)

#if resul1>5 and resul2<0.55 and resul3<1.5:
if resull > (c1_c2.n-c1_c2.s) and resull < (c1l_c2.n+cl_c2.s) and resul2 > (c3_c4.n - c3_c4.s) and resul2 < (c3_c4.n + c3_c4.s) and resul3 >
(c5_c6.n - c5_c6.s) and resul3 < (c5_c6.n + c5_c6.5s):

print ("ME",a+B+y, "BRAIN",6+6+¢)
print (o, B,v, 6,6, ¢€)
print (resull, resul2, resul3)

# filedl.write("%.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t "%(a+B+y, 6+€+6, 6, v, B, a, €, 8)+'{:.4u} \t {:.4u} \t {:.4u}\n
'.format(resull, resul2,resul3))

filel.write("%.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \t %.3f \n "%(a+B+y, 6+c+6, 6, y, B,
a, &, 6, resull.n, resull.s, resul2.n, resul2.s,resul3.n, resul3.s))
filel.close()
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ANEXO 7. Resultados del analisis de prote6mica:

a. Proteinas con alta expresion en hembras sometidas a restriccion de alimento

D3ZGK7
P10959
AO0A0G2JXMO
Q63471
AOAO0G2JWE1
P60711
AO0A0G2K1Q0
D4A228
P85972
D3ZHI3
G3V7C6
AOABI5Y665
P62963
MOR485
P01946
P11517
P02091
AOA8I6AANS
AOAQ0G2K470
AOA8I5Y241
P06399
070511
AOABI6AAA8
AOAO0G2KB09
AOAO0G2K481
Q9R095

Accession

& R o Unique peptides

w W N e @ N =
PR, AP Rvwwderoerngsg

-

U W o - -

Anova (p)

0.004
0.029
0.025
0.041
0.039
0.014
0.011
0.015
0.023
0.012
0.040
0.032
0.058
0.154
0.091
0311
0.054
0.271
0.281
0.643
0.135
0.081
0.685
0.685

P R NNNRPWRNNNNWRNLERNNNNRNRNLNDNNNND ®w w Maxfoldchange

Highest mean condition

X
o
=2

HDN

@
s
64618.753
60517.0988
85305.6203
24700.6034
18642.0143
42079.017
186814.672
163298.786
117185.809
81207.9308
49108.2364
254318.92
15128.3395
57176.016
15499.6369
16096.513
16093.466
79486.5573
129979.4683
46870.2744
87427.3877
285868.7586
183194.7482
41758.3012
239522.6094
208672.6993

Carboxylic ester hydrolase , Ceslc

Carboxylesterase 1C, Ceslc

MIA SH3 domain ER export factor 2, Mia2

BPI fold-containing family A member 2, Bpifa2

Myosin light chain 6

Actin_ cytoplasmic 1, Actb

Phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase_ catalytic subunit type 2 beta , Pik3c2b
Myomesin 3, Myom3

Vinculin,, Vcl

Kelch-like family member 4 , KIhi4

Tubulin beta chain, Tubb4b

Cad

Profilin-1, Pfnl

Peptidoglycan recognition protein 2 , Pglyrp2

Hemoglobin subunit alpha-1/2, Hbal

Hemoglobin subunit beta-2

Hemoglobin subunit beta-1, Hbb

Fibulin-1, Fbinl

Integrin subunit alpha 2, Itga2

Platelet-activating factor acetylhydrolase OS=Rattus norvegicus
Fibrinogen alpha chain , Fga

Ankyrin-3, Ank3

1Q motif containing GTPase activating protein 3, lqgap3
Parvin_ beta, Parvb

Sperm flagellar 2, Spef2

Sperm flagellar protein 2, Spef2

Average.Intensity.R

73756
16902
26015
19968
14814
213824
108386
4475
59428
15980
13480
7966
37505
60648
269643
3221
111537
541
2872
541
149878
2812
13183
4735
28170
41711

141

Average.Intensity.C

24394
6613
10509
8214
6773
98769
52126
2247
31723
8746
7847
4646
22434
36586
90732
2036
51090
242
1252
288
115735
1593
8497
2234
22552
33392



b. Proteinas con alta expresiéon en hembras control

Accession

AOAOG2K3L5
AOA096MKF8; A0A0G2KAW:
AOA8I6A2X1;A0A816A773;C
P06866;A0A0H2UHM3;A0A
AOA8ISY7N7;A0A8I5ZWC2;
AOA8I5ZXZ6

Q99P84

Q4v7C8

AOA0G2JSWO

D3ZXB7

D3zAQ1

AOA8I6ALWS

AOA8I6AB30

AOA8I5Y662

AOA0G2JUD6

AOAS8I5ZYI8

G3V9R2

P20059

AOA8I6ADF8

P62738

B5DFO7

D4ASNS5

Q4KM33

P50398

D4A1W7

F1MO0Q9

AOAO0G2K627

D3ZK73

P25030

AOA8L2QY59

G3V9R9

G3Vv615

D3zuQl

F1LY69

AOAS8I5Y6E1

P35859

CERENUVwurabrNRrRNRRRPRNBENANNO R P ONOWa S NN - Unique peptides

= I
o9onN

Anova (p)

0.041
0.014

0.019
0.027
0.033
0.018
0.018
0.038
0.025
0.026
0.026
0.004
0.049
0.012
0.033
0.266
0.430
0.527
0.250
0.132
0.918
0.568
0.428
0.143
0.152
0.221
0.105
0.237
0.063
0.299
0.082
0.357
0.108
0.059

NNREPNNNNNRPRPNWNNOUNWARARNNNNNNNWW®WW®WW®WM VO o o Maxfoldchange

o Highest mean condition

25
—

Mass

13961.6688
247275.811
152982.879
39076.4876
148672.339
39400.4349
258758.067
54337.5963
19882.3
58150.0795
68889.7045
13318.2967
70222.6524
12909.4402
80531.1788
80935.1333
144850.213
52092.3509
58345.4174
42408.2561
67749.4153
73459.3612
40338.0124
51107.013
154761.833
55757.2932
48563.5418
111496.036
49444.6948
160749.983
71180.2317
86721.8153
44726.1902
167476.815
67839.2757
67609.9878

Ig-like domain-containing protein
Mediator complex subunit 12, Med12
Ninein-like , Ninl

Haptoglobin, Hp

Unconventional myosin-VI, Myo6

Fc receptor-like 1, Fcrll

1-phosphatidylinositol 4_5-bisphosphate phosphodiesterase epsilon-1, Plcel

Centrosomal protein of 55 kDa , Cep55

Mpyosin light chain 12A, Myl12b

Keratin 71 , Krt71

Actin related protein 5, Actr5

Ig-like domain-containing protein

Similar to alpha-fetoprotein , Albfm1

Ig-like domain-containing protein

Kinesin-like protein, Kif3a

Leucine zipper tumor suppressor family member 3, Lzts3
Complement factor H, Cfh

Hemopexin , Hpx

Chaperonin containing TCP1 subunit 6A , Cct6a
Actin_ aortic smooth muscle , Acta2
Mitochondrial ribonuclease P catalytic subunit, Prorp
Tripartite motif-containing 25, Trim25

Pleckstrin , Plek

Rab GDP dissociation inhibitor alpha, Gdil
Nephrocystin 3, Nphp3

Peptidase M20 domain containing 1, Pm20d1
D-ribitol-5-phosphate cytidylyltransferase , Crppa
Cullin 4B, Cul4b

Keratin_ type | cytoskeletal 20 OS=Rattus norvegicus
Alpha-2-macroglobulin , A2m

Afamin , Afm

C3/C5 convertase , Cfb

Lipase, Lipol

Intraflagellar transport 140, Ift140

Insulin-like growth factor binding protein_ acid labile subunit, Igfals
Insulin-like growth factor-binding protein complex acid labile subunit, Igfals

Average.Intensity.R

1080
350
13435
3115
19293
1136
3635
932
1512
2375
2322
2303
5563
3943
13163
646
14940
15736
9536
117
16
947
187
1318
5114
6254
1273
5683
5248
1072
581
19502
8574
26720
7826
36282
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Average.Intensity.C

6419
1946
72188
15241
85441
3763
11396
2617
3990
6170
5821
5556
13294
7882
24283
1188
26872
27257
24394
326
25
4476
1075
2027
8126
15750
2586
7848
9864
1871
1148
36124
14959
37376
16558
72603



c. Proteinas con alta expresidon en machos sometidos a restricciéon de alimento

Accession

Q63471
P01946
P11517
AOAS8I6AANS
AOA0G2K470
Q5U206
Q64240
AOA8I5Y241
P06399
Q63416
Q66H59
070511
Q62975
AOABI6AAAS
AOA0G2KB09
D3ZHI3
Q6IRK9
Q9R095
AOA0G2K481
AOAOG2JWE1
AOA8I5Y665
AOA0G2K1Q0
MOR485
P02091

& & 5 Unique peptides

FNQIEN

w Ul WA WO

w N
= o

Anova (p)

0.021
0.033
0.032
0.022
0.012
0.030
0.007
0.013
0.044
0.020
0.021
0.006
0.024
0.040
0.016
0.012
0.024
0.024
0.422
0.375
0.844
0.407
0.058

VP PR P NRNNNMNNNNNNNN®W®WO S o N Maxfold change

O Highest mean condition

<
=

<
=]
=

MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN
MDN

a
(T
=
24700.6034
15499.6369
16096.513
79486.5573
129979.468
16859.6341
39763.4976
46870.2744
87427.3877
99439.8701
35229.5117
285868.759
50358.2051
183194.748
41758.3012
81207.9308
52098.6422
208672.699
239522.609
18642.0143
254318.92
186814.672
57176.016
16093.466

BPI fold-containing family A member 2, Bpifa2
Hemoglobin subunit alpha-1/2 , Hbal
Hemoglobin subunit beta-2

Fibulin-1, Fbinl

Integrin subunit alpha 2, Itga2

Calmodulin-like protein 3, Calmi3

Ambp

Platelet-activating factor acetylhydrolase, Pla2g7
Fibrinogen alpha chain, Fga

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3, Itih3
N-acetylneuraminate lyase , Npl

Ankyrin-3 , Ank3

Protein Z-dependent protease inhibitor, Serpinal0
1Q motif containing GTPase activating protein 3, lggap3
Parvin_ beta, Parvb

Kelch-like family member 4, KIhl4
Carboxypeptidase Q, Cpq

Sperm flagellar protein 2, Spef2

Sperm flagellar 2, Spef2

Myosin light chain 6

Cad

Phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase_ catalytic subunit type 2 beta OS=Rattus norvegicus
Peptidoglycan recognition protein 2 OS=Rattus norvegicus OX=10116 GN=Pglyrp2 PE=1 SV=3

Hemoglobin subunit beta-1, Hbb

Average.Intensity.R

122176
580777
10629
1012
2583
4705
149458
641
224945
185452
6543
2373
60161
14841
3324
19563
23615
38508
26007
10156
9684
73541
61404
235217
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Average.Intensity.C

5849
73074
1623
206
748
1685
56132
252
103154
85438
3079
1165
30033
8598
2025
12408
15121
25253
17055
7127
7619
59618
52209
46960



d. Proteinas con alta expresion en machos control

Accession

P08661;Q7TMCO
AOAS8I6ADF8
F1LWL5
P62738
B5DFO07
D4ASNS5
Q4KM33
P06866
P50398
D4A1W7
F1MO0Q9
AOAO0G2K627
AOA096MK42
AOAOH2UI07
P20059
G3V9R9
G3Ve15
D3zuQl
P35859
AOA8ISYBEL
F1LY69
AOAS8I5ZK89
G3V9R2
AOA8L2QY59
Q6IFZ5
Q63269
P25030
AOA8L2Q3P8
D3zK73
P97535
AOAO0G2K3L5
AOABI6ALWY
AOA8I5Y662
AOAQ096MKF8
Q4Vv7C8
D3zAQ1
AOAS8I6AB30
AOA0G2JUD6

ENNNMNR PR, OBRNE R NR R WwE N Unique peptides

B P » P 2o
DurwuogulsSoBER

AN EFRLP NNNO PR

Anova (p)

0.047
0.034
0.027
0.048
0.047
0.022
0.035

0.030
0.009
0.012
0.022
0.042
0.008
0.036
0.033
0.027
0.007
0.023
0.008
0.001
0.038
0.034
0.015
0.009
0.024
0.034
0.004
0.021
0.004
0.418
0.139
0.156
0.135
0.436
0.051
0.331
0.056

NN WNWNNNNNNNNMNNNNNNNWOWWWLWWDSSEPSEDDEDdDONO

¥ Max fold change

Highest mean condition

<
o

T
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT
MCT

a

©

=
26413.5078
58345.4174
121947.601
42408.2561
67749.4153
73459.3612
40338.0124
39076.4876

51107.013

154761.833
55757.2932
48563.5418
65248.0045
60735.5683
52092.3509
71180.2317
86721.8153
44726.1902
67609.9878
67839.2757
167476.815
215702.866
144850.213
160749.983
62328.8362
307195.515
49444.6948
54713.5679
111496.036
51114.5998
13961.6688
13318.2967
12909.4402
247275.811
54337.5963
68889.7045
70222.6524
80531.1788

Mannose-binding protein C, Mbl2

Chaperonin containing TCP1 subunit 6A , Cct6a
Glyoxalase domain containing 4 , Gemin4

Actin_ aortic smooth muscle , Acta2

Mitochondrial ribonuclease P catalytic subunit , Prorp
Tripartite motif-containing 25, Trim25

Pleckstrin , Plek

Haptoglobin , Hp

Rab GDP dissociation inhibitor alpha, Gdil
Nephrocystin 3, Nphp3

Peptidase M20 domain containing 1, Pm20d1
D-ribitol-5-phosphate cytidylyltransferase , Crppa
Ligand dependent nuclear receptor corepressor , Lcor
Pyruvate kinase , Pkir

Hemopexin , Hpx

Afamin, Afm

C3/C5 convertase , Cfb

Lipase, Lipol

Insulin-like growth factor-binding protein complex acid labile subunit, Igfals
Insulin-like growth factor binding protein_ acid labile subunit, Igfals

Intraflagellar transport 140, Ift140

Dedicator of cytokinesis 5, Dock5

Complement factor H, Cfh

Alpha-2-macroglobulin , A2m

Keratin 76 , Krt76

Inositol 1_4_5-trisphosphate receptor type 3, Itpr3
Keratin_ type I cytoskeletal 20, Krt20

Fibulin 5, FbIn5

Cullin 4B, Cul4b

Phospholipase A1 member A, Plala

Ig-like domain-containing protein GN=AABR07061001.1

Ig-like domain-containing protein GN=ENSRNOG00000065952
Ig-like domain-containing protein GN=ENSRNOG00000063707

Mediator complex subunit 12, Med12
Centrosomal protein of 55 kDa, Cep55
Actin related protein 5, Actr5

Similar to alpha-fetoprotein OS=Rattus norvegicus OX=10116 GN=Albfm1 PE=1 SV=1

Kinesin-like protein , Kif3a

2 b5 Average.Intensity.R

2303
40
12
147
284
3563
966
3911
4304
1037
229
6345
13886
789
9391
6513
19625
4356
23821
4150
17397
1069
40484
4792
5147
990
6499
33285
1637
1775
5520
733
866
3514
7452
13866
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Average.Intensity.C

1308
3277
35598

134
1469
2577
25072
4520
16846
17464
4165
917
23444
47575
2617
29531
18831
53418
11554
55205
9340
38993
2310
84526
9745
9009
1583
10312
51729
2941
3032
8922
2476
1424
9044
12406
23546



e. Proteinas comunes en restriccion de alimento y condicion control

Unique peptides
Highest mean condition

Max fold change

Accession
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