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[. ABREVIATURAS

AgRP Proteina relacionada al agouti

ALP Fosfatasa alcalina

ANOVA Analisis de varianza

AP Adenohipdfisis

APN Aminopeptidasa neutral

BAT Tejido adiposo pardo

BHE Barrera hematoencefalica

CC Animales alimentados con dieta control de Zn en etapas pre y postnatales.

CD Animales alimentados con dieta control de Zn en la etapa prenatal y dieta deficiente
en la etapa posterior al destete.

CORT Corticosterona

CRH Hormona liberadora de corticotropina

Cu Cobre

DC Animales alimentados con dieta deficiente de Zn en la etapa prenatal y dieta control
en la etapa posterior al destete.

DCT1 trasportador de cationes divalentes 1

DD Animales alimentados con dieta deficiente de Zn etapas pre y postnatales.

ESM Error estandar de la media

fT4 Tiroxina libre

GABA Acido gamma-aminobutirico

GH Hormona de crecimiento

HPT Eje hipotalamo-pituitaria-tiroides

HT Hormonas tiroideas

IGF-1 Factor de crecimiento similar a la insulina |

MT Metalotioneina

NMDA N-metil-D-aspartato

NPV Nucleo paraventricular del hipotalamo

NPY Neuropéptido Y

PPII Piroglutamil aminopeptidasa Il

RIA Radioinmunoensayo

rTs Triyodotironina reversa

T3 Triyodotironina



T4 Tiroxina

TRH Hormona liberadora de tirotropina

TSH Hormona estimulante de la tiroides o tirotropina

UCP-I Proteina desacopladora |

UCPs Proteinas desacopladoras de la fosforilacion oxidativa
ZIP Proteina tipo ZRT1, IRT1

Zn Zinc

ZnT Familia de proteinas transportadoras de Zn

BNA B-naftilamina



[I. RESUMEN

El TRH es uno de los principales reguladores del eje HPT, ademas tiene un papel como
neuromodulador, se encuentra en diferentes regiones del sistema limbico donde participa
en el control de la locomocién, memoria, aprendizaje y conducta alimentaria. EI TRH se
degrada de manera especifica mediante la ectoenzima piroglutamil aminopeptidasa Il
(PPI). La PPIl es una metalopeptidasa dependiente de zinc que se encuentra en la
membrana de diferentes tejidos pero principalmente en cerebro, donde tiene una
distribucién heterogénea. La deficiencia de Zn es un problema a nivel mundial: en
México, la deficiencia moderada de este mineral es del 30% en nifios en edad escolar y
en mujeres en edad reproductiva. El Zn es un metal esencial para la actividad de
centenares de enzimas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una alimentacion deficiente en Zn
durante las etapas pre y/o postnatal sobre el funcionamiento del eje tiroideo y conducta
alimentaria de ratas adultas. Se estudiaron los cambios sobre el contenido de TRH y la
actividad de la PPII en el sistema limbico.

Ratas Wistar hembras en edad adulta, fueron alimentadas desde el inicio de la gestacion
y hasta el final de la lactancia con una dieta control (C: 20 ppm Zn) o deficiente de Zn (D:
1-2 ppm Zn). Se seleccionaron: 20 crias de las madres con dieta C y 20 de las madres
con dieta D, se dividieron en los siguientes grupos: C-C: Crias de madres alimentadas
con dieta control durante la gestacion y mantenidas con la misma alimentacion después
del destete; C-D: Crias de madres alimentadas con la dieta C, y que después del destete
fueron sometidas a la dieta D; D-D: Crias cuyas madres fueron alimentadas con la dieta
D y mantenidas con esa misma dieta después del destete; D-C: Crias de madres
alimentadas con una dieta D reemplazada por una dieta C después del destete.

Las crias fueron separadas por sexo y mantenidas en grupos bajo condiciones
controladas de luz y temperatura. Alimento y agua fueron proporcionados ad libitum. Los
animales fueron pesados cada semana. Las crias fueron sacrificadas por decapitacion a
los dos meses y medio de edad. Se determind en suero la concentracion de hormonas
tiroideas, TSH, corticosterona y la actividad de la tiroliberinasa. Se extrajeron los
cerebros y se disecaron el hipotalamo medio basal, nucleo accumbens, corteza frontal,
amigdala, hipocampo y eminencia media. En el hemisferio izquierdo (excepto de la
eminencia media, donde se utilizé todo el tejido) se cuantifico el contenido de TRH por
RIA y en el hemisferio derecho la actividad de PPII por fluorometria. En ratas sacrificadas
inmediatamente después del destete se procedié a la diseccion de las mismas regiones
para la cuantificacion de TRH en el hemisferio izquierdo y de la actividad de PPII en el
hemisferio derecho.

El peso de los grupos experimentales fue menor vs el control, esto en ambos sexos y sin
importar la etapa de la vida en la que sometieron a la deficiencia de Zn. El efecto
anorexigénico de la deficiencia de Zn fue mas evidente en machos; al final del
experimento, los grupos experimentales de hembras, consumieron la misma cantidad de
alimento que el grupo control (CC). Es probable que los machos sean mas susceptibles a
las alteraciones en el comportamiento alimentario inducidos por una dieta deficiente en
Zn durante la etapa postnatal logrando mantener la homeostasis del Zn si la deficiencia



se da en la etapa prenatal. La disminucion del peso y consumo de alimento, son capaces
de regresar a la normalidad cuando se sustituye la dieta deficiente de Zn administrada
durante la etapa prenatal, por una dieta completa después del destete. En hembras, el
peso del grupo con alimentacién deficiente de Zn en la etapa prenatal (DC) no presentd
diferencias hacia el final del experimento vs DD; el grupo con deficiencia postnatal (CD)
alcanzd un peso significativamente mayor vs DD y se mantuvo con un peso similar al de
ratas CC. Esto que indica que en hembras, la deficiencia de Zn en etapas tempranas del
desarrollo es mas deletérea que la que ocurre en etapas mas tardias de la vida.

La disminucién en la concentracion de T, en machos y de T3 en hembras, es evidencia
de que la deficiencia de Zn tiene un efecto supresor sobre las hormonas tiroideas.

En machos, el contenido de TRH disminuyd, en nucleo accumbens y amigdala, por la
deficiencia postnatal de Zn (tanto en DD como en CD). Las alteraciones fueron revertidas
por la introduccion de Zn en la dieta (grupo DC), lo que indica especificidad del efecto,
siendo mas sensible el contenido de TRH a la deficiencia postnatal de Zn. Las
consecuencias fisioldgicas que tienen tales cambios en el contenido del TRH en el
nucleo accumbens podrian alterar la locomocién, mientras que el TRH de la amigdala ha
sido relacionado con la conducta de ansiedad. En hembras, el unico cambio observado
en el contenido de TRH fue un aumento evidente en el hipocampo de ratas con
deficiencia prenatal (CD) y que no regresé a valores control en DC.

Alteraciones en la actividad de PPIl en hembras se presentaron en dos de las regiones
con mayor contenido de Zn en el cerebro: en hipocampo y amigdala; los cambios fueron
region especificos dependiendo de la etapa de deficiencia del mineral. En machos los
cambios se observaron en el hipotalamo; la deficiencia prenatal de Zn fue responsable
de las alteraciones en la actividad de la PPII.

La deficiencia dietética de Zn provoca alteraciones en los parametros que se analizaron
en este trabajo: peso, consumo de alimentos, eje tiroideo contenido de TRH y actividad
de la enzima PPII en sistema limbico, durante las etapas pre y/o postnatales, los cambios
son dependientes de género.



lIl. INTRODUCCION

El Zn es un metal esencial para centenares de procesos biologicos y debe consumirse en
la dieta para mantener una salud 6ptima. La importancia de la biodisponibilidad del Zn en
la dieta se demostrd inicialmente en estudios con animales de laboratorio (O’Dell y
Savage, 1960). El riesgo de deficiencia de Zn (moderada o severa) aumenta por factores
tales como malabsorcién intestinal, alcoholismo, cirrosis, anemia, falla renal, consumo de
algunos medicamentos (diuréticos, esteroides), y pérdidas excesivas por el sudor
(Prasad et al., 1963; Prasad, 1988).

La deficiencia de Zn aguda (Henkin et al., 1975) y crénica (Prasad, 1991) es conocida
dentro de la poblacién humana y probablemente es mas comun de lo que se reconoce
generalmente. La prevalencia de deficiencia de Zn es alta en paises que consumen una
importante cantidad de cereales, los cuales tienen alto contenido de fitatos (Sandstrom y
Lénnerdal, 1989). Estos compuestos, presentes en los vegetales y granos de cereales
que forman parte de la dieta mexicana, inhiben la absorcion de Zn (Rosado, 1998). Este
metal forma complejos insolubles con el acido fitico a un pH alcalino, que son aun mas

insolubles cuando forman complejos de Zn-Ca-fitato (Sandstrom et al., 1987).

La deficiencia de Zn se refleja en sindromes clinicos que afectan a ambos sexos, a todos
los grupos de edad y nivel socioecondmico y cultural. Esta no se encuentra asociada con
ningun marcador bioquimico especifico, lo cual dificulta su identificacion. En cuanto a la
evaluacion del estado nutricio del Zn en poblacion mexicana, los estudios publicados son
escasos. Hunt et al, observa que la ingestion promedio de Zn en el embarazo es baja
(7.8+ 3.3 mg/d), y 57% de las mujeres presentan concentraciones bajas de Zn en plasma
(<8.1 umol/l) (Hunt et al., 1987). Rosado estudid los indicadores bioquimicos asociados
con el estado nutricio del Zn en preescolares; 20% de los nifios evaluados presentan
concentraciones bajas de Zn en plasma (<10.7 pmol/l) (Rosado et al., 1995).
Recientemente, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2006) determiné
que la deficiencia de Zn sigue siendo uno de los problemas mas importantes de salud
publica, presentandose una afectacién del 30%, es decir, uno de cada tres nifios o

mujeres la padecen (Olaiz-Fernandez et al., 2006).

El Zn se encuentra ampliamente distribuido en el cuerpo, los tejidos que presentan mayor

contenido del mineral son la préstata, retina, rindn y muasculo (Prasad, 1976). En el



cerebro, la concentracion intracelular de Zn permanece constante a pesar de

incrementos o decrementos en los niveles extracelulares (Prohaska, 1987).

Entre los efectos de la deficiencia de Zn se incluyen infecciones, hipogonadismo, pérdida
de peso, deterioro emocional, dermatitis, retardo en la cicatrizacién de heridas, alopecia,
alteraciones del gusto, ceguera nocturna, anorexia, hipoleptinemia, disminucion en la
sensibilidad a la insulina, disminucién en la concentracién sérica de T3 y de la desyodasa
1 hepatica (Prasad, 1985), exacerba la respuesta al estrés, deterioro de procesos
cognitivos como la memoria y el aprendizaje y resulta en una mayor propension a la

epilepsia y a la enfermedad de Alzheimer (Cuajungco y Lees, 1997).

El Zn se requiere para la funcién 6ptima de mas de 300 enzimas (Vallee y Auld, 1990), El
papel del Zn en estas metaloenzimas incluye su participacion en funciones cataliticas,
estructurales y regulatorias. Este trabajo se centra en la posible regulacion de la enzima
piroglutamil aminopeptidasa Il (PPIl), una mataloenzima dependiente de Zn, secundaria a

deficiencia de este mineral en la dieta de roedores.



IV. ANTECEDENTES

En México, el 10 por ciento de las madres embarazadas sufren desnutricién y los
principales factores que inciden en este problema son el bajo nivel socioeconémico,
enfermedades previas o durante el embarazo y el estilo de vida de la madre (Valero De
Bernabe, 2004). Si la demanda nutricional del feto es mayor que el aporte placentario, se
originara una desnutricion fetal. La desnutricion intrauterina provoca bajo peso al nacer
debido a alteraciones en la circulacién placentaria (Leis-Marquez, 1999) y predice de

manera importante la mortalidad infantil.

El fenotipo de un adulto es la suma de los factores genéticos asi como de la influencia
del ambiente fetal y postnatal. Un ambiente intrauterino subdptimo tiene consecuencias
negativas en la funcion neuroendocrina (Nathanielsz, 1999; Hoet y Hanson, 1999). En
humanos, durante los ultimos dias de gestacion y los primeros dias de vida, ocurre la
diferenciacién neuronal en el hipotalamo (Yew y Chan, 1999), periodo en el que las
condiciones nutricionales y el metabolismo tienen gran impacto en el feto y el recién

nacido.

Es ampliamente reconocido que la desnutricion intrauterina predispone a los organismos
a presentar un conjunto de padecimientos cronicos en la etapa adulta conocidos como el
sindrome metabdlico (Stocker et al., 2005; Reusens y Remacle, 2006; Ozanne y Hales,
2002; Zambrano, 2002). Este incluye anomalias como: obesidad abdominal, resistencia a
la insulina, hiperinsulinemia, hipertension, diabetes tipo 2, hiperglucemia e
hipertrigliceridemia (Mota et al., 2004). Esta hipdtesis es conocida como le hipétesis de
Barker y propone que el feto se adapta a la desnutricion provocando cambios
metabdlicos y endocrinos permanentes que forman la base de las patologias en la etapa
adulta (de Boo y Harding, 2006). Estos cambios incluyen adaptaciones en los sistemas

que controlan el peso corporal y el apetito (Jackson et al., 1996).

Por otro lado, se sabe que el eje tiroideo madura a lo largo de la etapa intrauterina, lo
que esta controlado intrinsecamente por la edad gestacional y no por las hormonas
tiroideas (HT). Aunque hay variaciones individuales en el proceso de maduracion, la
regulacion por retroalimentacion del eje tiroideo madura aproximadamente en la semana
gestacional 37 (Hashimoto et al., 1991). Las concentraciones elevadas de tirotropina

(TSH) en presencia de niveles altos de HT en el feto, sugieren que la sensibilidad de la



hipdfisis a la retroalimentacion negativa esta limitada o compensada por un aumento en
la estimulaciéon de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) hipotalamica (Thorpe-
Beeston et al., 1991).

Uno de los principales reguladores del eje hipotalamo-pituitaria-tiroides (HPT) es el
tripéptido TRH (pGlu-his-proNH,) sintetizado en el nucleo paraventricular del hipotalamo
(NPV); es liberado de la eminencia media al sistema portahipofisario, y estimula la
sintesis y liberacion de TSH en la adenohipdfisis, ésta a su vez estimula la sintesis y
liberacion de las HT en la glandula tiroides (Guillemin, 1978), las cuales por
retroalimentacidon negativa inhiben la sintesis de TSH y de TRH en la adenohipdfisis y en
el NPV, respectivamente (Nillni & Sevarino, 1999; Yen, 2001).

El TRH se degrada eficientemente y de manera especifica mediante la ectoenzima
piroglutamil aminopeptidasa Il (PPIl) o su forma soluble que se encuentra en suero
(tiroliberinasa). La PPIl es una metalopeptidasa dependiente de zinc que se encuentra en
la membrana de diferentes tejidos pero principalmente en cerebro, donde tiene una
distribucion heterogénea (Vargas et al., 1987; Vargas et al., 1992) (Fig. 1). Esta presente
en neuronas, en las terminales nerviosas (Cruz et al., 1991); su actividad es mayor en
bulbo olfatorio, cerebelo e hipocampo. Un estudio sobre la ontogenia de la actividad de la
PPII, revelé que el desarrollo de ésta en el cerebro, esta asociado a la sinaptogénesis, o
que sugiere que la distribucién regional de la PPII en adultos es resultado de eventos que
ocurren en etapas tempranas del desarrollo de las ratas (Vargas et al., 1992). En la
adenohipdfisis, la PPII se localiza en lactétropos donde degrada al TRH que actua como
neurohormona proveniente de la eminencia media. La evidencia de su papel en la
degradacion del TRH liberado viene de su gran especificidad, el incremento en la
recuperacion del TRH liberado al medio con un inhibidor de la PPIl y su respuesta a
reguladores de la accion del TRH en adenohipdfisis, como las hormonas tiroideas
(Ponce, 1988).
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Fig 1. Estructura de la ectoenzima que degrada al TRH. Contiene una pequefia region citoplasmatica en el
amino terminal. EI gran dominio extracelular contiene la secuencia consenso de la familia de las
metalopeptidasas dependientes de Zn. (Bauer., 1995)

La regulacién tan estricta de la PPIl adenohipofisiaria por las hormonas periféricas
(Bauer, 1988; Schomburg y Bauer, 1995) y por el TRH (Vargas, et al., 1994) sugiere que
esta enzima puede ser un elemento adicional dentro de los mecanismos de control
neuroendocrino que afectan la intensidad del estimulo hipotalamico y/o de la duracion de
la accién de la molécula senal. La regulacion de la PPIl es tejido especifica; las
hormonas tiroideas incrementan la actividad de la PPIl de adenohipdfisis mientras que en
diversas regiones cerebrales no tienen efecto alguno (Ponce, 1988; Bauer, 1990). Por
otra parte, su actividad estd sujeta a regulacion negativa por el 17p-estradiol en

adenohipdfisis (Bauer, 1988).

El TRH se libera en respuesta a estimulos ambientales como el frio, activandose el eje
tiroideo, o a la succion (como en la lactancia) para promover la liberacién de prolactina
(Joseph-Bravo et al., 1998). El frio es un estimulo ambiental que provoca la activaciéon
del HPT, aumentando el RNAmM de proTRH en el NPV (Uribe et al., 1993), y la
concentracion sérica de TSH y de las hormonas tiroideas, las cuales actuan sobre el
tejido adiposo pardo (BAT), junto con el sistema simpatico, para aumentar la

termogénesis (Silva, 2003).

El eje tiroideo se regula de manera diferencial a distintos niveles y depende de la etapa
del desarrollo, edad, sexo y etapas fisioldgicas de los animales. El control puede ocurrir a

nivel de la sintesis, liberacién y degradacion del TRH, regulador principal del eje.



La desnutricion en la etapa intrauterina, provoca cambios en el funcionamiento del eje
tiroideo, aumento en los niveles de tiroxina (T4) en la sangre del cordéon umbilical y una
correspondiente disminucién de la concentracion de triyodotironina (T3) y triyodotironina
reversa (rT3) (Mahajan et al., 2005). Las alteraciones en el eje HPT provocan
adaptaciones benéficas a las condiciones intrauterinas hostiles de la desnutricion. Una
dieta deficiente en proteina en etapas tempranas de la vida conlleva a alteraciones en el
eje HPT evidenciadas por una disminucién en las concentraciones séricas de Tz y T4
totales, T; libre, disminucién en la captacion de yodo y, ya sea un ligero aumento o
disminucion en la concentracion de TSH. Esto se ha reportado tanto en ratas lactantes y
recién destetadas (Ramos et al., 1997; Ramos et al., 2000; Cox, 1984) como en nifos
con desnutricidn caldrico-proteica (Orbak et al., 1998; Laditan, 1983; Onoura et al.,
1983). Sin embargo, los efectos de una dieta baja en proteina en el eje tiroideo dependen
de la duracién de la desnutricion, ya que ratas con consumo de una dieta con 9% de
proteina a corto plazo, aumenta la concentracion de Tj total con T3 libre normal, pero en
periodos mas largos de 4 semanas, se observa una disminucion de T3 libre. Esto
probablemente se debe a cambios inducidos por la dieta en la unién proteica a T;
(Smallridge et al., 1982).

La relevancia de estos cambios inducidos por la alimentacion en el eje HPT radica en
que las HT aumentan el gasto de energia, en parte mediante la reduccién de la eficiencia
metabdlica, con control a nivel transcripcional de genes especificos (Lanni et al., 2001).
El descubrimiento de las proteinas desacopladoras (UCPs) en casi todos los tejidos ha
abierto nuevas perspectivas en el entendimiento de los mecanismos involucrados en la

regulacion del metabolismo energético por las hormonas tiroideas (Silva, 1995).

Las HT también son esenciales para la formacion del esqueleto y el mantenimiento de la
masa Osea en la etapa adulta (Galliford et al., 2005). T3 y T4 son necesarias para un
crecimiento y desarrollo adecuados durante la etapa intra y extrauterina (Ares et al.,
2005), debido a que la secrecion normal de las HT y de la hormona del crecimiento (GH)

son interdependientes (Laron, 2003). Los neonatos (ovejas) con hipotiroidismo congénito



presentan retraso en el crecimiento intrauterino, no asi los humanos. Tanto la secrecion

como la accion normal de GH en la etapa postnatal, depende de un estado eutiroideo.

En ratas adultas, una disminuciéon del contenido proteico de la dieta aproximadamente al
50% del consumo control, altera el eje HPT a diferentes niveles (de Gortari et al., 2005):
en machos se observa hipotiroidismo secundario a corto plazo (3 semanas), TSH
disminuida; y primario a largo plazo (8 semanas), evidenciado por concentraciones
elevadas de TSH. Diversas alteraciones del eje HPT también se han demostrado en
hembras que consumen una solucidon de glucosa al 28% (disminuye el consumo de
alimento y por tanto de proteina) durante el embarazo y la lactancia, y en sus crias (de
Gortari et al., 2002). En las madres hay un aumento en el contenido de TRH
hipotalamico, y una disminucién sérica de TSH; en las crias sucede lo opuesto, la
concentracion de TSH aumenta y disminuye el contenido de TRH hipotalamico (sélo en

hembras).

Las HT estan sujetas a regulacion fisioldgica durante la transicion de un estado de buena
nutricidon al ayuno; este ultimo suprime rapidamente los niveles de T; y T4 con una
reduccion subsecuente de la utilizacion de las reservas energéticas (Flier et al., 2000).
Los niveles de TSH también estan disminuidos en el ayuno, causando un hipotiroidismo
secundario pero paradéjicamente, el mMRNA del TRH esta disminuido (Blake et al., 1991;
van Haasteren et al.,, 1995). En ratas macho adultas, un ayuno de 48 h aumenta el
contenido de TRH en la eminencia media y disminuye la concentracion sérica de TSH, en
contraste, ratas recién destetadas y bajo las mismas condiciones de ayuno, solo
presentan una disminucién en el contenido de la piroglutamil aminopeptidasa Il (PPII)
adenohipofisiaria (de Gortari et al., 2000). Debido a que la PPII varia a la par de las
alteraciones en el contenido de TRH en diferentes situaciones, i.e., consumo de alcohol,
glucosa, ayuno y desnutricién (de Gortari et al., 2000), esto refuerza la idea de un papel
de la PPIl en la regulacion de las acciones del neuropéptido. La consecuencia fisioldgica
de la inhibicién de la actividad de PPIl puede conllevar a una transmision TRHérgica mas

eficiente.

La leptina es otro factor que pudiera estar mediando los cambios en el eje tiroideo a

través de sus receptores en la eminencia media (Huang et al, 1996), o a través de



neuronas del nucleo arcuato que expresan neuropeéptido Y (NPY) y la proteina
relacionada al agouti (AgRP) (Legradi y Lechan, 1999) y que innervan las neuronas
TRHérgicas en el NPV (Toni et al, 1990; Legradi y Lechan, 1998). La produccién de esta
hormona disminuye a la par del funcionamiento del eje tiroideo durante la desnutricion.
En ratas ayunadas, el reemplazo con leptina impide parcialmente la reduccion de TRH
hipotalamico, TSH y HT inducidas por el ayuno (Ahima et al., 1996; Seoane et al., 2000).

El eje HPT se regula de manera diferencial en la anorexia al compararlo con la restriccion
alimentaria. Durante la restriccion alimentaria disminuye la actividad del eje tiroideo:
disminuye la sintesis y liberacion de TRH del NPV, lo que conlleva a una disminucion de
la concentracion sérica de TSH y de las hormonas tiroideas. Sin embargo, en las ratas
con anorexia se observa lo contrario, ya que el RNAmM de TRH no disminuye como en el
caso de la restriccion alimentaria y su liberacion esta aumentada, al igual que la
concentracion sérica de TSH y T4 (Jaimes-Hoy et al, 2008), lo que apoya el papel

anorexigénico de TRH propuesto.

Ademas de su funcion hipofisiotrépica, el TRH se sintetiza en diversas regiones del
Sistema Nervioso Central (SNC) donde ejerce una funcidn neuromoduladora; esta
funcién estd apoyada por su amplia distribucion (Lechan y Toni, 1992), la de sus
receptores TRH-R1 y TRH-R2, y de la enzima responsable de su inactivacion, la PPII
(Horita, 1998; Tang y Man, 1991). La PPII se localiza en cerebro y adenohipdfisis, se ha
propuesto que esta cerca de donde estan los receptores de TRH (Heuer et al., 1998;
Heuer et al., 2000). La administraciéon de TRH tiene efectos ansioliticos, antiepilépticos,

antidepresivos y altera la conducta alimentaria (Horita, 1998).

Una disminucion de la proteina en la dieta de ratas macho y hembra provoca, en ambos
sexos, un aumento en el contenido de TRH en amigdala y nucleo accumbens; en
machos, a largo plazo, se observa una disminucién del contenido de esta hormona en
hipocampo e hipotalamo (probablemente por un aumento en su liberacion) (de Gortari et
al., 2005). En hembras gestantes con una disminucion en el contenido proteico de la
dieta (al 50% del control) durante el embarazo y la lactancia, se observa un aumento en
el contenido de TRH en amigdala y nucleo accumbens; en cambio en las crias hay una
disminucién del contenido de este péptido en el hipocampo en ambos sexos y en la

corteza frontal y nucleo accumbens solo de los machos (de Gortari et al., 2002).



En lo que respecta al contenido de TRH en areas extrahipotalamicas durante un ayuno
de 48 h, también se encontraron diferencias especificas dependientes de la edad:
machos adultos presentan disminucién en el contenido de esta hormona en la amigdala,
mientras que en ratas jovenes la disminucion se observa en el nucleo accumbens (de
Gortari et al., 2000).

ZINC

El zinc (Zn) es un mineral que juega un papel relevante en el crecimiento y diferenciacion
celular, y en el metabolismo de plantas superiores y animales. Participa en diversas
funciones biolégicas como la sintesis de ADN, la divisién celular, expresion de genes y

en la actividad de varias enzimas.

La estabilidad redox y la habilidad del Zn de formar complejos de coordinaciéon con una
variedad de ligandos, le confieren propiedades que son explotadas ampliamente en la
biologia, tanto de manera estructural como catalitica. Dedos y “clusters” de Zn son
motivos estructurales que ocurren repetidamente en sistemas bioldgicos en el dominio de
unién al DNA de las proteinas, incluyendo factores de transcripcion y receptores

hormonales (Coleman, 1992).

La importancia del Zn en humanos fue reconocida a principios de la década de 1960. Las
causas de deficiencia de Zn incluyen desnutricién, alcoholismo, malabsorcion (por
factores luminales y gastrointestinales); o bien factores sistémicos que favorecen una
mayor utilizacién de zinc y aumentan los requerimientos como quemaduras extensas,
insuficiencia renal crénica, algunos diuréticos, el uso de agentes quelantes como la
penicilamina, y trastornos genéticos como la acrodermatitis enteropatica (Ackland y
Michalczyk, 2006; Andrews, 2008). El requerimiento de Zn aumenta durante el embarazo

y el periodo de crecimiento (Osendarp et al, 2003).

Las manifestaciones clinicas de deficiencia de Zn incluyen, anorexia, retardo en el
crecimiento, dermatitis, alopecia, diarrea, trastornos emocionales, pérdida de peso,
infecciones recurrentes, hipogonadismo en machos, y es letal si no se corrige (Prasad,

1985). Algunas de estas manifestaciones son comunes entre la desnutricion calérico-



proteica y la deficiencia de zinc entre las que se encuentran: dermatitis, retraso del
crecimiento y bajo peso. Las principales fuentes de este nutrimento inorganico son:
carnes, visceras y huevo. Aunque los vegetales y cereales también contienen zinc,
tienen acido fitico, celulosas y fibras que disminuyen su absorcion (Reinhold et al., 1976;
Turnlund et al., 1984; Sandstrom et al., 1987; Hurrell, 2003).

Absorcion

Diversos estudios funcionales en el transporte intestinal y captura del Zn, han
demostrado componentes saturables y no saturables del transporte de este mineral (Seal
y Mathers, 1989; Tacnet et al., 1990). Se han reportado incrementos en la tasa maxima
de absorcién de Zn en preparaciones de intestino de rata después de una deplecién de
Zn en la dieta (Hoadley et al., 1987), lo cual coincide con el incremento en el flujo
transepitelial de Zn en células CACO-2 después de un tratamiento de 5 pm-Zn

comparado con uno de 25 ym-Zn (Reeves et al., 2001).

La mayor parte de la absorcién del Zn se lleva a cabo en el epitelio proximal (Lee, 1989),
y este fendmeno es debido al incremento en la presentacion del nivel de Zn en esta
region. Hay dos familias principales de proteinas en mamiferos que contribuyen al
transporte de este mineral: 1) Facilitador de la difusion de cationes (ZnT) y 2) Proteinas
de la familia tipo irt o zrt (ZIP) (Fig. 2).
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Figura 2. Representacion simplificada del mecanismo de absorcion de Zn. Adaptado de: Richelle M. et al.,
Br J Nutr 2006; 96:227-38.

En el funcionamiento apropiado de los procesos que dependen del Zn no sélo esta
involucrada la ingestion adecuada de este mineral, sino la presencia de las
metalotioneinas (Feldman y Cousins, 1976). Se conocen 4 tipos de metalotioneinas,
proteinas ricas en cisteina que son capaces de unir zinc con gran afinidad y que
funcionan en la regulacién y la detoxificacion de los metales (Palmiter, 1998). Las
isoformas MT-1 y -2 tienen una distribucion ubicua en los tejidos pero son
particularmente abundantes en pancreas, intestino y rinén. La MT-3 esta soélo en el SNC;
se expresa en neuronas glutamatérgicas que contienen zinc, en particular en las células
granulosas del giro dentado, cuyas proyecciones de fibras musgosas contienen las mas
altas concentraciones de zinc en el cerebro, y en las neuronas piramidales del
hipocampo (Masters,1994). La MT-3 le puede conferir a las neuronas que la expresan y a
las que tienen gran concentracién de Zn, un medio para distribuir, reciclar, o amortiguar
la concentracion de Zn. Ademas MT-3 proporciona resistencia a la citotoxicidad
provocada por este mineral en células en cultivo (Cai et al.,, 2000). Los animales
deficientes de MT-3 son mas sensibles al dafio en las células CA3 hipocampales,
provocado por las convulsiones epilépticas (Cole et al., 2000). Por su parte la MT-4 es
mas abundante en la piel (Davies y Cousins, 2000). No existen indices o marcadores
especificos para la evaluacién del estado nutricional del Zn en los animales. Debido a

que los genes de las MT estan bien caracterizados y son sensibles a cambios en la



ingestion dietética de Zn (Cousins y Lee-Ambrose, 1992), pueden servir como
indicadores del estado del Zn junto con la determinacion sérica o plasmatica del mineral.

Por otra parte, durante la gestacion, existe un aumento en las demandas del Zn, las
cuales deben ser cubiertas por el incremento en la ingestion del metal o por ajustes en la
homeostasis del mismo. Uno de estos ajustes en el metabolismo es el aumento en la
absorcion intestinal de Zn durante el embarazo y la lactancia (Davies y Williams, 1977,
Moser-Veillon, et al., 1995). La deficiencia severa de Zn en las madres provoca retraso
del crecimiento intrauterino, anormalidades organicas, teratogénesis y muerte fetal o
embrionaria. La sobreexpresion constitutiva de la MT-1 pancreatica en ratones gestantes
sometidos a deficiencia de Zn atenua, mas no previene los efectos de la deficiencia

materna o embrionaria de Zn (Lee et al., 2003).

El Zn es necesario para la maduracion y funcionamiento adecuados del cerebro. A
diferencia de lo que ocurre en tejidos periféricos (Williams y Mills, 1970), la falta de Zn en
la dieta dificilmente causa algun decremento en la concentracion cerebral de Zn. Sin
embargo, las funciones cerebrales si se afectan por la falta del mineral (Golub et al.,
1995; Sandstead et al., 2000). Por ejemplo, el aprendizaje en animales adultos esta
deteriorado por la deficiencia de Zn (Takeda et al., 2000). En ratas adultas, el consumo
de una dieta deficiente de Zn por 12 dias unicamente causa una disminuciéon en el
contenido del mineral en el hipocampo, mas no en otra region (Takeda et al., 2000). La
administracién de una dieta baja en Zn por 45 dias a ratas después del destete, provoca
un aumento en la captura de %°Zn por el cerebro (Kasarskis, 1984). El incremento en la
tasa de captura de Zn en cerebro después de un periodo de deficiencia es de
aproximadamente 150% (Takeda et al., 2001). Asi, es probable que la deficiencia de Zn

en la dieta afecte la homeostasis de éste en el cerebro.

La via principal de llegada del Zn al cerebro es a través de la barrera hematoencefalica
(BHE). En plasma, la albumina es el componente mas importante de Zn intercambiable.
A pesar de que la albumina no es esencial para el transporte de Zn al cerebro (Takeda et
al., 1997), ésta participa como un gran almacén de Zn intercambiable en los animales.
Los complejos de aminoacidos (histidina y cisteina) son los siguientes componentes de
Zn intercambiable en plasma (Hallman et al. 1971; Harris & Keen, 1989). La His puede

servir para transferir el Zn al transportador de cationes divalentes 1 (DCT1). También



existe la posibilidad de que otros transportadores de Zn (p. €j., ZIP) estén involucrados
en el transporte de Zn a través de la BHE (Grotz et al.1998; Gaither y Eide, 2000). Se
desconoce el mecanismo de secrecion del Zn de las células endoteliales de los capilares
al fluido extracelular del cerebro. Como se mencioné anteriormente, la deficiencia de Zn
produce alteraciones en la expresion de transportadores, lo que facilita la captura
cerebral de Zn y la conservacién del Zn en cerebro durante periodos de deficiencia.

Apetito y Metabolismo

El Zn es un micronutrimento esencial que participa en el control de apetito (McClain et
al., 1993). Su deficiencia provoca pérdida del apetito (anorexia) y estd acompafada de
un incremento compensatorio en la sintesis de NPY (un potente orexigénico) debido a la
disminucion en el consumo de alimento (Lee et al., 1998). La ingestién de alimentos
inducida por NPY puede ser atenuada por la suplementacién con Zn (Cheng et al., 2000).
Ademas, individuos con deficiencia de Zn presentan hipoleptinemia que puede ser
restaurada con la reposicion del mineral (Mantzoros et al., 1998); la suplementacion con
Zn en ratones obesos, puede incrementar la concentracion sérica de leptina y aminorar el
desarrollo de la obesidad inducida por ingestién de sacarosa y algunos de sus defectos
metabdlicos (Chen & Lin, 2000). Lo anterior quiza se deba a un efecto directo del Zn en
la expresion del gen de la leptina o a los efectos conocidos del Zn similares a la insulina;
al aumentar la captacion de glucosa por el tejido adiposo incrementa la produccién de
leptina. La concentracion de leptina sérica, se ha correlacionado positivamente con el
peso y grasa corporales y negativamente con la concentracion de Zn en tejido adiposo.
La concentracion reducida de Zn en el tejido adiposo de ratones alimentados con una
dieta alta en grasa y la correlacién negativa entre leptina sérica y la concentracion de Zn
en tejido adiposo, apoyan la interrelacién entre obesidad, leptina y metabolismo del Zn
(Tallman y Taylor, 2003).

Sujetos obesos, presentan frecuentemente bajas concentraciones de Zn en sangre e
hiperzincuria (Chen, et al., 1997; 1998). La prevalencia de la deficiencia severa o leve de
Zn en la dieta ha aumentado en muchos paises, y la obesidad puede desarrollarse
debido a una reduccién en la produccion de leptina observada en la deficiencia de este
mineral (Gu, et al, 1999). En lo que se refiere a la obesidad y resistencia a la insulina, se
han detectado alteraciones en la concentracion de Zn y su distribucidn en los tejidos, asi

como una mejoria en la sensibilidad a la insulina después de la suplementacion con este



elemento (Marreiro, et al., 2004). La deficiencia severa de Zn estd asociada con
hiperglucemia e hipoinsulinemia, lo que sugiere que la ingestidon de Zn puede ser un
regulador sensible de la homeostasis de la glucosa (Hall, et al., 2005). Ademas, la
suplementacién con Zn puede contribuir a prevenir algunas complicaciones en las ratas
diabéticas (Bolkent et al., 2006) y con sindrome metabdlico (Adachi et al., 2006).

La insulina se almacena en las células  del pancreas acomplejada con el Zn, el cual
aumenta el estado de fosforilacion del receptor de insulina y por consiguiente la cascada
de sefalizacién por fosforilacion corriente abajo de esta via (Tang y Shay, 2001; Haase y
Maret, 2005) La relacidon que existe entre el Zn y la diabetes proviene del desbalance en
el metabolismo redox en esta enfermedad. Tal estrés oxidativo puede liberar al Zn de
algunos de sus ambientes de coordinacién en las proteinas e interferir con los
mecanismos homeostaticos de éste (Maret, 2004). El Zn liberado puede afectar la
transduccion de sefales, generacion de energia metabdlica, produccion mitocondrial de
especies reactivas y tal vez incluso programas genéticos. El Zn disponible puede tener
diferentes efectos en el metabolismo redox; dependiendo de la cantidad en la que esté
disponible, este puede aumentar la capacidad antioxidante de la célula o producir estrés

oxidativo.

Eje tiroideo

El receptor de T3 requiere de Zn para estar activo; entonces a pesar de la existencia de
esta hormona en cantidades suficientes, ésta no lleva a cabo su funcién adecuadamente
cuando existe deficiencia de Zn. Es por esto que se ha hipotetizado que algunos de los
efectos de la deficiencia de Zn pueden deberse a la pérdida del mineral del receptor de
T3 y al consiguiente deterioro en la accion de esta hormona. Sin embargo, las
alteraciones en el crecimiento debidas a la deficiencia de Zn no parecen ser causa de un

mal funcionamiento de T3 (Freake, et al., 2001).

Tanto la restriccion caldrica como la deficiencia en el consumo de Zn disminuyen la
concentracion sérica de T3 cuando se comparan con animales alimentados con dieta
adecuada ad libitum, ademas la concentracion de T3 es aun mas baja en el grupo
deficiente de Zn comparado con el de la restriccion caldrica. ElI contenido de TRH
hipotalamico también se encuentra disminuido en las ratas deficientes de Zn. Debido a

que la deficiencia de Zn disminuye aun mas la concentraciéon de T3 que la restriccion



calorica, parece que la deficiencia de Zn puede deteriorar la produccion extratiroidea de
T3 (Morley, et al., 1980). Otro estudio que reafirma el efecto negativo de una alimentacion
deficiente en Zn en el eje tiroideo reporta concentraciones mas bajas de T3 y T4 libre (fT4)
en suero de aproximadamente 30% cuando se comparan con los controles con dieta
adecuada en Zn. La actividad de la desyodasa tipo 1 en higado disminuye un 67% por la
deficiencia de Zn. Estos datos demuestran que la deficiencia de Zn afecta el metabolismo
de las hormonas tiroideas (Kralik, et al., 1996).

Crecimiento

La deficiencia humana de Zn secundaria a errores innatos del metabolismo, esta
asociada con deterioro del crecimiento, aumento en la susceptibilidad a infecciones y
otras anormalidades funcionales. El deterioro en el crecimiento puede ser debido a una
inhibicion en la sintesis proteica y a un aumento en la respuesta catabdlica a la
deficiencia de Zn (Giugliano y Millward, 1987). Diversos estudios se han llevado a cabo
para evaluar el efecto de la suplementacion con Zn en el crecimiento infantil, los
resultados apoyan la intervencion para mejorar la ingestion del mineral en nifios de
poblaciones en riesgo de deficiencia de Zn, especialmente en aquéllas con tasas

elevadas en baja talla y peso (Rivera et al., 2001; Brown et al, 2002).

Ratas en la etapa de destete presentan, al ser sometidas a una deficiencia de Zn por 14
dias, una reduccion de la tasa de crecimiento de 60%, lo cual esta asociado con una
concentracion significativamente mas baja del factor de crecimiento similar a la insulina |
(IGF-1) comparada con la de ratas con restriccion caldrica y también vs el grupo control
(alimentado ad libitum). También se encontré disminuido el mRNA del receptor para la
GH y el mRNA de la proteina de unién a GH tanto en el higado de las ratas deficientes

en Zn como las de restriccidon calérica (McNall, et al., 1995).

Actividad neuronal

Diversos estudios sugieren que el Zn tiene un papel en la funcion mental. Por ejemplo, la
suplementacién con Zn mejora la cognicion de nifios en edad escolar (Sandstead, et al.,
1998). Infantes con bajo peso al nacer presentan una mejora en la tasa de crecimiento y

desarrollo motriz debido a la suplementacion con este mineral (Friel, et al., 1993).



A nivel molecular, el Zn se encuentra principalmente en el bulbo olfatorio y en el
hipocampo (Ono y Cherian, 1999). En este ultimo, participa como neurotransmisor.
Vesiculas glutamatérgicas contienen iones de Zn?* que son liberados junto con el
glutamato cuando las neuronas son estimuladas (Frederickson et al, 2000). Estudios in
vitro, sefalan que el Zinc participa en la modulacién de NMDA y GABA actuando sobre
NMDA-R y GABA-A. Sin embargo, los ratones knock out (KO) para el transportador de
Zn 3 (ZnT-3), no tienen Zn vesicular, o KO para la MT-3 (proteina de unién del Zn
producida en neuronas que contienen este mineral y en neuronas hipocampales
piramidales), presentan una cognicién (memoria y aprendizaje espacial) normal (Cole et
al., 2001).

El estrés fisioldgico induce ansiedad y modifica el desempefio cognitivo de los animales.
Se ha mostrado que la deficiencia de Zn exacerba la respuesta al estrés en roedores. La
deficiencia dietética de Zn afecta el estrés y la memoria de ratas, provoca un aumento en
el peso de las glandulas adrenales, lo cual es indicativo de un estrés cronico. Ademas,
las ratas sometidas a una dieta deficiente de Zn, presentan una elevada concentracion
de corticosterona y comportamiento de tipo ansioso en la prueba del laberinto de agua
(water maze) (Chu, et al., 2003).

Se ha implicado a este mineral en desérdenes neuroldgicos como la epilepsia por varias
razones: a) su papel en la modulacién de la actividad neuronal (Brown y Dyck, 2004); b)
por la acumulacion de Zn en neuronas de regiones en donde aparecen convulsiones
(Cote et al, 2005); c) por alteraciones en la concentracién de zinc en el cerebro de
animales epilépticos (Takeda et al., 2005); y d) por los efectos de la manipulacion de zinc
en la susceptibilidad a convulsiones (Takeda et al., 2006). Se le considera neurotéxico
porque su acumulacién intracelular contribuye a la muerte neuronal provocada por
convulsiones y por isquemia cerebral transitoria (Capasso et al, 2005); los iones de Zn**
inducen la agregacion de la proteina B-amiloidea, que puede provocar la enfermedad de
Alzheimer (Zirah et al., 2006; Opazo et al., 2006; Maynard et al., 2005).

Debido a que en mamiferos mas de 200 enzimas contienen Zn, cualquier efecto del Zn
en la dieta puede traducirse en defectos metabdlicos y funcionales por falla en la
actividad de las metaloenzimas dependientes de este mineral. El efecto que tiene una

alimentacién deficiente de Zn en la actividad de diferentes enzimas ha sido objeto de



diversos estudios (Reeves y O’Dell, 1985; Meftah et al.,, 1991; Lukaski, 2005). En
general, una alimentacion sin Zn causa una disminucion en la actividad de enzimas
dependientes de este metal, mientras que se observa una recuperacion de la funcién
seguida de la administracion de Zn. Las consecuencias de la restriccion de Zn en la dieta
dependen del estado fisioldégico del sujeto, el contenido y biodisponibilidad del Zn
ingerido y de la duracién y etapa de inicio de la ingestién baja de Zn.



V. JUSTIFICACION

El eje tiroideo estad involucrado en procesos como el control de la homeostasis
energética, cambios de peso, respuesta al estrés y crecimiento. Este eje es regulable por
restriccion caldrica, ayuno vy restriccion proteica; la degradacién del TRH, por la PPIl de

adenohipdfisis, es un punto clave de esta regulacion.

El TRH es inactivado por una enzima especifica de la familia de las metalopeptidasas: la
PPII. Esta es una metaloenzima de 260 KD, se localiza en membranas de neuronas y en
lactétropos de adenohipdfisis, cerca de donde estan los receptores de TRH (Heuer et al.,
1998; Heuer et al., 2000). La actividad degradativa de la PPIl es especifica para TRH
(Km 40uM), hace una escision en la unién piroGlu-His inactivando al tripéptido. La forma
soluble de esta enzima también se encuentra en suero, la cual recibe el nombre de

tiroliberinasa (Cummins, 1998).

La regulacién diferencial de la PPIl se ha evidenciado secundaria al ayuno (de Gortari et
al., 2000), y a la restriccion alimentaria dependiendo de la edad (de Gortari et al., 2002);
la forma soluble se regula por el peso corporal (Friedman et al., 1995), y en el SNC por el
modelo de epilepsia llamado kindling amigdalino (de Gortari et al., 1995), donde el TRH
se ha propuesto como antiepiléptico (Kubek et al., 1989), neuroprotector en casos de
hipoxia (Barbieri y Nistri, 1997), ansiolitico, antiepiléptico, antidepresivo (Horita, 1998) y

anorexigénico (Jaimes-Hoy et al., 2008).

La deficiencia de Zn modifica el funcionamiento del eje tiroideo, el peso, y aspectos de la
conducta o procesos bioldgicos en los que la via TRHérgica esta alterada y en zonas
donde se ha implicado al péptido con participacion como neuromodulador; aun mas, la
actividad y la expresién de la PPIl en regiones del sistema limbico de ratas sometidas a
modelos de epileptogénesis, ansiedad, deficiencia proteica (por consumo de alcohol) y
depresion también esta modificada, y podria tener relacibn con cambios en la
concentracion de TRH y de su accién prolongada, en situaciones donde disminuye la

expresion y actividad de la PPII.

Sin embargo, no se ha identificado si la deficiencia de Zn modifica la actividad de PPIl y
tiroliberinasa vy, si el efecto es dependiente de la etapa de la vida en la cual se presente

la deficiencia.



Dada la participacion de la regulacion de la PPII en el funcionamiento del eje tiroideo, y
en procesos donde TRH actua como neurotransmisor es posible suponer que la
deficiencia de Zn en la dieta de las ratas alterara de alguna manera la transmision

TRHérgica.

El presente estudio se enfoca en el efecto que tiene la deficiencia de Zn en la etapa
intrauterina y postnatal en el funcionamiento del eje tiroideo, en la actividad de la enzima
PPII, y las consecuencias a largo plazo en la via TRHérgica del sistema limbico en ratas.
Debido a su alta especificidad (Heuer et al., 1998), las investigaciones sobre el
metabolismo de la PPIl pueden revelar nuevos aspectos en la funcién del sistema de

sefalizacion de TRH, y de su regulacion por el zinc dietético.



VI. HIPOTESIS

Dependiendo de la presencia de la deficiencia dietética de Zn, durante las etapas pre y/o
postnatal de la rata, se presentaran cambios diferenciales en la actividad de PPIl y en la
regulacion del eje tiroideo, peso y conducta alimentaria. También se presentaran
cambios diferenciales en la regulacion de la actividad de PPIl y del metabolismo de TRH
en el sistema limbico. La deficiencia de Zn en la dieta modificara la actividad de la PPII
con una consiguiente repercusion en el contenido de TRH en las regiones cerebrales

estudiadas.

VII. OBJETIVOS

» Evaluar el efecto de una alimentacion deficiente en Zn durante las etapas pre y/o
postnatal sobre el funcionamiento del eje tiroideo y conducta alimentaria de ratas
adultas.

» Estudiar cambios sobre el contenido de TRH en el sistema limbico y en la
actividad de la metalopeptidasa que lo degrada en cerebro (PPIl) y en suero
(tiroliberinasa), causados por la deficiencia de Zn, durante las etapas pre y/o
postnatal, en ratas sacrificadas inmediatamente despu és del destete, asi como en

machos y hembras adultos.



VIII. MATERIALES Y METODOS

a) Animales y dietas experimentales
Ratas Wistar hembras en edad adulta (250-300 g de peso) del bioterio del Instituto

Nacional de Psiquiatria, fueron alimentadas desde el inicio de la gestacion y hasta el final
de la lactancia con una de las siguientes dietas:
a) Dieta control C (Zinc control diet, 20 ppm, - egg white base de la marca LabDiet™
dieta especial TestDiet, cat.5887, PMI Nutrition International).
b) Dieta deficiente D (Low zinc diet, 1-2 ppm - egg white base de la marca LabDiet™
dieta especial TestDiet, cat.5888, PMI Nutrition International).
El alimento deficiente es isocaldrico al control y solo difiere de éste en el contenido de
Zn.
Se seleccionaron 40 crias en total: 20 crias de las madres con dieta C y 20 de las
madres con dieta D, se dividieron en los siguientes grupos:
C-C (n=9: 44, 59): Crias cuyas madres fueron alimentadas con la dieta control durante
la gestacion y mantenidas en las mismas condiciones de alimentacién que éstas después
del destete.
C-D: (n=9: 44, 59): Crias de madres alimentadas con la dieta C, y que después del
destete fueron sometidas a la dieta D.
D-D: (n=10: 44, 6%): Crias cuyas madres fueron alimentadas con la dieta D y
mantenidas con esa misma dieta después del destete.
D-C: (n=10: 44, 62): Crias de madres alimentadas con una dieta D reemplazada por una

dieta C después del destete.

Las crias fueron separadas por sexo y mantenidas en grupos para evitar estrés por
aislamiento, se mantuvieron en un ciclo regular de luz-oscuridad de 12 + 12 horas (7:00-
19:00 h) a una temperatura de 24+1°C. El alimento correspondiente y el agua fueron
proporcionados ad libitum. El consumo de alimento fue registrado diariamente por
diferencia del alimento proporcionado el dia anterior y dividido entre el nimero de ratas

por caja. Los animales fueron pesados cada semana.

Las crias fueron sacrificadas por decapitacion a los dos meses y medio de edad. Se
colecté la sangre de cada rata en tubos de centrifugacion para obtener el suero. Se

extrajeron los cerebros y se almacenaron a —70°C hasta su diseccién. Estos se disecaron



manualmente, utilizando como referencia el atlas de cerebro de rata de Paxinos y
Watson (2005), se obtuvo el hipotalamo medio basal, nicleo accumbens, corteza frontal,
amigdala, hipocampo y eminencia media. En el hemisferio izquierdo (excepto de la
eminencia media, donde se utilizé todo el tejido) se realizo la extraccion de TRH, para su
posterior determinacién por radioinmunoensayo (RIA); el contenido de TRH esta
expresado por mg. de proteina, determinada por el método de Lowry. En el hemisferio
derecho de las regiones disecadas, se realizo la extraccion de membranas neuronales,
para posteriormente utilizarlas en la determinacion de las actividades enziméaticas de la
PPIl y de la aminopeptidasa neutral (APN), por ensayo fluorométrico, en las mismas
regiones cerebrales; la actividad enzimatica est4d reportada por mg. de proteina,
determinada por el método de Lowry. El suero se utilizé6 para medir la actividad de la
tiroliberinasa (ensayo fluorométrico), y las concentraciones de T3 y T4 totales, TSH y
corticosterona por RIA. En las ratas sacrificadas inmediatamente después del destete se
procedié a la diseccién de las mismas regiones para la cuantificacion de TRH en el
hemisferio izquierdo y de la actividad de PPII en el hemisferio derecho. La determinacién
de proteinas para el RIA de TRH se realiz6é por el método de Lowry y para el ensayo de

PPII se realizo por el método de Bradford.

Extraccion de TRH
La extraccion de TRH se realiz6 nde acuerdo a lo reportado previamente (de Gortari et

al., 1995). El lado izquierdo de las regiones cerebrales disecadas fue homogeneizado
con un sonicador (Vibra cell VC.130) en el siguiente volumen de acido acético al 20%:
hipotdlamo, ndcleo accumbens-250ul, corteza frontal, amigdala e hipocampo-500 pl;
eminencia media-150ul. De este homogenado, se tomaron alicuotas de 30ul para la
cuantificacion de proteinas por el método de Lowry. El resto del homogenado fue
centrifugado a 14,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 min. a 4°C (Eppendorf
Centrifuge 5810 R). Se extrajo y cuantific6 el sobrenadante de cada muestra,
colocandolo en otros tubos de microcentrifuga. Al hipotalamo y nucleo accumbens se les
agregaron 400ul de metanol al 100%; a la corteza frontal, amigdala e hipocampo, 800ul;
y a la eminencia media 240ul. Se agitaron las muestras con un vortex (Daigger Vortex
Genie 2) y se guardaron a -20°C durante 12 hrs. Las muestras fueron centrifugadas a
10,000 rpm durante 15 min a 4°C. Se extrajo el sobrenadante y se coloc6 en otros tubos

de microcentrifuga para someterlo a evaporacién del liquido (Vacufuge concentrador



5301) por un periodo de 3 horas, para asi obtener el pellet para la cuantificacion de TRH
por RIA.

Radioinmunoensayo de TRH

El TRH fue cuantificado utilizando un anticuerpo previamente caracterizado (Joseph-
Bravo et al., 1979). La curva estandar se realizé por triplicado con tubos que contenian
concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000 y 4000pg de TRH en 100yl
de buffer RIA (Buffer de fosfatos 50mM pH 7.5 + BSA grado RIA al 0.25% + 150mM NaCl
+ azida de sodio al 0.02% en agua desionizada). Se prepar6 un estandar interno
hipotalamico con tubos por triplicado con 10, 25, 50 y 100ul de un extracto de tejido
evaporados a sequedad y resuspendidos en 100ul de amortiguador RIA. Las muestras
de TRH fueron evaporadas y resuspendidas en el amortiguador RIA de acuerdo al
contenido esperado de TRH. Para el hipotalamo y la corteza frontal se agregaron 500pl;
y para el n. accumbens, amigdala, hipocampo y eminencia media se agregaron 250ul de
amortiguador RIA. Las muestras se agitaron en el vortex y se centrifugaron por 5 min. a
10,000 rpm a 4°C. Se tomaron 100ul de cada muestra por duplicado y se colocaron en
tubos de 12 x 75mm. Posteriormente se prepararon por triplicado los tubos controles: los
totales (T), que se refiere a las cuentas por minuto (cpm) totales, los NSB (union no
especifica), a los cuales se adicionaron 200ul de buffer RIA; finalmente, se prepararon
los tubos Bo (ausencia de TRH) adicionandoles 100ul de buffer RIA. A todos los tubos,
excepto a los T y NSB, se les agregd 100ul de anticuerpo contra TRH (R dilucion de
trabajo 1:100,000) (Joseph-Bravo et al., 1979), seguido lo cual se les adicionaron a todos
los tubos 100ul (5,000 cpm) de I'*TRH. Se incubaron 36 hrs. a 4°C. Terminando el
tiempo de incubacién, se precipitaron todas las muestras, excepto los T, con 1ml de
etanol absoluto, se centrifugaron (Beckman J-6B) a 4,000 rpm durante 25 min. a 4°C. Se
aspiré el sobrenadante con un extractor de vacio y se realiz6 la lectura de las cpm en un
instrumento de conteo de radiaciones gamma (LKB Wallace Minigamma Counter). Se
realizé la transformacion de los valores de cpm de la curva estandar y de las muestras a
pg de TRH utilizando el software “Enri” de transformacién matematica a través de una

regresion logit-log (de Gortari et al., 1995).

Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry (Lowry et al., 1951)



A las alicuotas tomadas del homogenado de cerebro, se les agreg6 30ul de NaOH 1Ny
se dejaron hidrolizando por 12 hrs a temperatura ambiente. Se centrifugaron a velocidad
maxima por 5 min y se tomaron 2 alicuotas de 25ul de cada muestra; éstas fueron
completadas a un volumen de 200ul con NaOH 0.5N, se afadieron 900ul de solucion E
(98ml Na,CO3 + 1ml de tartrato de Na y K al 2% [KNaC4H4O¢] + 1ml CuSO, al 1%) y se
incubaron 10min a temperatura ambiente; posteriormente se adicionaron 100ul de Folin
1IN (Folin 2N + H,O destilada, 1:1). Todas las muestras se agitaron con el vortex y se
dejaron incubando por 30 min a temperatura ambiente.

Simultdneamente, se preparo la curva estandar utilizando albimina sérica bovina (BSA,
1 mg de albamina/ml de agua destilada), S€ prepararon 8 tubos por duplicado con las siguientes
concentraciones de albumina: 0 (blanco), 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100ul, completandolos a
100ul con agua destilada, se agregaron 100ul de NaOH (1N) y 100ul de solucion E. Las
muestras se agitaron con el vortex y se incubaron a temperatura ambiente por 10 min.
Posteriormente, se agregaron 100ul de la solucion Folin 1N, se agitaron con el vortex y
se incubaron por 30min a temperatura ambiente. La curva estandar y las muestras se

leyeron en un espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometer).

Extraccion de membranas cerebrales
Al hemisferio derecho de las regiones disecadas se le agregé la siguiente cantidad de

buffer de fosfatos 50mM pH 7.4: hipotalamo200ul, n. accumbens 400ul, corteza frontal
900ul, amigdala 450ul, hipocampo 950ul. Se homogeneizaron las muestras con un
sonicador (Vibra cell VC.130) y se centrifugaron a 5,400 rpm durante 15 min. a 4°C. Se
extrajo el sobrenadante de todos los tubos y se guarddo en tubos nuevos de
microcentrifuga. El sediment6 que quedo de la primera centrifugacion, se resuspendio en
la mitad del volumen original del buffer de fosfatos y se sonicé por 5 segundos. Las
muestras se centrifugaron a 5,400 rpm durante 15 min. a 4°C. Se extrajo el sobrenadante
y se junto con el obtenido de la primera centrifugacion; ambos se centrifugaron a 12,000
rpm durante 15 min. a 4°C. Finalmente, se desecho el sobrenadante y se obtuvo el pellet
para la medicion posterior de la actividad de la enzima en membranas por fluorometria
(de Gortari et al., 1995).



Ensayo fluorométrico para determinacion de la actividad de la enzima piroglutamil
aminopeptidasa Il (PPII)

El pellet de cada muestra que se obtuvo en la extraccion de las membranas se
resuspendi6 en 200ul de buffer de fosfatos 50mM pH 7.4. Se tomaron 40ul de
membranas para determinacion de proteinas por el método de Lowry previamente
descrito y 80ul para el ensayo flurométrico. Se preparé la siguiente mezcla de reaccion
por duplicado: 40ul de membranas, 50ul de los inhibidores bacitracina y N-etilmaleimida
(BAC-NEM; 1mM cada uno), 20ul de dipeptidil amino peptidasa IV (DAP 1V; 17ug/ul)
(elimina la B-naftilamida [BNA] después de la accién degradativa de la PPIl sobre el
enlace piroglutamil-histidil del TRH-BNA) y 130ul del buffer de fosfatos. Esta mezcla se
incub6 en bafio maria por 5 min. a 37°C, posteriormente se adicionaron 10ul del sustrato
fluorogénico TRH-BNA (considerado como tiempo cero). De esta mezcla se tomaron 50ul
por duplicado y se afiadieron a tubos que previamente contenian 50ul metanol absoluto
para detener la reaccién enzimatica, lo anterior se realizé en los tiempos 30, 60, 90y 120
min. posteriores a la adicion del sustrato. Las muestras se completaron a 400ul con
metanol al 50% a 4°C (metanol 100% + buffer de fosfatos 50mM pH 7.4, 1:1). Se
centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. Simultdneamente se
prepar6 una mezcla de reaccion con membranas control de cerebro completo y la
siguiente curva estandar: se prepararon tubos con un volumen de BNA (0.001ug/ul) de 0O,
1.79, 3.58, 7.16, 14.32, 28.64, 57.28, 114.56, 143.20ul. Posteriormente se completaron
estos volumenes a 400ul con metanol al 50%. La lectura de las muestras se realiz6 en
un espectrofotometro (Perkin-Elmer LS 50 Luminescence Spectrometer) a una longitud
de onda de emision de 410nm a 20 “slit” y una excitacion de 335nm a 15 “slit”. La
actividad de la enzima fue lineal con respecto al tiempo, se obtuvo la pendiente de cada
muestra (unidades de fluorescencia vs tiempo) y los valores se ajustaron al contenido de
proteina en las membranas para obtener la actividad especifica de la enzima (Vargas et
al., 1998).

Ensayo fluorométrico para determinacion de la actividad de la enzima

aminopeptidasa neutral (APN)



Dependiendo de la cantidad de proteinas de las muestras determinadas previamente en
cada una de las regiones cerebrales, se tomaron volumenes diferentes de membranas,
por duplicado, que contuvieran ~40ug de proteinas. Como control se utilizaron
membranas extraidas de cerebro completo, tomando 4ul (~20ug de proteina). Muestras y
controles se llevaron a 240ul con buffer de fosfatos 50mM pH 7.4. Esta mezcla se incubo
en bafio maria por 5 min. a 37°C, posteriormente se adicionaron 10ul del sustrato
fluorogénico Ala-BNA (considerado como tiempo cero). De esta mezcla se tomaron 50ul
por duplicado y se afiadieron a tubos que previamente contenian 50ul metanol absoluto
para detener la reaccién enzimatica, lo anterior se realizo en los tiempos 30, 60, 90y 120
min. posteriores a la adicion del sustrato. Las muestras se completaron a 400ul con
metanol al 50% a 4°C (metanol 100% + buffer de fosfatos 50mM pH 7.4, 1:1). Se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. Simultdneamente se
prepararon dos curvas estandar: con los siguientes volimenes de BNA 10™ y 10°M: 0,
1.79, 3.58, 7.16, 14.32, 28.64, 57.28, 114.56, 143.20ul. Posteriormente se completaron
estos volumenes a 400ul con metanol al 50%. La lectura de las muestras se realiz6 en
un espectrofotometro (Perkin-Elmer LS 50 Luminescence Spectrometer) a una longitud
de onda de emisién de 410nm a 20 “slit” y una excitacibn de 335nm a 15 “slit”. La
actividad de la enzima fue lineal con respecto al tiempo, se obtuvo la pendiente de cada
muestra (unidades de fluorescencia vs tiempo) y los valores se ajustaron al contenido de
proteina en las membranas para obtener la actividad especifica de la enzima (de Gortari
et al., 2007).

Ensayo fluorométrico para la determinacion de la actividad de la enzima
tiroliberinasa

Por duplicado, se tomaron 50ul del suero de los animales experimentales y de un control,
y se les afiadieron 200ul de buffer de fosfatos 50mM pH 7.4. Esta mezcla se incub6 en
bafio maria por 5 min. a 37°C, posteriormente se adicionaron 10ul del sustrato
fluorogénico TRH-BNA (considerado como tiempo cero). De esta mezcla se tomaron 50l
por duplicado y se afiadieron a tubos que previamente contenian 50ul metanol absoluto
para detener la reaccién enziméatica, lo anterior se realiz6 en los tiempos 0 y 60 min.
posteriores a la adicion del sustrato. Las muestras se completaron a 400ul con metanol
al 50% a 4°C (metanol 100% + buffer de fosfatos 50mM pH 7.4, 1:1). Se centrifugaron a

10,000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. Simultdneamente se prepararon dos



curvas estandar: con los siguientes volimenes de BNA 10° M: 0, 1.79, 3.58, 7.16, 14.32,
28.64, 57.28, 114.56, 143.20ul. Posteriormente se completaron estos volumenes a 400ul
con metanol al 50%. La lectura de las muestras se realizO en un espectrofotometro
(Perkin-Elmer LS 50 Luminescence Spectrometer) a una longitud de onda de emision de
410nm a 20 “slit” y una excitacién de 335nm a 15 “slit”. Para obtener la actividad de la
enzima, se sustrajo el tiempo cero del tiempo 60 (pmol de BNA producidos en una hora),
se convirtieron los valores a ml/hr, y finalmente se hizo una transformacioén de unidades
para reportar la actividad de la tiroliberinasa en nmol BNA/ml/hr (Schmitmeier et al.,
2002).

Radioinmunoensayo de T3
La determinacion de la concentracion de T3 en suero se realizé con un kit comercial (Kit

de radioinmunoensayo 1'*® de fase sélida Coat-A-Count® Total T3 DPC®:TKT31, Los
Angeles CA, USA) disefiado para la determinacion cuantitativa de triyodotironina total
circulante. Todos los componentes se llevaron a temperatura ambiente antes de su uso.
Se marcaron cuatro tubos de polipropileno de 17x75mm: tubos T = cuentas totales y
NSB = union no especifica, por duplicado. Se realizé una curva de calibracién por
duplicado con concentraciones crecientes desde 0 hasta 600 ng/dl utilizando 12 tubos
recubiertos con anticuerpo, marcados con A (union maxima) y con B a F (para el resto de
los calibradores). Se marcaron tubos recubiertos adicionales, también en duplicado, para
las muestras del suero de rata. Se pipetearon, directamente en el fondo del tubo, 100ul
del calibrador cero A en los tubos NSB y A, y 100ul de cada uno de los calibradores
restantes y suero de las ratas en los tubos preparados para tal efecto. Se agreg6é 1.0 ml
de I'*® T; Total a todos los tubos, los cuales se agitaron breve y suavemente en el vértex.
Los tubos T se reservaron aparte para su conteo. Los demas tubos (excepto los tubos T)
se incubaron durante 2 horas a 37°C en bafio Maria. Se decantaron completamente,
aspirando su contenido (excepto los tubos T). Se contaron durante 1 minuto en el
contador gamma (LKB 1275 Minigamma).

Célculo de resultados

Se obtuvieron los resultados de la curva de calibracion y de las muestras en términos de
concentracion en pg/ul utilizando el software “Enri” de transformacion matematica a
través de una regresion logit-log de la curva de calibracion. Los valores de T3 en suero se

expresan en ng/dl.



Radioinmunoensayo de tiroxina (T,)

La cuantificacion de la concentracion sérica de T, se realizé con un kit comercial (Kit de
radioinmunoensayo 1'*® de fase soélida Coat-A-Count® Total T4 DPC® TKT41, Los
Angeles CA, USA) disefiado para la medicion cuantitativa de la tiroxina circulante total en
suero.

Todos los componentes se llevaron a temperatura ambiente antes de su uso. Se
marcaron cuatro tubos de ensayo de polipropileno de 17x75mm: tubos T (cuentas
totales) y NSB (union no especifica) por duplicado. Se realizé una curva de calibracion
por duplicado con concentraciones crecientes desde 0 hasta 24 ng/dl utilizando 12 tubos
recubiertos con anticuerpo anti-T, Total, marcados con A (unién méaxima) y con B a F
(para el resto de los calibradores). Se marcaron tubos recubiertos adicionales, también
en duplicado para las muestras del suero de rata. Se pipetearon, directamente en el
fondo del tubo, 25 pl del calibrador cero A en los tubos NSB y A, y 25ul de cada uno de
los calibradores restantes y suero de las ratas en los tubos preparados para tal efecto.

Se agregd 1.0 ml de T4 Total I'* a todos los tubos y se mezclaron en el vértex. Los tubos
T se reservaron aparte para su conteo. Los demas tubos (excepto los tubos T) se
incubaron durante 60 minutos a 37°C en bafio Maria. Posteriormente los tubos se
decantaron completamente, aspirando su contenido (excepto los tubos T). Se contaron
durante 1 minuto en el contador gamma. (LKB 1275 Minigamma).

Célculo de resultados

Se obtuvieron los resultados de la curva de calibracion y de las muestras en términos de
concentracion en pg/ul utilizando el software “Enri” de transformacion matematica a
través de una regresion logit-log de la curva de calibracion. Los valores de T4 en suero se

expresan en ug/dl.

Radioinmunoensayo de TSH
Se utilizaron TSH de rata y anti-TSH de conejo.



Curva estandar

Se preparo la curva estandar por triplicado con 50, 100, 250, 500, 1000, 2000, y 4000 pg
de TSH en 200pul de buffer RIA (50 mM, pH 7.4, BSA grado RIA al 0.25%, 150 mM de
NaCl, 50 mM EDTA).

Controles internos

Se prepararon por duplicado tubos con suero de rata control (eutiroidea) con 10, 20, 50 y
100pg de TSH en 200ul de buffer RIA y 100 ul de anticuerpo contra TSH (dilucion 1:370
000 en buffer RIA).

Se prepararon por duplicado tubos con suero de ratas mantenidas una hora a 4°C con
10, 20, 50 y 100pg de TSH en 200ul de buffer RIA.

Muestras

En tubos marcados de vidrio de 17 x 75mm se colocaron por duplicado 50ul de cada
muestra y se completaron a 200ul con buffer RIA.

A cada tubo (excepto unidon especifica y totales) se le agregd 100ul de anti-TSH de
conejo y 100pl de 1'*® —TSH (7000 cpm/tubo) y se mezclaron con el vértex. Se incubaron
durante 24 horas a temperatura ambiente en la oscuridad. Se agregaron 100ul de anti-
IgG de conejo, producido en cabra (dilucion 1:240) y 100ul de suero normal de conejo
(dilucién 1:300). Se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente durante 24 horas. Se
agrego a cada tubo 1ml de polietilenglicol (0.04g de PEG/mI buffer RIA) y se mezclaron
con el vértex. Se centrifugaron los tubos a 5000 cpm durante 30 min. a 4°C. Se aspir6 el
sobrenadante y se conto el residuo en un contador gamma (LKB 1275 Minigamma).
Célculo de resultados

Se obtuvieron los resultados de las curvas estandar o de calibracion y de las muestras,
en términos de concentracion en pg/ul utilizando el software “Enri” de transformacion
matematica a través de una regresion logit-log de la curva estandar o de calibracién. Los
valores de TSH se expresan en ng/ml.

Radioinmunoensayo de corticosterona (CORT)

Se utilizé el kit comercial para radioinmunoensayo 1'*® de fase sélida Coat-A-Count® Rat
Corticosterone DPC® TKRC1, Los Angeles CA, USA. Todos los componentes se llevaron
a temperatura ambiente antes de su uso. Se marcaron cuatro tubos de ensayo de
polipropileno de 17x75mm: tubos T (cuentas totales) y NSB (unién no especifica) por
duplicado. Se realizé una curva de calibracion por duplicado con concentraciones



crecientes desde 0 hasta 2,000 ng/ml utilizando 16 tubos recubiertos con anticuerpo anti-
CORT, marcados con A (unibn maxima) y con B a H (para el resto de los calibradores).
Se marcaron tubos recubiertos adicionales, también en duplicado para las muestras del
suero de rata. Se pipetearon, directamente en el fondo del tubo, 50ul del calibrador cero
(A) en los tubos NSB y A, y 50ul de cada uno de los calibradores restantes y suero de las
ratas en los tubos preparados para tal efecto.

Se agreg6 1.0 ml de CORT de rata I'* a todos los tubos y se mezclaron en el vértex. Los
tubos T se reservaron aparte para su conteo. Los demas tubos (excepto los tubos T) se
incubaron durante 120 min. a temperatura ambiente. Posteriormente los tubos se
decantaron completamente, aspirando su contenido (excepto los tubos T). Se contaron
durante 1 minuto en el contador gamma (LKB 1275 Minigamma).

Célculo de resultados

Se obtuvieron los resultados de la curva de calibracién y de las muestras, en términos de
concentracion en pg/ul utilizando el software “Enri” de transformacion matematica a
través de una regresion logit-log de la curva de calibracién. Los valores de corticosterona

en suero se expresan en ng/ml.

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford (Bradford., 1976).
Se prepard una curva estandar por duplicado en tubos de vidrio 12 x 75 mm, con una

solucion base de albamina (BSA 0.2ug/ml) para obtener las siguientes concentraciones
de proteina: 0 (blanco), 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20ug. Se completaron a 800ul
con agua destilada. Las muestras se trabajaron por duplicado, fueron diluidas de manera
apropiada (dependiendo del tejido se tomaron entre 5-20ul de membranas) con agua
destilada hasta llegar a un volumen de 800ul. Posteriormente, se afiadieron 200ul del
reactivo colorante de Bradford (Bio-Rad®). Se vortexearon los tubos evitando que se
formaran burbujas. Transcurridos 5 minutos a temperatura ambiente, se procedié a la
lectura de las muestras en el espectrofotdmetro (Beckman DU 650 Spectophotomreter) a

una densidad 6ptica de 595nm (ODsgs) vs el blanco.



Ratas sacrificadas inmediatamente después del destete

Paralelamente al experimento descrito anteriormente, se obtuvieron diez crias de madres
alimentadas con dieta control durante el embarazo y la lactancia, y ocho crias de madres
alimentadas con dieta deficiente de Zn, las cuales fueron sacrificadas inmediatamente
después de la etapa de destete (21 dias). Lo anterior con el objetivo de estudiar el efecto
de la deficiencia de Zn durante la etapa perinatal en el contenido de TRH y la actividad
de PPII en el hipotalamo y regiones del sistema limbico (ndcleo accumbens, corteza

frontal, amigdala e hipocampo).

Andlisis de resultados
Se calculd la media y el error estdndar de la media (E.S.M.) para todos los datos. Se

utilizé para comparaciones entre géneros en cuanto a peso y consumo de alimento un
analisis de varianza de tres vias (ANOVA); para el resto de los resultados, se realizo un
analisis de varianza de 2 y una via. Cuando la p<0.05, se realiz6 la prueba post-hoc de

Fisher y se considera la diferencia significativa (software Stat View, SAS Institute).



IX. RESULTADOS

Peso
La pérdida de peso por la deficiencia de Zn prenatal y su recuperacién con la

suplementacion postnatal no tuvo diferencias entre géneros, (ANOVA de tres vias:
género F(1 330 =1.71, p=0.1913). Sin embargo, tanto en tiempo como entre grupos Si
existieron diferencias significativas (ANOVA de tres vias: grupos Fsaso =117.45,
p<0.0001; tiempo F(10,330) =4,7, p<0.0001; tiempos-grupo F o 330) =3.006, p<0.0001 ).
Machos

Desde el tiempo cero (48 hr postnatal), el peso del grupo DD, con alimentacion deficiente
pre y postnatal, fue significativamente menor vs CC y CD, tendencia que permaneceria
constante casi hasta el final del experimento (semana 10). CD tuvo cambios de peso,
presentando una disminucién de aproximadamente 15% vs el control, s6lo en la semana
7 y en las dos ultimas semanas de tratamiento. El grupo sometido a deficiencia prenatal
de Zn (DC), mantuvo un peso menor vs CC desde la semana 1 y hasta la 8,
posteriormente alcanzo el peso del grupo control. De la semana 2 y hasta la semana 7, el
peso de este grupo (DC) fue, en promedio, 30% menor vs el peso de animales con
deficiencia postnatal (CD). Finalmente, los animales con deficiencia prenatal de Zn (DC),
lograron tener un peso mayor de 27% aproximadamente, vs el grupo DD a partir de la
semana 6 y hasta el final del experimento (ANOVA de dos vias: grupos-tiempo F(so,12s)
=1.976, p<0.01) (Fig. 3).
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Fig. 3. Peso de ratas macho. Los animales fueron pesados cada semana, desde las 48 horas de vida hasta la semana 10. Valores
expresados en % de diferencia vs control. Media + EEM. Analisis ANOVA de 3 (grupo-tiempo-género), 2 (tiempo-grupos) y una
via (grupos) se uso la prueba post-hoc de Fisher, las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05 (CC: n=4; DD: n=4;
DC: n=4; CD: n=4).



Hembras

Las hembras presentaron cierta similitud con los machos, sin embargo, éstas no
presentaron diferencias entre grupos al inicio del experimento. El peso de los animales
DD fue significativamente mas bajo vs CC (~42%) y vs CD (~36%) desde la semana 1y
2 respectivamente, y permanecié asi hasta el final del experimento. Los animales con
deficiencia prenatal (DC) tuvieron un peso, en promedio, 34% menor vs CC desde la
semana 1 y hasta la semana 9, después de la cual alcanzaron el peso del grupo control.
Al igual que lo observado en machos, este grupo (DC) tuvo también un peso 33% mas
bajo que los animales con deficiencia postnatal (CD). Este Ultimo, tuvo un peso
significativamente menor en un 25% vs CC Unicamente en la semana 1. El grupo con
deficiencia prenatal fue significativamente mayor en un 20% vs DD de la séptima a la

novena semanas (ANOVA de dos vias: grupos-tiempo Fo202) =1.602, p<0.05) (Flg. 4).
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Fig. 4. Peso de ratas hembra. Los animales fueron pesados cada semana, desde las 48 horas de vida hasta la semana 10. Valores
expresados en % de diferencia vs control. Media + EEM. Analisis ANOVA de 3 (grupo-tiempo-género), 2 (tiempo-grupos) y una
via (grupos) se uso la prueba post-hoc de Fisher, las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05 (CC: n=5; DD: n=6;
DC: n=6; CD: n=5).

Consumo de alimento

A lo largo del experimento, existieron diferencias significativas entre géneros, tiempo y
grupo; las hembras consumieron mayor cantidad de alimento al compararlas con los
machos (ANOVA de tres vias: género-tiempo-grupos Fig 306 =1.83, p<0.05).

Machos



Desde la 42y 52 semanas, y hasta la 102, el consumo de alimento de los grupos DD y
CD, respectivamente, fue significativamente menor vs la ingestion del grupo control (CC).
Los animales con deficiencia prenatal de Zn (DC), consumieron menor cantidad de
alimento vs CC desde la semana 4 y hasta la 7, después de lo cual, como se esperaba,
alcanzaron el consumo de alimento del grupo CC. El grupo con deficiencia de Zn
postnatal (CD) tuvo un consumo de alimento mayor vs DD en las primeras semanas de
experimento, sin embargo, hacia la semana 8 el consumo fue disminuyendo e igualé al
del grupo DD. Ademas, este grupo con deficiencia postnatal (CD) tuvo diferencias
significativas del consumo de alimento vs los animales con deficiencia de Zn prenatal
(DC) excepto en la semana 7; antes de ésta el consumo fue mayor y después de ésta fue

significativamente menor (ANOVA de dos vias: grupos-tiempo Fs 150) =9.27, p<0.0001)
(Fig. 5).
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Fig. 5. Consumo de alimento de machos a lo largo del experimento. El consumo de alimento fue registrado diariamente, desde el
destete y hasta la décima semana. Valores expresados en % de diferencia vs control, media + EEM. Andlisis ANOVA de 3
(grupo-tiempo-género), 2 (tiempo-grupos) y una via (grupos) se uso la prueba post-hoc de Fisher, las diferencias se consideraron
significativas cuando p<0.05 (CC: n=4; DD: n=4; CD: n=4; DC: n=4).

Hembras

En las hembras, el grupo DD tuvo un consumo menor de alimento que se mantuvo casi
hasta el final del experimento vs los grupos CC, CD y DC. El grupo con deficiencia
postnatal (CD) Unicamente tuvo un consumo de alimento 14% menor vs CC en las
semanas 6 y 7. El grupo con deficiencia prenatal (DC) presenté una ingestion menor de
alimento vs el CC desde el inicio y hasta la semana 8 del experimento y fue también
menor vs CD hasta la 62 semana. En la ultima semana de experimentacion, no existieron
diferencias significativas entre grupos. (ANOVA de dos vias: grupos-tiempo Fis is6)
=4.81, p< 0.0001) (Fig.6).
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Fig. 6.. Consumo de alimento de hembras a lo largo del experimento. El consumo de alimento fue registrado diariamente, desde el
destete y hasta la décima semana. Valores expresados en % de diferencia vs control, media £ EEM. Analisis ANOVA de 3
(grupo-tiempo-género), 2 (tiempo-grupos) y una via (grupos) se usé la prueba post-hoc de Fisher, las diferencias se consideraron
significativas cuando p<0.05 (CC: n=5; DD: n=6; DC: n=6; CD: n=5).

Eje tiroideo (Fig. 7 y 8)
» Contenido de TRH hipotaldmico

En el hipotalamo de machos, el contenido de TRH aument6 en el grupo DD (11.2+0.9
pg/mg prot, p<0.05) y en CD (14.7+1 pg/mg prot, p<0.05) vs CC (6.5+0.6 pg/mg prot).
Ademas, CD y DC (7.1+£1.7 pg/mg prot, p<0.05 vs DD) presentaron cambios contrarios
con respecto a DD, aumento y disminucion, respectivamente. En DC el contenido de
TRH fue también significativamente menor vs CD. En hembras no se presentaron
diferencias significativas, es decir, los cambios fueron especificos para el género de los
animales (ANOVA de dos vias: género-grupos F31y=12.086, p<0.0001) (Fig. 7).

» Concentracion sérica de TSH

Al cuantificar la concentracion de TSH, se observd una disminucion en machos CD
(370.04+3.415 ng/ml) vs el grupo CC (123.084+22.78 ng/ml, p<0.05). En hembras el
grupo DC presenté una concentracion significativamente mas alta que los otros tres
grupos experimentales (DC: 129.69+9.56 ng/ml vs CC: 80.67+4.07 ng/ml; vs CD:
71.3+4.61 ng/ml; vs DD: 75.8+6.25 ng/ml, p<0.05). Es decir hubo cambios especificos
relacionados con el género de los animales (ANOVA de dos vias: género-grupos Fi 31
=10.042, p<0.01) (Fig. 7y 8).



» Concentracion sérica de T4

La concentracion de T, en machos de los grupos DD (3.9+0.5 pg/dl, p<0.05) y CD
(4.4+0.35 pg/dl, p<0.05) disminuyé vs el grupo CC (5.7+0.5 ug/dl) (ANOVA 1 via: grupos
F@19) =3.4, p<0.05). En hembras no se presentaron diferencias significativas y no hubo
diferencia de género en cuanto al contenido de T, (ANOVA de dos vias: género-grupos
Fi31)=2.26, p=0.1) (Fig. 7y 8).

» Concentracion sérica de T3

En lo que se refiere a la concentracion de T3, en los machos el grupo DD pesent6
concentraciones mayores vs CC (48.9+3.11 vs 37.02+1.78 ng/dl, p<0.05) y también vs
CD (48.9£3.11 vs 34.5£3.4 ng/dl, p<0.05). Por su parte, las hembras del grupo DC
presentaron una mayor concentracion de esta hormona al compararlo con los otros tres
grupos experimentales (DC: 69.9+4.3 vs CC: 56.5+3.9; vs CD: 50.8%£3.9; vs DD:
46.6+5.03 ng/ml, p<0.05). . Es decir hubo cambios especificamente relacionados con el

género de los animales (ANOVA de dos vias: género-grupos Fs g =3.46, p<0.05) (Fig. 7
y 8).

» Actividad de tiroliberinasa

Al determinar la actividad de la tiroliberinasa, el Unico cambio que se observo, fue un
aumento en la actividad de la enzima en los machos con deficiencia de Zn postnatal (CD)
(52.7+£6.4 nmol BNA/ml/hr) vs CC (40.0+5.6 nmol BNA/mi/hr, p<0.05). En hembras no
existieron diferencias significativas entre grupos. Los cambios fueron especificos
relacionados con el género de los animales (ANOVA de dos vias: género-grupos Fs.a)
=0.182, p<0.01) (Fig. 7y 8).
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Fig. 7. Contenido de TRH en hipotdlamo de machos adultos. Valores expresados en pg/mg de proteina (media + EEM)
Concentracion sérica de TSH. Valores expresados en ng/ml (media + EEM). Concentracion sérica de T4. Valores expresados en
pg/dl (media + EEM). Concentracion sérica de Tz Valores expresados en ng/dl (media £ EEM) Concentracion sérica de
tiroliberinasa. Valores expresados en nmolBNA/ml/hr (media + EEM) Anélisis ANOVA, se usé la prueba post-hoc de Fisher, las
diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. (CC: n=4; DD: n=4; CD: n=4; DC: n=4).
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Fig. 8. Contenido de TRH en hipotdlamo de hembras adultas. Valores expresados en pg/mg de proteina (media + EEM)
Concentracion sérica de TSH. Valores expresados en ng/ml (media £ EEM). Concentracion sérica de T,. Valores expresados en
pg/dl (media £+ EEM). Concentracion sérica de T; Valores expresados en ng/dl (media £+ EEM) Concentracion sérica de
tiroliberinasa. Valores expresados en nmolBNA/ml/hr (media + EEM) Analisis ANOVA, se uso la prueba post-hoc de Fisher, las
diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. (CC: n=5; DD: n=6; DC: n=6; CD: n=5).



Contenido de TRH vy actividad de PPIl en el hipotdlamo y regiones del sistema limbico
A) Contenido de TRH (Fig. 9y 10).
Respecto al contenido de TRH, en el nucleo accumbens no existieron diferencias

significativas entre géenero, pero si entre grupos (ANOVA de 2 vias: géenero F 3 =0.32,
p=0.57; grupos F 30 =9.431, p<0.001, género-grupo F 30 =4.706, p<0.01) En machos,
el contenido de TRH fue menor en DD (1.6+£0.5 pg/mg prot, p<0.05) y CD (1.3+£0.3 pg/mg
prot, p<0.05) vs CC (5.5t1.2 pg/mg prot) y también vs DC (4.8+£0.7 pg/mg prot, p<0.05).
En hembras, no existieron diferencias significativas.

En la corteza frontal tampoco existieron diferencias entre géneros pero si existieron entre
grupos (ANOVA de 2 vias: género F 31y =1.395, p=0.24; grupos F 31y =4.806, p<0.01,
género-grupo Fz1) =0.326, p=8067). En machos, se observdé un aumento en el
contenido de TRH en CD vs CC (4.3£0.7 pg/mg prot vs 2.6+0.4 pg/mg prot, p<0.05) y
una disminucioén en DC (1.6+0.3 pg/mg prot, p<0.05) vs CD. En hembras, no existieron
diferencias significativas.

En lo que se refiere a la amigdala, machos y hembras se comportaron de las misma
manera, sin embargo hubo diferencias entre grupos (ANOVA de 2 vias: género Fi 29
=0.044, p=0.83; grupos F29) =5.633, p<0.01, genero-grupo F2q =0.34, p=0.794). En
machos, se observé una disminucién importante en el contenido del péptido en los
grupos DD y CD vs CC (2.7#0.3 y 3.2+0.5 vs 36.9%£17.3, p<0.05). En hembras, no
existieron diferencias significativas.

Finalmente, en el hipocampo existieron diferencias entre géneros y grupos (ANOVA de 2
vias: género F(,29)=4.91, p<0.05; grupos Fs29) =10.304, p<0.0001, género-grupo
Fi29=2.71, p=0.06). En machos, no se observaron diferencias entre grupos. En
hembras, el hipocampo fue la Unica region cerebral en la que se observaron cambios en
el contenido de TRH, ya que se presenté un aumento en CD (22.5£0.9 pg/mg prot,
p<0.05) con respecto a los otros 3 grupos. Por su parte el contenido del péptido en DC

(9.8+2.4 pg/mg prot, p<0.05) fue mayor vs CC (5.1+1.1 pg/mg prot.).

B) Actividad de PPII.

En lo referente a la actividad de PPII, en hipotdlamo de machos, se observaron cambios,
evidenciados por un aumento en la actividad especifica de PPII en el grupo DD vs CC
(7.8£0.7 vs 2.7+1.5 pmol/min/mg prot; p<0.05) aumento que también fue observado vs
CD (2.7£0.7 pmol/min/mg prot; p<0.05).
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Fig. 9. Contenido de TRH y actividad especifica de PPII en regiones del sistema limbico de machos adultos. Valores expresados en
% de diferencia vs control (media + EEM). Anélisis ANOVA, se usé la prueba post-hoc de Fisher, las diferencias se consideraron
significativas cuando p<0.05. (CC: n=4; DD: n=4; CD: n=4; DC: n=4).

En amigdala de machos, no se observaron cambios entre grupos. En hembras, el grupo
DC (3.0+£0.14 pmol/min/mg prot) presenté un aumento vs CC (2.3+0.1 pmol/min/mg prot;
p<0.05) y también vs CD (2.2+0.05 pmol/min/mg prot; p<0.05).

En hipocampo de machos, no se observaron cambios entre grupos. En hembras el grupo
CD (46.8+3.4 pmol/min/mg prot; p<0.05) presenté un aumento en la actividad de la

enzima vs CC (25.7+6.1 pmol/min/mg prot; p<0.05).
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Fig. 10. Contenido de TRH y actividad especifica de PPII en regiones del sistema limbico de hembras adultas. VValores expresados
en % de diferencia vs control (media + EEM). Analisis ANOVA, se us6 la prueba post-hoc de Fisher, las diferencias se
consideraron significativas cuando p<0.05. (CC: n=5; DD: n=6; DC: n=6; CD: n=5).



Actividad de aminopeptidasa N (APN) en hipotalamo y regiones del sistema limbico (Fig.
11y 12)

Se determind la actividad de la enzima APN como un control de la especificidad del

efecto de la deficiéncia de Zn sobre la PPIl y el metabolismo de TRH, ya que esta es una
enzima que al igual que la PPII es dependiente de Zn, pero no se relaciona con el eje
HPT. Esta enzima inactiva péptidos que tienen aminoacidos neutros del lado amino
terminal, colaborando en la digestién de las proteinas de la dieta y en la inactivacion de

péptidos neuroactivos como las encefalinas (Roques et al., 1993).

No se observaron similitudes en el comportamiento de la actividad de PPIl y APN en
respuesta a una dieta deficiente de Zn. En amigdala no existieron cambios entre género
ni entre grupos (ANOVA de 2 vias: géenero Fg,25=0.101, p=0.75; grupos Fs25=0.37,
p=0.76, género-grupo F28=1.25, p=0.31). En hipocampo no existieron cambios entre
género pero si entre grupos (ANOVA de 2 vias: género Fq24=0.117, p=0.73; grupos
F.24=4.62, p<0.05, género-grupo F124=2.506, p=0.08). En machos fue evidente una
disminucién en la actividad de APN en la amigdala del grupo DD (55.1+8.3 pmol
BNA/min/mg prot., p<0.05) y en hipocampo del grupo DC (9.7+2.5 pmol BNA/min/mg
prot., p<0.05) vs el control (Amigdala: 85.2+1.0 pmol BNA/min/mg prot.; hipocampo:
29.0£5.0 pmol BNA/min/mg prot.).

En hembras, al igual que lo observado en la actividad de PPII, la actividad de APN se
encuentra alterada en amigdala e hipocampo, pero el comportamiento es diferente. En la
amigdala se observd un aumento en la actividad en el grupo CD vs control (98.9+3.9 vs
71.6+5.0 pmol BNA/min/mg prot., p<0.05). Al contrario, en el hipocampo existid una
disminucion en la actividad especifica de la enzima en DD (13.4+1.7 pmol BNA/min/mg
prot.) y DC (7.1+2.0 pmol BNA/min/mg prot) vs control (28.9+6.4 pmol BNA/min/mg prot.,
p<0.05).
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Fig. 11. Actividad especifica de APN en regiones del sistema limbico de machos adultos. Valores expresados en pmol BNA/min/mg
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Fig. 12. Actividad especifica de APN en regiones del sistema limbico de hembras adultas. Valores expresados en pmol
BNA/min/mg prot (media £+ EEM).Analisis ANOVA, se usé la prueba post-hoc de Fisher, las diferencias se consideraron
significativas cuando p<0.05. (CC: n=5; DD: n=6; DC: n=6; CD: n=5).

» Concentracion sérica de corticosterona (Fig. 13)

La corticosterona es un parametro para conocer el estado de estrés agudo de las ratas,

ademas esta hormona esté involucrada en la regulacion del eje tiroideo.

No existieron cambios entre género pero si entre grupos en la concentracion sérica de
corticosterona (ANOVA de 2 vias: género F(31)=3.17, p=0.08; grupos Fs31)=15.64,
p<0.0001, género-grupo F31y=11.32, p<0.0001).



Machos

Los machos del grupo DD presentaron una menor concentracion de corticosterona vs el
grupo CC (120.1+34.2 vs 609.3£126.9 ng/ml, p<0.05). Asimismo, la concentracién de
esta hormona en DD fue menor vs CD (533.7£71.2 ng/ml, p<0.05) y vs DC (522.3+68.5
ng/ml, p<0.05).

Hembras

Las hembras presentaron un perfil de CORT similar a los machos. El grupo DD
(549.6+68.9 ng/ml, p<0.05) tuvo una menor concentracion de esta hormona vs CC
(1032.9£117.9 ng/ml); ademas los grupos CD (330.0£55.3 ng/ml, p<0.05) y DC
(273.5+£11.5 ng/ml, p<0.05) presentaron una menor concentracion de CORT comparados
con DDy CC.

En general, parece que la condicion de deficiencia de Zn en la dieta, ya sea en la etapa

pre o postnatal tiende a disminuir este parametro de estrés cronico.
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Fig. 13. Concentracion sérica de corticosterona en machos y hembras adultos. Valores expresados en ng/ml (media + EEM)
Machos C-C 609.3+126.9 ng/ml; hembras C-C 1032.9+117.9 ng/ml. Analisis ANOVA, se usé la prueba post-hoc de Fisher, las
diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. (Machos: (CC: n=4; DD: n=4; CD: n=4; DC: n=4; Hembras: CC: n=5;
DD: n=6; DC: n=6; CD: n=5).

RATAS SACRIFICADAS DESPUES DEL DESTETE

Contenido de TRH (Fig. 14)
La deficiencia de Zn no afect6 de manera significativa el contenido de TRH en las
regiones estudiadas de ratas sacrificadas inmediatamente después del destete (dia 21

postnatal).



Actividad especifica de PPII (Fig. 15)

Las crias de madres alimentadas con dieta deficiente de Zn presentaron un aumento en
la actividad de la PPIl en hipotadlamo y amigdala comparadas con las crias de madres
sometidas a la dieta control (Hipotalamo: 164.5+23.96 vs 103.33+11.4 pmol BNA/min/mg
prot; amigdala: 95.3+4.47 vs 77.17+2.54 pmol BNA/min/mg prot., p<0.05).

Contenido de TRH m Control ® Deficiente

30
25
20
15

10

Hipotalamo N.Accumb.  C.Frontal Amigdala Hipocampo Em. Media

Fig. 14. Contenido de TRH en regiones del sistema limbico de ratas sacrificadas al destete, crias de madres alimentadas con dieta
control o deficiente de Zn. Valores expresados en pg de TRH/mg prot. (media £ EEM). Analisis ANOVA, se usd la prueba post-hoc
de Fisher, las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. (Control n=10; Deficiente: n=8).
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Fig. 15. Actividad especifica de PPII en regiones del sistema limbico de ratas sacrificadas al destete, crias de madres alimentadas
con dieta control o deficiente de Zn. Valores expresados en pmol BNA/min/mg prot. (media £ EEM). Anélisis ANOVA, se uso la
prueba post-hoc de Fisher, las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. (Control n=10; Deficiente: n=8).



X. DISCUSION

A pesar de los eventos encargados del mantenimiento de la homeostasis del Zn, que
involucran la actividad de al menos 10 proteinas de la familia ZnT (Liuzzi y Cousins,
2004), 15 miembros de la familia ZIP (Eide, 20004), y 4 distintas isoformas de las
metalotioneinas (Maret, 2003), la deficiencia aguda (3 dias) de este mineral en la dieta
disminuye rapidamente la concentracion plasmatica de Zn, aproximadamente a valores 5
veces menores que un grupo con alimentacién adecuada (Reeves y O’Dell, 1985); y si
esta dieta se mantiene por algunos dias o semanas, la concentracion de Zn en los
diferentes 6rganos también empieza a disminuir (Hurley et al., 1982). Esta reducciéon en
la concentracion plasmatica de Zn se refleja en la menor actividad de metaloenzimas
dependientes de este mineral, por ejemplo de la enzima convertidora de angiotensina
(Reeves y O’Dell, 1985), fosfatasa alcalina y Cu-Zn superoxido dismutasa (Sun et al.,

2005), convirtiéndolas en candidatos para evaluar el estado del Zn en los organismos.

La edad y la duracion de la deficiencia de Zn tienen efectos diferentes sobre la expresion
de sus transportadores. La deficiencia de Zn por dos semanas, aumenta el mRNA de
ZIP4 y promueve el trafico de la proteina hacia el lado apical de la membrana de
enterocitos de ratones (Dufner-Beattie et al, 2003), eventos encaminados a aumentar la
captacion del mineral en situaciones de deficiencia. En contraste, bajo condiciones de
deficiencia de Zn desde el dia embrionario 8, se regula a la baja el mMRNA de MT-1 en el
intestino y saco embrionario de ratones con una velocidad alta, observandose después
de 3 dias en el intestino y, después de 6 dias en el saco embrionario (Dufner-Beattie et
al, 2003). Una dosis aguda de Zn por via oral aumenta aproximadamente 8 veces el
MRNA del transportador ZnT1 en el intestino. (Mcmahon y Cousins, 1998). Por lo que un
aporte adecuado de Zn en la dieta y una tasa de absorcion intestinal eficiente son

esenciales para el mantenimiento de un estado normal de este mineral en el cuerpo.



Peso y Consumo de alimento

Al igual que en otros estudios (McNall et al., 1995; Hall et al., 2005), el peso de los
grupos experimentales de ambos sexos, ya fuera con deficiencia de Zn prenatal,
postnatal o ambas, fue menor vs el control, lo que apoya el hecho de que la deficiencia
de Zn durante la gestacién provoca retraso en el crecimiento intrauterino y menor
ganancia de peso en la etapa postnatal (Golub et al., 1984; Dura Trave et al.,1986;
Jameson, 1993). La falta de este metal en la dieta, induce un deterioro del metabolismo
proteico evidenciado por alteraciones en la tasa de sintesis de DNA y RNA, reduccion de
la actividad de la RNA polimerasa (Terhune y Sandstead, 1972) y formacién anormal o

inestabilidad de los poliribosomas (Fosmire, et al., 1976), entre otras.

La falta de Zn en la alimentacion, provoca anorexia, este efecto se observa después de 3
a 5 dias de seguir una dieta deficiente en el metal, (Shay y Manigan, 2000) y se debe a la
alteracion en el metabolismo de diversas moléculas periféricas o centrales, sefiales que
en Ultima instancia son integradas por centros que controlan el apetito y la saciedad en el
sistema nervioso central, para reducir el consumo de alimento. Dentro de estas
moléculas involucradas en la regulacion de la conducta alimentaria que se afectan por la
deficiencia de Zn se encuentran: NPY, leptina, noradrenalina, galanina y la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) (Mangian et al., 1998; Lee et al., 1998; Huntington et
al., 2002; Selvais et al., 1997; Kwun et al., 2007); este efecto anorexigénico fue mas
evidente en machos; al final del experimento, los grupos experimentales de hembras,

consumieron la misma cantidad de alimento que el grupo control (CC).

Debido a que en machos, al final del experimento, el consumo de alimento del grupo CD
se mantuvo mas bajo que el de CC, pero no asi DC, es probable que los animales sean
mas susceptibles a las alteraciones en el comportamiento alimentario inducidos por una
dieta deficiente en Zn durante la etapa postnatal y que de alguna manera logran
mantener la homeostasis del Zn si la deficiencia se da en la etapa prenatal; tal vez
debido a que durante la etapa embrionaria, los animales expuestos a una alimentacién
baja en Zn, aumentan la absorcion del mineral (Walsh et al., 1994), por una elevacion en
la expresion del transportador ZIP4 en enterocitos y células del endodermo (Dufner-
Beattie et al., 2003). Ademas de la induccién del mRNA de ZIP4 en enterocitos, también

hay una acumulacién mayor de la proteina en la superficie apical durante periodos de



deficiencia de Zn. En estudios in vitro se ha observado un aumento en la absorcion del
Zn en el lado apical y transporte hacia el lado basolateral de células Caco-2, secundario
a bajas concentraciones del mineral en el medio de cultivo (Reeves et al., 2001). En
preparaciones de células intestinales del borde en cepillo de ratas deficientes de Zn, la
tasa de captura del mineral de células es mayor al compararla con células derivadas de
ratas con consumo adecuado de Zn (Menard y Cousins, 1983), esto confirma que al
menos un componente de la absorcién del Zn es regulable por la dieta. Es posible que
los cambios inducidos por la concentracion de Zn en el medio en las tasas de transporte,
se deba a la regulacidon a la alta y/o a la baja de proteinas de salida o entrada de Zn
pertenecientes a las familias ZIP y ZnT (Reeves et al., 2001). Sin embargo, aun se
desconoce el efecto que pudiera tener la etapa de la vida en la que se presenta la
deficiencia de Zn, sobre la regulacion de estos mecanismos de absorcion, aunque si hay
evidencia de una regulacion diferencial del metabolismo del Zn en crias de madres
expuestas a consumo de etanol en la etapa de gestacion o lactancia (Murillo-Fuentes et
al., 2007).

Como se comentd anteriormente, los machos de los grupos con alimentacion deficiente
de Zn, presentaron un peso menor vs el control debido a la disminucion en el consumo
de alimento a lo largo del estudio. Ademas, la deficiencia de Zn afecta el metabolismo de
la hormona del crecimiento y puede ser un factor limitante en la regulacion del
crecimiento (Nishi, 1996); la pérdida de peso de ratas sometidas a una dieta deficiente de
Zn pudo también deberse a deshidratacion (Norii, 2008). En etapas tempranas del
experimento, el grupo con deficiencia postnatal (CD) consumié mayor cantidad de
alimento comparado con el grupo con deficiencia prenatal (DC) pero esta tendencia se
revirtid a partir de la semana 7, lo que indica que la disminucion tanto del peso como del
consumo de alimento, son capaces de regresar a la normalidad cuando se sustituye la
dieta deficiente de Zn administrada durante la etapa prenatal, por una dieta completa
después del destete.

En machos, a pesar de que en la mayor parte del experimento, el grupo CD mantuvo un
peso mayor vs DD, al final no hubo diferencia entre ambos, lo que indica que la
deficiencia postnatal de Zn no afecta inmediatamente el peso de los animales,
probablemente debido a que los efectos de la deficiencia de Zn en el crecimiento pueden

ser compensados por el contenido de este mineral en el musculo.



En hembras, al final del experimento, no existieron diferencias entre grupos en cuanto a
consumo de alimento, sin embargo, el grupo con alimentacion deficiente (DD), mantuvo
un peso menor comparado con los animales que siguieron la dieta control en la etapa
prenatal (CC y CD). La falta de ganancia de peso en animales deficientes en Zn ha sido
reportada en otros estudios, en donde animales que son pareados al consumo de
alimento de las ratas deficientes de Zn, pero con ingestion de un alimento balanceado,
tienen una mayor ganancia de peso (Roth, 2003) comparados con los animales
deficientes de Zn. Esto es debido probablemente a que estos ultimos padecen de una
reduccion en la digestibilidad por falta de proteasas, disminuciéon en la utilizacion
intermedia del alimento y una malabsorcion de nutrimentos (Taneja y Arya, 1992).
Ademas, ratas macho en crecimiento (3 semanas de edad), sometidas a tres semanas
de dieta deficiente en Zn, presentan un desarrollo éseo deficiente que no es revertido por
un periodo de alimentacion ad libitum con una dieta completa durante tres semanas
(Hosea, et al., 2003); lo cual resulta en deterioro en el crecimiento de los animales y
aumenta el riesgo de la aparicion de osteoporosis en etapas posteriores de la vida ya
gue la deficiencia de Zn limita el pico de masa 0sea alcanzada en etapas tempranas de
la vida (Javaid y Cooper, 2002). Cabe mencionar que en hembras, el peso del grupo con
alimentacion deficiente de Zn en la etapa prenatal (DC) no presenté diferencias hacia el
final del experimento vs DD, lo que indica que la deficiencia de Zn en etapas tempranas
del desarrollo es mas deletérea que la que ocurre en etapas mas tardias de la vida.
Ademas, el grupo con deficiencia postnatal (CD) alcanzé un peso significativamente
mayor vs DD y se mantuvo con un peso similar al de ratas CC. Esto habla de la
diferencia de género en cuanto a la regulacion del peso secundario a deficiencia pre y/o

postnatal de Zn.

Las hembras de los grupos DD y CD, perdieron menos peso que los machos
comparados con su respectivo grupo control. Esto pudo deberse a que las hembras
poseen mecanismos de regulacibn homeostatica mas eficientes que los machos; las
hembras parecen afectarse menos en términos de crecimiento y pérdida de tejido
corporal cuando son sometidas a periodos cronicos de balance energético negativo
(Cortright y Koves, 2000). En las diferencias de género en el control de la homeostasis
energética esta involucrada la sensibilidad diferencial del cerebro a los efectos

catabdlicos de la leptina e insulina (Woods et al., 2003), hormonas que estimulan



receptores especificos en el nucleo arcuato del hipotalamo (Niswender y Schwartz, 2003;
Woods, 1998), disminuyen la ingestiébn de alimentos y aumentan el gasto de energia
(Cone et al., 2001). El cerebro de ratas macho es mas sensible a la insulina, mientras
gue el cerebro de las hembras es mas sensible a la leptina. Esto se debe a que los
estrégenos actuan en el cerebro incrementando la sensibilidad a la leptina, disminuyendo
la sensibilidad a la insulina, favoreciendo el depdsito de grasa subcutanea en lugar de la
visceral (Clegg et al., 2006). La deficiencia de Zn en la dieta afecta el metabolismo de
ambas hormonas: se relaciona con bajos niveles de leptina sérica (Mangian et al., 1998)
secundarios a la pérdida de tejido adiposo por disminucion de la ingestion de alimentos
(Gaetke et al, 2002), y una disminucion del mRNA de leptina en tejido adiposo blanco
epididimal (eWAT) independiente de la ingestion de alimentos (In-Sook, 2007). Por su
parte, durante periodos de deficiencia dietética de Zn, hay una disminucién de los efectos

periféricos de la insulina (Tallman y Taylor, 1999).

Por otro lado, la inactivacién de la termogénesis dependiente del género, en el tejido
adiposo pardo (BAT), se ha propuesto como uno de los posibles mecanismos para la
conservacion de energia en respuesta a la restriccion de alimentos (Valle et al., 2007);
las hembras son capaces de modular su gasto energético mediante una disminucion en
el contenido de la proteina desacopladora 1 (UCP1) en el BAT (Valle et al., 2005). Las
hembras alimentadas ad libitum tienen menor eficiencia energética (gastan mas energia)
vs los machos, diferencia que desaparece cuando ambos sexos son sometidos a
restriccion caldrica (Valle et al., 2005). Esta tendencia en la eficiencia energética ha
permitido a las hembras una mayor habilidad de conservar la energia en periodos de
restriccion de alimentos (Hill et al., 1986; Mohan et al., 1983). En las diferencias de
género en la respuesta termogénica en el BAT en ratas, se ha implicado a la relacion
entre los receptores adrenérgicos o,/Bs con efectos antagdénicos en la regulacion de la
termogénesis (Rodriguez et al., 2001). El receptor inhibitorio adrenérgico aza-AR tiene
mayor afinidad por las catecolaminas, la relaciébn mas alta de o.a/Bs3-AR en hembras
sometidas a restriccion de alimentos, parece indicar que las catecolaminas tienen un
umbral méas alto para poder desencadenar respuestas termogénicas y lipoliticas (Valle et
al., 2007). ElI BAT y su innervacion simpatica son importantes para los cambios en el

gasto energético mediados por estrégenos (Bartness y Wade, 1984). Las hormonas



sexuales alteran las sefiales lipoliticas y termogénicas al modificar la respuesta y/o

densidad de los receptores -y a2a-AR en el adipocito (Pedersen et al., 2001).

Eje tiroideo

La deficiencia de Zn causa hipotiroidismo primario, evidenciado por menores
concentraciones séricas T3, T4 y disminucién en el contenido de TRH hipotaldmico
(Baltaci et al., 2003; Lukaski et al., 1992; Morley et al., 1980). La deficiencia de Zn inhibe
la sintesis de TRH (Morley et al., 1980; Pekary et al., 1993); sin embargo esto no
coincide con nuestros resultados, ya que observamos aumento en el contenido de TRH
hipotalamico de machos deficientes de Zn. Es probable que la disminucién en las
concentraciones de T, se deban a lesiones en la glandula tiroides inducidas por la
deficiencia de Zn (Gupta et al.,1997). En machos DD y CD se observé una disminucion
en la concentracion de T4 que se revirtio en animales con dieta control postnatal (DC);
probablemente esta disminucidn de T4 provoc6 un aumento en el contenido hipotalamico
de TRH en estos grupos experimentales. Sin embargo, la concentracion de T3 (normal en
CD y alta en DD), indica una retroalimentacién negativa adecuada en los animales
deficientes postnatalmente, no asi en los mantenidos con dieta deficiente durante toda su
vida, en los cuales también parece no haber respuesta de TSH a la elevacion de TRH, es
probable que la falta de Zn haya provocado un mal funcionamiento del receptor de Ts,
afectando asi la retroalimentacion negativa. TRH, TSH y T4, regresaron a valores
similares a los del grupo control en animales DC, lo que implica que el hipotiroidismo
inducido por una alimentacion deficiente en Zn puede revertirse una vez que éste es
regresado a la dieta. Esto coincide con estudios realizados en humanos (Licastro et al.,
1992; Maxwell y Volpe, 2007; Nishiyama, 1994; Wada y King, 1986) y animales de
laboratorio (Baltaci et al., 2004) sometidos a una dieta deficiente en Zn y posterior
reposicion del contenido de este mineral en la dieta, donde se observa normalizacion de
las concentraciones de las hormonas tiroideas y la tasa metabdlica basal. Por otro lado,
la elevacion de la concentracién de Tsz en DD y DC evidencia que la deficiencia prenatal
de Zn puede causar de un hipertiroidismo primario y una regulacion funcional en DC pero
no en DD.

La hembras presentaron menos alteraciones en el funcionamiento del eje HPT por la
deficiencia de Zn lo cual ayuda a explicar la menor pérdida de peso de este género. En

los animales DD y CD se normalizaron los pardmetros analizados, sin embargo la



deficiencia prenatal fue causa de hipertiroidismo secundario. Se ha observado una
disminucion de TSH después de la administracion intravenosa de Zn (Farooqi et al.,
2000), por lo que es probable que la deficiencia de Zn tenga el efecto contrario sobre la
concentracion de TSH, sin embargo, se desconoce la causa de la diferencia de género
en este efecto. Es claro que la desnutricion materna durante el embarazo y la lactancia

estan relacionados con un retraso en el desarrollo y maduracion del eje HPT de las crias.

Contenido de TRH v actividad de PPII en regiones del sistema limbico

La deficiencia de Zn durante el desarrollo prenatal, periodo de crecimiento rapido del
cerebro, tiene los mismos efectos que la desnutricion calérico-proteica (Gibson et al.,
1991). Enzimas dependientes de Zn estan afectadas en procesos criticos para la
proliferacion celular. Sin embargo, la proliferacion celular extensa en el cerebro ocurre
sblo durante el desarrollo temprano, y la concentracion de Zn durante el desarrollo
postnatal parece estar muy regulada (Golub et al., 1995). Entonces, el estado cerebral
del Zn esta afectado de manera importante por la deficiencia de Zn en la dieta
(Szerdahelyi et al., 1982; Wallwork et al., 1983), aunque esto no ha sido confirmado en
otros estudios (Prohaska, 1977; Prohaska et al., 1974).

La deficiencia de Zn altera la regulacion del sistema nervioso autbnomo y el desarrollo
hipocampal y cerebelar (Georgieff, 2007). En ratas, la deficiencia de Zn por 12 semanas,
disminuye en un 30% la concentracion de Zn en fibras musgosas del hipocampo
(Wensink et al., 1987), region cerebral que es mas susceptible a la deficiencia de Zn en
la dieta (Takeda et al.,, 2001). Estas alteraciones pueden traducirse en deterioro del
aprendizaje y la memoria (Frederickson et al., 1990). Por otro lado, la deficiencia de Zn
también disminuye de manera importante la concentracion del metal en la amigdala, lo
cual deteriora la apreciacion de los olores en humanos y animales (Mackay-Sim vy
Dreosti, 1989). Las alteraciones fisiol0gicas en estas regiones del sistema limbico son

reversibles cuando se repone el Zn en la dieta (Ducray et al., 2002).

Una ingestion baja de Zn durante el embarazo y la lactancia se ha asociado con déficit
de atencion en neonatos y disminucion de las funciones motoras a los 6 meses de edad.

La suplementacién con Zn produce un mayor desarrollo motor en infantes con bajo peso



al nacer (Bhatnagar y Taneja, 2001). Sin embargo aln no se conocen con exactitud los
mecanismos biolégicos que subyacen a estas alteraciones, asi como los periodos
criticos y efectos a largo plazo de la deficiencia de Zn en el desarrollo cerebral.

El procesamiento postraduccional de precursores de TRH puede ser el paso mas
vulnerable en la biosintesis del TRH, y en éste estan involucradas las actividades de
varias enzimas entre ellas, la carboxipeptidasa H, la cual es dependiente de Zn (Pekary
et al., 1991); sin embargo, en tal estudio no se encontraron alteraciones en el contenido
de TRH en hipotalamo y regiones extrahipotalamicas, como resultado de la deficiencia de
Zn.

En machos, el contenido de TRH se vio afectado por la deficiencia postnatal de Zn (tanto
en DD como en CD) en regiones del sistema limbico como el nucleo accumbens y
amigdala, en donde el contenido del péptido disminuyd. Cabe sefalar que esas
alteraciones fueron revertidas por la introduccion de Zn en la dieta (grupo DC), lo que
indica especificidad del efecto. Las consecuencias fisioldgicas que tienen tales cambios
en el contenido del TRH en el nucleo accumbens podrian alterar la locomocion (Horita,
1998), mientras que el TRH de la amigdala ha sido relacionado con la conducta de
ansiedad (Ray et al.,, 1989; Gutiérrez-Mariscal et al, 2008). La relacibn de la
concentracion de TRH en regiones del sistema limbico con cambios conductuales, se ha
evidenciado previamente en machos sometidos a otros paradigmas, como en la etapa V
del kindling amigdalino (de Gortari et al., 1995); estos resultados son relevantes ya que la
deficiencia de Zn esta relacionada con una mayor susceptibilidad a padecer ataques
epilépticos en ratas, las cuales cuando son sometidas a una dieta deficiente de Zn
presentan un aumento en la excitabilidad de neuronas glutamatérgicas hipocampales
gue favorece la susceptibilidad de los animales a presentar ataques epilépticos inducidos
por kainato (Takeda et al., 2005). Por el contrario, un aumento en el contenido de TRH
en ambas regiones se observé en ratas de ambos sexos sometidas a consumo de
glucosa y menor contenido proteico en la dieta por 6 semanas, en hembras que
consumieron glucosa durante el embarazo y lactancia y, en machos después de
ingestién cronica de etanol (de Gortari et al., 2002; 2005), lo cual demuestra la mayor
susceptibilidad del TRH en nucleo accumbens y la amigdala a responder a diferentes
condiciones experimentales de deficiencia nutrimental. Por otro lado, el consumo crénico

de etanol en ratas durante las etapas del embarazo o lactancia, causa alteraciones en el



metabolismo del Zn que permiten un aumento en la absorcién y mejor conservacion del
metal en las crias (Murillo-Fuentes et al., 2007). No hay reportes acerca de la relacion
gue existe entre el consumo de glucosa y el metabolismo del Zn, pero se sabe que la
deficiencia de Zn provoca que las ratas disminuyan el consumo de hidratos de carbono
cuando se someten a un sistema de tres opciones de seleccion de alimentos, que
permite a las ratas elegir libremente su comida de tres recipientes diferentes que
contienen esencialmente solo hidratos de carbono, proteina o grasa (Rains y Shay,
1995).

De igual manera, en hembras, disminuyo6 el contenido de TRH en nucleo accumbens y
amigdala de animales deficientes de Zn en la etapa postnatal, ademas se observo un
aumento en el contenido de TRH en el hipocampo en este mismo grupo de animales
(CD) (tendencia observada también en machos pero que no llegé a ser significativa), y
gue no regreso a valores control en DC; esto revela una respuesta género especifica del
TRH en el sistema limbico en respuesta a la deficiencia dietética de Zn. Alteraciones
especificas de género derivadas de una alimentacién deficiente de Zn han sido
reportadas anteriormente; la falta de Zn durante los dias 15 a 20 de la gestacion altera de
manera diferencial el comportamiento de machos y hembras en la etapa adulta (Halas et
al., 1975; Halas y Sandstead, 1975).

La deficiencia de cobre durante la gestacion y la lactancia se encuentra acompafnada de
una disminucion en la concentracion de Cu en cerebro, lo que provoca una reduccion en
el crecimiento cerebral y menor contenido de metaloenzimas dependientes de Cu
(Prohaska y Wells, 1974). El efecto de la restriccion de Zn durante la gestacion y/o
lactancia no induce disminucion de las concentraciones del metal en cerebro de ratas y
por consiguiente, no se observan cambios en las actividades de las tres enzimas
dependientes de Zn estudiadas: deshidrogenasa glutamica, superéxido dismutasa y 3'-
fosforilasa (Prohaska et al., 1974). Aunque el contenido de Zn no cambia en cerebro de
ratas adultas sometidas a deficiencia de Zn por 3 semanas, los cerebros de ratas
sometidas a tal deficiencia, adquirieron un mayor porcentaje de la dosis inyectada de
®Zn que animales control o pareados al consumo de alimentos de las ratas deficientes
de Zn (O’'Neal et al., 1970). Con base en esto y debido a lo mencionado anteriormente
acerca de los efectos en cerebro de la deficiencia de Zn durante la gestacion y la

lactancia, se esperaban alteraciones en la actividad de la metaloenzima dependiente de



Zn, PPII, que serian dependientes de la etapa del desarrollo en la que se sometieran a la

deficiencia del Zn.

Las alteraciones en la actividad de PPIl en hembras se presentaron en dos de las
regiones con mayor contenido de Zn en el cerebro: en hipocampo y amigdala (Takeda et
al., 1995) y en machos los cambios se observaron en el hipotalamo lo que indica una
respuesta diferencial dependiendo del sexo, a la deficiencia de Zn en la dieta. En machos
DD el aumento en la actividad de la enzima en hipotalamo se dio a la par del contenido
del TRH. Es necesario realizar mediciones del mMRNA de la PPIl y el TRH para saber si
los cambios observados se estan dando a nivel de sintesis o liberacion. Si el TRH se
encuentra principalmente en el compartimiento intracelular, entonces lo que estamos
observando probablemente sea una falta de liberacion lo que podria ser causa del
aumento en la actividad de la PPII. Otra posibilidad del aumento en la actividad de la PPII
en hipotalamo de machos DD, es el intercambio de Zn por otro metal en el sitio activo de
la enzima, esto se ha observado en otras enzimas dependientes de Zn como la fosfatasa
alcalina, en donde el Cd(+) Mg(2+), o Co(2+) pueden reemplazar al Zn en E. coli
(Coleman et al., 1983); o puede intercambiarse por Mn(2+), Mg(2+), o Co(2+) en la leucil-
aminopeptidasa (Capiello et al., 2006), si esto puede ocurrir con la PPII in vivo, aun no se
ha estudiado. Se desconoce si el Cu puede tener un efecto similar que estos cationes
para sustituir al Zn y permitir actividad enzimatica, sin embargo, esta comprobado que la
deficiencia de Zn en ratas post destete a pesar de que tiene poco efecto en la

concentracion cerebral de Zn, aumenta el contenido de Cu (Wallwork et al., 1983).

La aminopeptidasa N (APN) también es una metaloproteasa dependiente de Zn (Luciani
et al., 1998) de amplia distribucibn y con numerosas funciones. En cerebro esta
involucrada en el metabolismo de precursores de neuropéptidos; APN remueve los
aminoacidos neutros NH, terminales de sustratos peptidicos como las encefalinas
(Roques et al., 1993). La actividad de esta enzima fue determinada en este estudio
como un control para diferenciar los efectos especificos de la deficiencia de Zn en la
actividad de la PPII, y en efecto, los cambios en la actividad de estas dos enzimas fueron
region y género especificos: en machos las alteraciones en la PPIl se observaron en el
hipotalamo y parecen deberse a la deficiencia prenatal del mineral, mientras que los

cambios en la actividad de APN ocurrieron en el hipocampo; en las hembras,



alteraciones en la actividad de ambas enzimas se observaron en amigdala e hipocampo,

pero sin relacién aparente entre ellas.

Tales diferencias de género en cuanto a los efectos de una dieta deficiente en Zn en la
actividad de enzimas dependientes de Zn como la fosfatasa alcalina han sido reportados
(Yousef et al., 2002). Los transportadores ZnT5y ZnT7 (Suzuki et al., 2005) se requieren
para la activacion de las fosfatasas alcalinas, enzimas dependientes de Zn. Para
transportar el Zn hacia el aparato de Golgi y los compartimientos vesiculares donde se

localizan las ALPs, convirtiendo apoALPs en holo ALPs.

El cerebro responde a cambios de Zn en la dieta y el hipocampo es la region mas
susceptible (Takeda et al., 2001). La deficiencia de Zn altera la regulacion del sistema
nervioso autonomo y el desarrollo hipocampal y cerebelar (Georgieff, 2007). La
deficiencia de Zn afecta el desarrollo cognitivo por medio de alteraciones en la atencion,
actividad, comportamiento neuropsicoldgico y desarrollo motor. Sin embargo, aun no se
conocen con exactitud los mecanismos biolégicos que subyacen a estas alteraciones, asi
como los periodos criticos y efectos a largo plazo y posible reversibilidad de los efectos

de la deficiencia de Zn en el desarrollo cerebral.

Las alteraciones en amigdala pueden indicar un aumento en el estado depresivo del
animal debido a un menor consumo de alimento (en DD y CD esto es verdadero para la
semana 9) (Sattin et al, 1999). Ademas, la amigdala esta involucrada en la regulacion de
la conducta alimentaria, control del peso corporal y el hambre (Morris y Dolan, 2001;
O’Doherty et al., 2000). En el n. accumbens el TRH esta involucrado en los mecanismos
de recompensa y responde al estrés inducido por alteraciones metabdlicas (Carelli et al.,
2000; Tzschentke y Schmidt, 2000; Hajnal et al., 2000). Los cambios observados en el
hipocampo se dieron en sentido opuesto, hubo un aumento en el contenido de TRH en
hembras CD y DC. El hipocampo es una region involucrada en procesos de aprendizaje
y memoria (Toide et al., 1993; Horita et al., 1989), y es una regidon susceptible al estrés
(Meaney et al.,, 1993). Un mal funcionamiento cognitivo ocurre tanto en restriccion

alimentaria (Strupp y Levitsky, 1983; Pollit 1996) como en la deficiencia de Zn.



Corticosterona

La deficiencia de Zn provoca una respuesta exagerada al estrés en roedores (Park et al.,
1989). La anorexia inducida por la deficiencia de Zn puede elevar la concentracién de
corticosterona (Garcia-Belenguer et al., 1993). Sin embargo, a diferencia de lo reportado
(Chu et al., 2003), en el presente estudio, la concentracion sérica de corticosterona
disminuy6 en ratas de ambos sexos sometidas a la deficiencia de Zn. Es probable que el
estrés cronico bajo el que se mantiene a las ratas deficientes de Zn desde la etapa
prenatal, haya alterado de manera permanente el eje adrenal (HPA) reduciendo la
respuesta a posteriores estimulos estresantes; en condiciones de estrés cronico en la
etapa neonatal, se ha demostrado una disminucion de la unién de glucocorticoides a sus

receptores en adenohipdfisis en ratas adultas (Felszeghy et al., 2000).

Ratas sacrificadas inmediatamente después del destete

El Zn tiene un papel importante en el metabolismo de acidos nucleicos, replicacion
celular, reparacion de tejidos y crecimiento. La deficiencia materna de Zn afecta
profundamente el desarrollo de las crias: esta asociada con varias condiciones
patoldgicas, incluyendo desérdenes del desarrollo cerebral. A pesar de que el organismo
materno es capaz de movilizar depdésitos corporales de Zn para cubrir las necesidades
de los embriones en crecimiento, éste es insuficiente. Es por esto que se esperaban
cambios tempranos en el contenido de TRH y de PPII secundarios a la deficiencia de Zn
en ratas sacrificadas a los 21 dias de vida. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en lo que se refiere al contenido de TRH hipotalamico. El contenido elevado
de Zn en la leche de madres alimentadas con dieta deficiente de Zn durante la gestacion
promueve concentraciones altos de Zn en sangre de los neonatos (Prohaska, 1974).
Debido a que la concentracién plasmatica de Zn de crias de madres que tuvieron una
dieta deficiente de Zn durante la gestacion, no difiere con la de las crias de madres con
alimentacion control, indica que las crias experimentales tienen una capacidad adecuada

de utilizar y absorber el Zn disponible.

Al igual que en ratas adultas, las regiones en donde se observaron cambios en la
actividad de PPIlI en respuesta a una dieta deficiente de Zn fueron el hipotalamo, la

amigdala y el nucleo accumbens, reforzando la idea de que estas regiones son mas



susceptibles a falta de Zn en la dieta y que las alteraciones se dan desde etapas
tempranas del desarrollo en la rata. La deficiencia de Zn en la etapa de lactancia afecta
la maduracion cerebral y se ha implicado en diferencias en el comportamiento de las
ratas (Lokken et al., 1973). Las alteraciones en la actividad de la PPII coinciden con lo
reportado acerca de que la deficiencia gestacional de Cu, lo que resulta en menor
crecimiento cerebral y en menor contenido de las metaloenzimas dependientes de Cu
(Prohaska et al., 1974b).






Xl. CONCLUSIONES

En consideracion a la extraordinaria variedad de funciones biolégicas del Zn, es muy
dificil asociar la bioquimica de este mineral con los aspectos clinicos y funcionales
debidos a su deficiencia. Sin embargo, es claro que el aporte de este nutrimento por
debajo de las cantidades apropiadas, en etapas criticas del desarrollo, puede interferir
con la funcién del eje tiroideo y de la via TRHérgica del SNC.

La disminucién de peso de las ratas deficientes de Zn, se presentd sin importar la etapa
de la vida en la cual fueron sometidas a la deficiencia; este efecto fue mas evidente en
machos que en hembras. La disminucién del peso y del consumo de alimento, son
capaces de regresar a la normalidad cuando se sustituye la dieta deficiente de Zn
administrada durante la etapa prenatal, por una dieta completa después del destete. La
falta de Zn en la dieta durante la etapa postnatal, provoca menor consumo de alimentos
unicamente en ratas macho. Es probable que los animales sean mas susceptibles a las
alteraciones en el comportamiento alimentario inducidos por una dieta deficiente en Zn
durante la etapa postnatal y mantienen la homeostasis del Zn si la deficiencia se da en la
etapa prenatal; tal vez debido a que durante la etapa embrionaria, los animales

expuestos a una alimentacion baja en Zn, aumentan la absorcion del mineral.

La desnutricion materna durante el embarazo y la lactancia parecen estar relacionados
con un retraso en el desarrollo y maduracion del eje HPT de las crias, sin embargo, en
machos, el hipotiroidismo inducido por una alimentacion deficiente en Zn puede revertirse

una vez que éste es regresado a la dieta.

Las areas del cerebro donde se presentaron cambios en el contenido de TRH debido a la
deficiencia de Zn durante la etapa postnatal en machos fueron el hipotalamo, nucleo
accumbens y amigdala. Al parecer la deficiencia postnatal altera mas el contenido del
péptido; sin embargo los efectos resultaron ser género especificos ya que en hembras, el
unico cambio observado en el contenido de TRH fue un aumento evidente en el
hipocampo de ratas con deficiencia prenatal y que no regreso a valores control en DC.

Por otra parte, la actividad de la PPIl se afecté tanto por la deficiencia prenatal como

postnatal de Zn en amigdala, hipocampo e hipotalamo.



La deficiencia dietética de Zn provoca alteraciones en los parametros que se analizaron
en este trabajo: peso, consumo de alimentos, eje tiroideo contenido de TRH y actividad
de la enzima PPII en sistema limbico, durante las etapas pre y/o postnatales, los cambios

son dependientes de género.

Aun no se ha estudiado el efecto de una dieta deficiente de Zn en el contenido de TRH
en el sistema limbico de ratas, y para evaluar el efecto de estas alteraciones en el
contenido del neuropéptido, tanto en la locomocién como en los niveles de ansiedad de
ratas sometidas a deficiencia de Zn, seria conveniente aplicar una prueba conductual
como la de enterramiento defensivo, paradigma que sirve para evaluar el estado de
ansiedad en las ratas. Ademas, seria importante medir la concentracion de Zn en cerebro
para saber si las alteraciones en la actividad de la PPIl se deben a cambios en la

concentracion del metal en regiones especificas.
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