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Introduccién

Numerosos estudios mostraron que la deficiencia nutricional durante la vida fetal y posnatal
predisponen al desarrollo de patologias en la vida adulta, como la hipertension arterial y las
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Material y métodos

Ratas Wistar hembra recibieron durante la prenez hasta el destete de las crias una dieta
control o una baja en cinc. Luego del destete, las crias macho se asignaron al azar a dos
grupos que recibieron una dieta control o una baja en cinc durante 60 dias.

Resultados

Los resultados mostraron que el aporte insuficiente de cinc durante el crecimiento previo
y/o posterior al destete indujo un aumento de la presion arterial y una disminucién del
volumen de filtrado glomerular en la vida adulta, asociados con una disminucién del siste-
ma del 6xido nitrico renal y vascular. Ademas, el bajo aporte de este mineral durante la vida
fetal indujo un peso menor al nacer, que se correlacion6 en forma negativa con la presion
arterial en la vida adulta.

Conclusiones

Este trabajo brinda evidencias importantes que sugieren que el aporte inadecuado de cinc
durante el crecimiento prenatal y posnatal constituye un factor de riesgo cardiovascular y
renal, dado que induce alteraciones en la regulacion de la presion arterial y en la funcion
renal en el individuo adulto.
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INTRODUCCION

En los dltimos anos, numerosos estudios epidemio-
légicos y experimentales sugieren que la hipertension
y las enfermedades cardiovasculares pueden ser pro-
gramadas en el utero. El aporte insuficiente de
nutrientes y oxigeno durante la vida intrauterina, que
limitan el crecimiento fetal, podrian inducir adapta-
ciones que alteran en forma permanente diferentes
sistemas del organismo y que a largo plazo predispo-
nen al desarrollo de enfermedades endocrinas, me-
tabdlicas, cardiovasculares y renales en la vida a-
dulta. (1-3)

Uno de los problemas nutricionales que afecta a la
poblacién, principalmente a ninos y a embarazadas,
es lo que la OMS y el UNICEF han definido como des-
nutricién oculta: un conjunto de carencias especificas
de micronutrientes que involucra a la deficiencia de
cinc. (4, 5)

En la actualidad, los casos de deficiencia grave de
cinc son poco comunes, mientras que su deficiencia
moderada se ha informado notablemente. (6) Este
micronutriente se encuentra ampliamente distribui-
do en una gran variedad de alimentos como carnes,
pescados, mariscos, legumbres y cereales. Sin embar-
go, su deficiencia se debe principalmente a desequi-
librios nutricionales en etapas de la vida en las cuales
los requerimientos de cinc estdn aumentados, como
el crecimiento, el embarazo y la lactancia. Ademas, se
puede generar en enfermedades créonicas y por el con-
sumo de dietas que se restringen a cereales, verduras
y frutas, dado que las altas concentraciones de fitatos
y de fibra en estos alimentos inhiben la absorcion in-
testinal de cinc. (7-12)

En trabajos previos demostramos que la restric-
cion dietética de cinc durante periodos criticos del
desarrollo fetal y posnatal induce un aumento de la
presion arterial y alteraciones de la funcién renal en
la vida adulta, asociadas con la reduccién de la super-
ficie de filtracion glomerular, la activacién de proce-
sos apoptdticos y el aumento del estrés oxidativo re-
nal. (13-15)

Por otra parte, también hemos demostrado que una
restriccion de cinc durante el crecimiento posterior al
destete induce alteraciones del sistema del 6xido ni-
trico (NO) renal y vascular. (13, 14) Como es sabido,
el NO es un gas altamente difusible sintetizado a par-
tir de L-arginina por medio de las éxido nitrico
sintetasas (NOS). (16, 17) Las tres isoformas de la
NOS (neuronal, inducible y endotelial) presentan un
cluster de cinc tiolato, en su interfase dimérica, que
seria clave para mantener la actividad catalitica de la
enzima. (18) Esta familia de enzimas se expresa en
muchos tejidos del organismo, incluidos los vasos san-
guineos y el rinén. La produccién de NO por las célu-
las endoteliales constituye un factor importante en la
regulacion del flujo sanguineo y la presion arterial en
mamiferos, ya que ejerce una accién relajante del
musculo liso vascular. En el rinén, el NO cumple un
papel importante en la regulacién de la homeostasis

glomerular, vascular y tubular. (19-21) Por lo tanto,
una disminucién en su produccién y/o su biodis-
ponibilidad podria estar involucrada en las alteracio-
nes vasculares y renales previamente observadas en
animales expuestos a la restriccién de cinc durante el
crecimiento.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objeti-
vo de este trabajo fue determinar si el aporte inade-
cuado de cinc durante la vida fetal y la lactancia mo-
difica la actividad de la NOS vascular y renal en la
vida adulta y evaluar si el aporte adecuado de cinc
durante el crecimiento posdestete puede revertir es-
tas alteraciones del sistema del NO.

MATERIAL Y METODOS

Ratas Wistar hembra fueron apareadas con machos Wistar
en edad fértil durante una semana. A partir de este mo-
mento, las madres recibieron durante los periodos de gesta-
cién y lactancia una dieta control que aportaba la dosis re-
comendada de cinc para esos periodos (C, 30 mg cinc/kg die-
ta) o una dieta baja en cinc (B, 8 mg cinc/kg dieta) para
lograr una deficiencia moderada de este micronutriente.

Las crias fueron destetadas a los 21 dias de vida posnatal.
En ese momento, las crias macho provenientes de cada
madre fueron asignadas al azar a dos grupos que recibieron
una dieta control (grupos Cc y Be) o una dieta baja en cinc
(grupos Cb y Bb) durante 60 dias (vida adulta).

Los animales tuvieron libre acceso a las dietas y al agua
desionizada. Ambas dietas contenian los nutrientes necesa-
rios para la etapa de crecimiento de acuerdo con lo especifi-
cado por AIN-93, excepto en el contenido de cinc. La com-
posicién de las dietas experimentales y las recomendacio-
nes nutricionales segin AIN-93 para roedores en crecimien-
to se detalla en la Tabla 1.

Los animales fueron criados en jaulas de acrilico indivi-
duales, en un ambiente de humedad y temperatura contro-
ladas y con un ciclo luz-oscuridad de 12 horas en el Bioterio
de la Catedra de Nutricién y Bromatologia de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires.
El cuidado de los animales se llevé a cabo segiin las normas
de los National Institutes of Health Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, the American Physiological
Society “Guiding Principles in the Care and Use of Animals,”
y con la regulacién argentina 6344/96 de la Administracién
Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT).

Se determinaron los pesos corporales de las madres du-
rante los periodos de gestacién y lactancia y los pesos de las
crias el dia posterior al nacimiento y a los 60 dias.

El consumo de alimento de las madres y de las crias se
determiné como la diferencia entre el peso de alimento del
dia en que se llené el comedero y el peso de alimento deter-
minado dos dias después, durante todo el experimento. El
consumo de alimento de las madres y de las crias se expreso
como el consumo promedio diario registrado durante los
periodos estudiados.

A los 60 dias se midi6 la presion arterial sist6lica (PAS)
de las crias por el método indirecto con un poligrafo Grass
(model 79H, Grass Instrument Co., Quincy, MA, USA). Lue-
go se colocaron los animales en jaulas metabdlicas de acrilico
para la recoleccién de muestras de orina durante 24 horas.
Al dia siguiente, luego de sacar a los animales de las jaulas
metabdlicas, se extrajo sangre de la cola de las ratas. La
sangre fue anticoagulada con heparina y posteriormente
centrifugada para obtener las muestras de plasma.



PROGRAMACION TEMPRANA INDUCIDA POR LA DEFICIENCIA DE CINC / Mariela M. Ploder y col. 461

Tabla 1. Recomendaciones nutricionales para roedores en creci-
miento y composicion de dietas experimentales (g/kg de dieta)

Dieta AIN-93 Control  Baja
Caseinato de potasio* 200 200 200
Aceite de soja 70 70 70
Mezcla de minerales’ 35 35 -
Mezcla de minerales - libre de cinc* - - 35
Mezcla de vitaminas® 10 10 10
Colina 1 1 1
Dextrina 684 684 684
Cinc® 0,03 0,03 0,008

* Caseinato de potasio, contenido/100g: 85,1 g de proteinas.

T Composicion (g/kg mezcla): Carbonato de calcio (357), fosfato
monobasico de potasio (196), cloruro de sodio (74), sulfato de magnesio
7 hidratado (146,9), citrato férrico de amonio (6,06), cloruro de cinc (1,79),
sulfato de manganeso 1 hidratado (0,92), sulfato cuprico 5 hidratado
(0,63), yodato de potasio (0,0078), selenato de sodio anhidro (0,1025),
paramolibdato de amonio 4 hidratado (0,008), sacarosa molida (162).

* Composicion: Idéntica a la mezcla de minerales pero sin cloruro de cinc.
§ Composicion (g/kg mezcla): Acido nicotinico (3), pantotenato de calcio
(1,6), piridoxina HCI (0,7), tiamina-HCl (0,6), riboflavina (0,6), acido félico
(0,2), vitamina B12, cianocobalamina (2,5), vitamina E, all-rac-alfa-tocoferil
acetato, 500 IU/g) (15), vitamina A all-trans-retinil palmitato, 500 1U/g,
(0,8), vitamina D3, colecalciferol, 400 1U/g (0,25), vitamina K filoquinona
(0,075), sacarosa molida (974.655).

& El contenido de cinc presente en la dieta baja resulta de la presencia de
trazas de cinc en los otros componentes de la dieta.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion y se
les extrajeron ambos rifiones y la aorta toracica para medir
la actividad de la NOS, para lo cual se utilizé L-[U14C]-
arginina como sustrato.

El volumen de orina se determiné gravimétricamente.
El volumen de filtrado glomerular (VFG) se estim6 mediante
la depuracién de creatinina, para lo cual se determinaron
las concentraciones de creatinina en plasma y en orina por
el método colorimétrico (Laboratorio Wiener).

Las concentraciones de cinc en el alimento, el plasma y
el tejido renal se determinaron por espectrofotometria de
absorcién atémica a una longitud de onda de 213,9 nm (22)
(espectrofotémetro Varian, modelo Spectr AA-20). El mate-
rial de referencia NIST RM 8435 (leche entera en polvo) se
someti6 a un tratamiento idéntico para verificar la exacti-
tud y reproducibilidad del método analitico. Todo el mate-
rial de laboratorio se lavé previamente con acido nitrico
(20%) y agua desionizada.

La actividad de la NOS se determiné como la cantidad
de [“C] L-citrulina generada a partir de [**C] L-arginina,
por gramo de tejido por minuto en la arteria aorta toracica
y la corteza y la médula renales como se describié previa-
mente. (23, 24)

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + ESM (error
estandar de la media). Se utilizé el software Prism (Graph
Pad Software, Inc., San Diego CA, USA) para el analisis
estadistico. Los datos se analizaron mediante ANOVA se-
guido a posteriori de la prueba de Bonferroni para compa-
raciones multiples. Se utiliz6 el anélisis de regresion lineal
para determinar las relaciones entre el peso al nacer y la
PAS a los 60 dias en los grupos Cc y Be, la actividad de la

NOS en la corteza renal y el VFG a los 60 dias, la PAS y el
VFG alos 60 dias en todos los animales. Se consider6 signi-
ficativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

Las madres alimentadas con dieta control o baja en
cinc presentaron pesos corporales similares antes del
parto (C: 407 = 16 versus B: 380 = 23 g) y al momen-
to del destete de las crias (C: 299 * 10 versus B: 298
+7g).

Dado que no se observaron diferencias en el con-
sumo diario de alimento entre ambos grupos de ma-
dres durante los periodos de gestacion y lactancia (ges-
tacion: C: 22 + 2 versus B: 19 + 2 g/dia; lactancia: C:
43 + 9versus B: 40 = 2 g/dia), no fue necesario intro-
ducir en este trabajo un grupo de alimentacion parea-
do (madres que reciben igual cantidad de dieta con-
trol que el que consumieron las madres con dieta baja
en cinc).

Las crias macho nacidas de madres que fueron ali-
mentadas con la dieta baja en cinc durante los perio-
dos de gestacién y lactancia presentaron pesos meno-
res el dia posterior al nacimiento con respecto a las
crias nacidas de madres controles (C: 7,7 = 0,1 versus
B: 6,8 £ 0,2 g; p < 0,01). Sin embargo, al final del
periodo de dieta (60 dias), los animales expuestos a la
deficiencia moderada de cinc durante el crecimiento
previo y/o posterior al destete presentaron pesos cor-
porales semejantes al grupo control (Cc: 400 = 10 g;
Cb: 379 = 11 g; Be: 390 = 19 g; Bb: 373 £ 12 g).

No se observaron diferencias en el consumo diario
de alimento entre los diferentes grupos experimenta-
les (Ce: 22,2 + 0,9 g/dia; Cb: 21,3 = 0,8 g/dia; Be: 22,9
+ 0,9 g/dia; Bb: 23,0 = 0,9 g/dia), raz6n por la cual no
fue necesario introducir en este trabajo un grupo de
alimentacién pareado.

En la Tabla 2 se detallan los niveles de cinc en
plasma y tejido renal determinados durante el trata-
miento dietético. Las crias nacidas de las madres ali-
mentadas con una dieta baja en cinc durante la gesta-
cién y la lactancia presentaron concentraciones me-
nores de cinc plasmatico el dia del destete con respec-
to a las crias nacidas de madres control. A los 60 dias
posdestete, los animales que durante el crecimiento
recibieron una dieta baja en cinc (grupos Cb y Bb)
mostraron concentraciones menores de cinc en plas-
ma respecto de los animales alimentados con una die-
ta control (grupos Cc y Be). La deficiencia moderada
de este micronutriente indujo una reduccién del con-
tenido de cinc en el tejido renal de los animales Bb y
Cb en comparacién con el de las ratas Cc y Be.

Los animales expuestos a la restricciéon de cinc
durante la gestacion, la lactancia y/o el crecimiento
posdestete presentaron valores mayores de PAS a los
60 dias con respecto al grupo control (Figura 1). Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas
en los valores de este parametro entre los grupos Cb,
Bc y Bb. Se observé ademas una correlacion negativa
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ce b Be Bb T_abla 2. Concentraaonesﬂde
cinc en el plasma y el tejido
Cinc en el plasma (mg/dl) renal
Destete 128 +8 128 + 7 907"t 83 + 3"t
Dia 60 168 £ 13 110 £ 77¢ 140+ 10 98 + 8"¢
Cinc en el tejido renal (mg/dl)
Dia 60 27 1 19 £ 174 25+2 18 £ 1°#
Cc: Madre dieta control, cria dieta control. Cb: Madre dieta control, cria dieta baja. Bc: Madre dieta baja, cria
dieta control. Bb: Madre dieta baja, cria dieta baja. *p < 0,05 versus Cc; T p < 0,05 versus Cb; f p < 0,05 versus Bc;
n =10 para cada grupo.
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Fig. 1. Presion arterial sistolica (PAS) a los 60 dias de tratamiento
dietético. Cc: Madre dieta control, cria dieta control. Cb: Madre
dieta control, cria dieta baja. Bc: Madre dieta baja, cria dieta con-
trol. Bb: Madre dieta baja, cria dieta baja. * p < 0,05 versus Cc; n =
10 para cada grupo.

Fig. 2. Actividad de la NOS en la aorta toracica y el rindén a los 60
dias de tratamiento dietético. Cc: Madre dieta control, cria dieta
control. Cb: Madre dieta control, cria dieta baja. Bc: Madre dieta
baja, cria dieta control. Bb: Madre dieta baja, cria dieta baja. * p <
0,001 versus Cc; n = 10 para cada grupo.

entre el peso al nacer y la PAS a los 60 dias en los
animales Cc y Be (r = 0,8305; p < 0,001).

En la Figura 2 se representan los resultados de la
actividad de 1la NOS en la aorta toracica y el rinén de
los animales Ce, Cb, Bc y Bb al final del periodo experi-
mental. La restriccion moderada de cinc durante la vida
prenatal, la lactancia y/o el crecimiento posdestete in-
dujo una disminucién de la actividad de la NOS en la
aorta toracica, la médula y la corteza renales, sin dife-
rencias significativas en la actividad de la enzima en-
tre los animales Cb, Bc y Bb en ninguno de los tejidos
estudiados. Ademaés, los animales Cb, Bc y Bb mostra-
ron valores menores de VFG con respecto al grupo Cc
(Figura 3) y se observo una correlacion positiva entre
la actividad de la NOS en la corteza renal y el VFG (r =
0,6131; p < 0,001), asi como una relacién inversa entre
la PAS y el VFG a los 60 dias (r = 0,7639; p < 0,01).

DISCUSION

Los resultados de este estudio son trascendentes, ya
que demuestran que la deficiencia moderada de cinc
durante la vida fetal, la lactancia y/o el crecimiento
induce un aumento de la presion arterial y alteracio-

VFG (mi/min.100g)
o
o

0,4 | ) .
0,3 -
0,2 |
0,14
(O . . .
Cc Cb Bc Bb

Fig. 3. Volumen de filtrado glomerular (VFG) a los 60 dias de tra-
tamiento dietético. Cc: Madre dieta control, cria dieta control. Cb:
Madre dieta control, cria dieta baja. Bc: Madre dieta baja, cria
dieta control. Bb: Madre dieta baja, cria dieta baja. * p < 0,01
versus Cc; n = 10 para cada grupo.

nes de la funcién renal en la vida adulta, asociadas
con una disminucién en la actividad del sistema del
NO vascular y renal.
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En nuestro modelo experimental se observé que
la restricciéon moderada de este nutriente durante la
vida fetal y la lactancia indujo un peso menor al nacer
y un aumento de la presion arterial en la vida adulta.
La correlacién negativa observada entre el peso al
nacer y la PAS a los 60 dias estan de acuerdo con
muchos estudios de programacién fetal en seres hu-
manos y en animales. (25) Si bien los mecanismos
involucrados no se han esclarecido hasta el momento,
se postula que el crecimiento intrauterino restringi-
do no sélo da por resultado un peso bajo al nacer, sino
también en alteraciones en el desarrollo de érganos,
como el rinén y el endotelio vascular, involucrados en
la regulacion de la presién arterial. (1, 26) En traba-
jos previos realizados en este modelo experimental
evidenciamos una disminucién en el nimero y en las
areas glomerulares. (15)

Por otra parte, si bien la restriccion de cinc duran-
te la prenez indujo un peso bajo al nacer, se observé
que estos animales alcanzaron pesos semejantes a los
de las crias nacidas de madres controles en la vida
adulta. Nuestros resultados corroboran trabajos pre-
vios que indican que un crecimiento posnatal acelera-
do también constituye un factor de riesgo para el de-
sarrollo de enfermedades cardiovasculares en seres
humanos adultos. (27-30)

Los mecanismos que conducen al incremento de
la presién arterial en los animales que durante algin
periodo de su vida recibieron una restricciéon dieté-
tica de cinc parece que son diferentes y dependientes
de las adaptaciones generadas durante periodos criti-
cos del desarrollo. La relacién negativa observada
entre el volumen de filtrado glomerular y la presién
arterial en la vida adulta sugiere que alteraciones de
la funcién renal podrian contribuir al aumento de la
presion arterial.

Nuestros resultados muestran que el bajo aporte
de cinc durante la vida fetal y posnatal temprana pro-
mueve una disminucién de la actividad del sistema
del NO vascular y renal en la vida adulta, aun cuando
el aporte adecuado de este mineral se restablezca lue-
go del destete.

La disminucién en la actividad de la NOS vascular
y renal podria estar relacionada con una disponibili-
dad menor de cinc para la formaciéon adecuada del clus-
ter de cinc-tiolato, que es clave para mantener su ac-
tividad catalitica. (31)

El aumento del estrés oxidativo sistémico y renal,
previamente comunicado en este modelo, podria ser
uno de los factores que contribuiria a disminuir la
biodisponibilidad del NO vascular y renal. (13-15) Se
ha demostrado ademas que el aumento de las espe-
cies reactivas del oxigeno puede producir el desacople
de la NOS y una sintesis menor de NO. (32-34)

Asimismo, nuestros resultados fortalecen la hipé-
tesis de que el peso bajo al nacer y la hipertensién en la
vida adulta se encuentran asociados con alteraciones
de la funcién endotelial. En otros modelos de progra-
macion fetal se observé una alteracion en la relajacion

vascular dependiente del NO endotelial y una activi-
dad menor de la NOS en la arteria aorta. (35, 36)

En el presente estudio, la disminucién de la activi-
dad de la NOS en la arteria aorta toracica podria su-
gerir una disfunciéon endotelial, lo cual contribuiria
al desarrollo de hipertension arterial y podria inducir
alteraciones en la capacidad de los vasos de conduc-
cién para regular cambios en el flujo sanguineo y en
las fuerzas de rozamiento.

La disminucion de la actividad del sistema del NO
renal a su vez podria tener un papel importante en
las anormalidades hemodinamicas renales observadas
en este modelo experimental. La correlacion positiva
entre el VFG y la produccién de NO en la corteza re-
nal sugiere que la deficiencia de cinc durante diferen-
tes etapas del crecimiento podria contribuir a la dis-
minucién del filtrado glomerular mediante una reduc-
cién en la actividad de la NOS glomerular.

El aporte adecuado de cinc durante el crecimiento
posdestete logré restituir las concentraciones de cinc
renal, pero no fue suficiente para normalizar los ni-
veles de la PAS y del VFG. Es probable que esto se
deba a alteraciones inducidas in utero que no pudie-
ron corregirse, como el nimero de nefronas y la acti-
vidad del sistema NO vascular y renal.

Este trabajo demuestra que la deficiencia modera-
da de cinc durante periodos criticos del desarrollo cons-
tituye un quebranto nutricional que puede contribuir,
junto con otros factores, a determinar los valores de
la presion arterial y la capacidad funcional renal en la
vida adulta.

SUMMARY

Early Programming of Alterations in Renal and
Vascular Nitric Oxide System Induced by Zinc-Related
Deficiencies

Background

Several studies have reported that nutritional deficiencies
during fetal and postnatal life predispose to the develop-
ment of diseases such as hypertension and renal disorders
during adulthood. The ubiquitous distribution of zinc and
its chemical properties determine their essentiality in the
biological systems.

Objectives

To assess whether renal and cardiovascular alterations in-
duced by moderate zinc restriction during fetal life, lacta-
tion period and/or growth are associated with changes in
the nitric oxide system.

Material and Methods

Female Wistar rats received low zinc diet or control diet
from the beginning of pregnancy up to weaning. After wean-
ing, male offspring were randomly fed with low zinc diet or
control diet for 60 days.

Results
Zinc deficiency through pre-weaning and post-weaning
growth induced increase in blood pressure and reduced
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glomerular filtration volume in adult life; these findings
were associated with reductions in renal and vascular ni-
tric oxide system. In addition, low zinc intake during in-
trauterine life induced low birth weight offspring which had
a negative correlation with blood pressure in adulthood.

Conclusions

Zinc deficiency during prenatal and postnatal growth con-
stitutes a risk factor for cardiovascular and kidney diseases
as it induces alterations in blood pressure and renal func-
tion regulation in adult life.

Key words > Blood Pressure - Nitric Oxide - Kidney - Blood Vessels -
Zinc
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