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RESUMEN

Introduccién: La deficiencia de zinc en la gestante diabética puede contribuir a la elevada
incidencia de alteraciones maternas y fetoplacentarias, pero los métodos 6ptimos para la
suplementacion durante la gestacion permanecen indefinidos. Objetivos: Seleccionar un
modelo experimental que reproduzca las caracteristicas de la diabetes con hiperglucemias
moderadas para evaluar el efecto de un suplemento de zinc en ratas gestantes y su des-
cendencia en etapa fetal. Métodos: Se selecciond un esquema de induccion con inyeccion
subcutdnea de estreptozotocina (STZ-100mg/kg-pc) al segundo dia del nacimiento y se es-
tudio la rata gestada y sus fetos. Posteriormente, se evalué el efecto del suplemento de zinc
(ZnS0,-50 mg/kg-pc) administrado durante la gestacion. Resultados: Las ratas diabéticas
gestadas mostraron alteraciones en el rendimiento reproductivo, estado metabdlico y redox.
Sus fetos presentaron anomalias en anexos embriofetales, restriccion del crecimiento, dis-
minucion del glutation tisular, ademas de modificaciones histopatoldgicas placentarias que
perjudicaron el desarrollo intrauterino. En las ratas diabéticas suplementadas con zinc me-
jord el control glucémico y el estado metabolico en general. Disminuyeron las reabsorciones
y malformaciones. Se obtuvo un adecuado peso para la edad gestacional y un patron de
osificacion fetal similar a los controles. Aumento la eficiencia placentaria y la citoarquitectu-
ra placentaria presenté una apariencia similar a la normal. Conclusiones: La evaluacion del
modelo experimental proporciond nuevos conocimientos sobre la respuesta integrada del
organismo a las hiperglucemias moderadas en la rata gestada y su descendencia. Se apor-
taron evidencias sobre los efectos positivos de la suplementacién con zinc en la disminucion
de la teratogenicidad de la diabetes pregestacional.
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Potential of zinc supplementation in the prevention of compli-
cations of experimental pregestational diabetes

ABSTRACT

Introduction: Zinc deficiency in diabetic pregnant may contribute to the high incidence of
maternal and feto-placental abnormalities, but optimal methods for supplementation during
pregnancy remain undefined. Objectives: To select an experimental model that reproduces
the characteristics of diabetes with moderate hyperglycemia to evaluate the effect of a zinc
supplement in pregnant rats and their fetuses. Methods: An induction scheme with subcu-
taneous injection of streptozotocin (STZ-100 mg/kg-bw) on the second day after birth was
selected and the pregnant rat and its fetuses were studied. Subsequently, it was evaluated the
effect of a zinc supplement (ZnSO,-50 mg/kg-bw) administered during pregnancy. Results:
Pregnant diabetic rats showed alterations in reproductive performance, metabolic and redox
status. Their fetuses presented abnormalities in embryo-fetal annexes, growth restriction, de-
creased tissue glutathione, and placental histopathological changes that impaired intrauterine
development. In diabetic rats supplemented with zinc, glycemic control and general metabolic
status improved. Reabsorptions and malformations decreased. They were obtained both, an
adequate weight for gestational age and a fetal ossification pattern similar to that of con-
trols. Placental efficiency increased and the placental cyto-architecture presented a similar
appearance to normal. Conclusions: The evaluation of the experimental model provided new
knowledge about the integrated response of the organism to moderate hyperglycemia in preg-
nant rats and their offspring at the fetal stage. It was provided evidence on the positive effects

of zinc supplementation in reducing the teratogenicity of pregestational diabetes.

Keywords: streptozotocin; experimental diabetes; zinc sulfate; gestation; offspring

INTRODUCCION

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas
en inglés) define la diabetes mellitus (DM) como un grupo de
trastornos metabdlicos caracterizados por la hiperglucemia re-
sultante de defectos en la secrecion de la insulina, su accion, o
ambos. ) Se describen numerosos procesos fisiopatoldgicos
involucrados en su aparicién, que varian desde la destruccion
autoinmunitaria de las células 8 del pancreas hasta alteracio-
nes que conducen a la resistencia a la insulina (RI). 2

La DM es una de las principales enfermedades crénicas
no transmisibles que representan gran carga econémica para
los sistemas de salud del mundo, afectando a los paises con
independencia del sistema social y tipo de economia impe-
rante. W Las personas diabéticas presentan elevados riesgos
de complicaciones que conllevan a la necesidad de atencion
médica, reduccioén de la calidad de vida, afios de vida poten-
cialmente perdidos, muertes prematuras y estrés familiar. 2
A largo plazo, la DM se asocia a disfuncion e insuficiencia de
diversos organos, ocasionando complicaciones como retino-
patia diabética, insuficiencia renal, neuropatia diabética, alte-
raciones cardiovasculares y accidentes cerebrovasculares,

siendo en definitiva éstas las causas de la incrementada mor-
bimortalidad presente en esta enfermedad. (2

La Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus
siglas en inglés) estima que 463 millones de adultos viven
actualmente con diabetes y que, sin suficientes acciones
preventivas, habra 578 millones de personas diabéticas en el
2030. ©® La expectativa de crecimiento de la prevalencia de
la enfermedad se basa en una compleja interconexion entre
factores socioecondmicos, demograficos, genéticos y am-
bientales, entre los que sobresalen la obesidad, dietas poco
saludables, habitos de vida inadecuados, inactividad fisca, en-
tre otros. AUn mas grave resulta que el 66,8 % de los pacientes
con DM ignoran su condicion, es decir, 2 de cada 3 personas
diabéticas no estan diagnosticadas. La DM es el resultado de
un proceso fisiopatoldgico iniciado muchos afios atras de su
presentacion clinica; las condiciones que determinan la apa-
ricién de la DM tipo 2 (DM2) y sus comorbilidades estan pre-
sentes desde los primeros afios de vida. 9

En Cuba, segun el Anuario Estadistico de Salud 2023, la
DM ocupa la octava posicion entre las principales causas
de muerte en todas las edades, con una tasa de 22,3 por
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7100 000 habitantes, con predominio del sexo femenino. En
ese mismo afio la DM presenté una prevalencia de 69,3 por
cada 1000 habitantes.

El incremento de la incidencia de DM en mujeres en edad
reproductiva es una realidad en Cuba y a nivel global. “? Los
estilos de vida inapropiados han provocado que cada vez mas
mujeres en edad fértil padezcan DM2. En muchos casos cur-
sa inadvertida durante afios, por lo que la mujer puede llegar
al embarazo sin conocer su padecimiento. (-

Particular atencién requiere el incremento de la DM du-
rante el embarazo en cualquier forma, ya sea pregestacional
(DM tipo 1 o DM tipo 2) o gestacional, pues aumenta los ries-
gos de resultados adversos maternos, placentarios, fetales y
neonatales, asi como el riesgo a largo plazo de enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas tanto en la madre como en la
descendencia. 9

Las consecuencias clasicas del embarazo diabético
abarcan alteraciones en el rendimiento reproductivo mater-
no, cambios en el crecimiento fetal, abortos espontaneos y
muerte perinatal. Varios estudios epidemioldgicos y experi-
mentales han demostrado que los bebés nacidos de madres
con diabetes pregestacional son mas propensos a tener mal-
formaciones que los nacidos de madres sin diabetes. 447 En
Cuba las malformaciones ocupan el tercer lugar en las causas
de muerte de los nifios entre 1 afio y 4 afios, y en menores de
un afo ocupan el segundo lugar. ¥ Aunque la teratogénesis
diabética se manifiesta sin un patrén sindromico particular,
y puede afectar cualquier sistema de érganos, las anomalias
mas comunes involucran el sistema nervioso central y el car-
diovascular. ®® Estas malformaciones implican defectos de
cierre del tubo neural, médula espinal, sindrome de regresion
caudal, defectos cardiacos y vasculares mayores, displasia
esquelética y anomalias en los rifiones y en el intestino. ¢7

En la diabetes pregestacional el riesgo de malformacion
congénita es muy superior que en la diabetes gestacional ya
que, en esta Ultima, el inicio de la enfermedad es posterior al
periodo de organogénesis embrionaria. ©® En el embarazo dia-
bético se altera el desarrollo normal de la placenta y se pro-
ducen cambios estructurales y funcionales. En ambas presen-
taciones de diabetes materna, las anomalias metabdlicas que
ocurren afectan la transferencia de nutrientes materno-fetal, y
condicionan trastornos en el crecimiento y adiposidad fetal. 9

La causa del incremento de alteraciones en la mujer dia-
bética gestada y su descendencia no esta totalmente diluci-
dada. El empleo de modelos experimentales para el estudio
de la DM permite comprender mecanismos fisiopatologicos y
evaluar estrategias diagnosticas y terapéuticas que limiten el
desarrollo de la enfermedad y sus complicaciones. Entre los
modelos mas empleados se encuentra la induccion quimica
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de diabetes mediante la inyeccion de estreptozotocina (STZ),
farmaco que provoca la destruccion selectiva de las células
3 de los islotes pancreaticos, Unica fuente de insulina en el
organismo. Este modelo experimental reproduce las manifes-
taciones clinicas de la diabetes humana, asi como los efectos
nocivos de la enfermedad durante la gestacion. (1011.12131419)

En la busqueda constante de nuevos conocimientos re-
lacionados con las bases moleculares que sostienen la apa-
ricion de la diabetes y sus complicaciones se han reportado
modificaciones en macro y micronutrientes, tanto en estudios
experimentales como en humanos. 1678 Entre los minerales
mas estudiados se encuentra el Zn, cuyo papel fundamental
en la diabetes radica en su participacion en la sintesis, alma-
cenamiento y secrecion de la insulina en la célula B pancreati-
ca, asi como en su funcion en las vias de sefializacién activa-
das después de la secrecion de la insulina y en el transporte y
metabolismo de la glucosa. 18 Aunque un nimero notable
de investigaciones han indicado la relacion de la enfermedad
con el déficit de Zn y el deterioro de su homeostasis, la infor-
macion del efecto beneficioso del micronutriente en el control
de la glucemia no es concluyente. 202122)

Por otra parte, la importancia del Zn en el desarrollo del
embarazo y en la salud prenatal no ha sido ampliamente es-
tudiada. Las investigaciones clinicas reportadas se han enfo-
cado en la evaluacion del efecto de suplementos de Zn, o su
combinacion con otros micronutrientes, sobre variables del
estado metabdlico en las gestantes con diabetes, pero no se
abordan los efectos sobre la descendencia. @324 Algunos de
estos estudios reportan beneficios de la suplementacion eva-
luada, no obstante, en otras investigaciones el resultado es
contradictorio. 329

Teniendo en cuenta que no existen suficientes eviden-
cias cientificas que evallen el papel del Zn en las complica-
ciones de la diabetes pregestacional, asi como su posible
relacion con el estado metabdlico y el estado redox de la
gestante y su descendencia, se plantearon los siguientes
objetivos de investigacion: seleccionar un modelo de diabe-
tes mellitus con hiperglucemias moderadas para evaluar el
impacto de la enfermedad sobre la rata gestada y su des-
cendencia, evaluar el efecto de un suplemento de Zn sobre
el estado metabdlico y bioquimico y sobre el rendimiento re-
productivo de ratas diabéticas gestadas, evaluar la influen-
cia de un suplemento de Zn sobre el desarrollo fetal y pla-
centario de ratas diabéticas.

METODOS

Se desarrolld un estudio experimental en la Unidad de In-
vestigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias Médi-
cas de Villa Clara en el periodo comprendido entre 2017 y 2022.
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Animales y grupos de experimentacion

Se emplearon ratas Wistar (Rattus norvegicus) virgenes,
adultas y con peso corporal entre 180 g-200 g, que fueron
adquiridas en el Centro de Produccién de Animales de Labo-
ratorio (CENPALAB) en La Habana, Cuba. Los animales, ava-
lados por un certificado de salud se aclimataron durante una
semana a la estacion experimental. Posteriormente, las ratas
fueron apareadas y las crias obtenidas se separaron por sexo
el dia del nacimiento. Las hembras se distribuyeron aleatoria-
mente en grupos de experimentacion de acuerdo al estudio
realizado; los machos se destinaron a la docencia y a otras
investigaciones.

Cuidado y mantenimiento de los animales

Todos los animales fueron mantenidos en condiciones
estrictamente controladas de temperatura [(19-25) °C], hu-
medad relativa (45-65) % y luz (ciclos de 12 h luz/oscuridad).
Para la alimentacion se utilizé una dieta convencional (férmu-
la CMO 1000), a libre demanda, producida y suministrada por
el CENPALAB. El agua se suministro a libre acceso filtrada y
acidificada convenientemente. Las crias permanecieron con
sus madres por 21 d hasta el destete.

Aspectos generales de la suplementacion con zinc

El sulfato de zinc empleado es producido por la industria
quimica farmacéutica cubana como sulfato de zinc heptahi-
dratado (ZnSO, x 7H,0); 1,0 mg de ZnSO, x 7H,0 equivale a
0,227 mg de Zn2+. Al inicio de cada experimento se determind
el peso de cada rata y se colocaron en cajas independientes.
Se administro sulfato de zinc en el agua de beber o vehiculo
(agua) en los grupos correspondientes.

Aspectos éticos

Los animales se manipularon segun recomiendan las
guias para el trabajo con animales de experimentacién y el
Decreto-Ley No. 31 de Bienestar Animal de la Republica de
Cuba. #5279 Se utilizé la menor cantidad de animales posi-
bles y se minimizo su sufrimiento. Los restos se eliminaron
de acuerdo a las normas de bioseguridad establecidas. La
investigacion responde a un proyecto institucional aproba-
do por el Comité de Etica de la Universidad de Ciencias Mé-
dicas de Villa Clara.

Analisis estadistico

Los datos se procesaron con el paquete estadistico SPSS
para Windows Version 20. Las comparaciones cuantitativas se
realizaron mediante las pruebas no paramétricas Kruskal Wa-
llis y U de Mann Whitney, teniendo en cuenta que la mayoria de
las variables no presentaron distribucion normal de los datos.
Variables cuantitativas de interés se convirtieron en cualitati-

vas dicotomicas y se analizaron mediante la prueba exacta de
Fischer. Los resultados se presentaron como la media * error
estandar de la media, totales y porcentajes. Las diferencias se
consideraron significativas con valores de p < 0,05.

Seleccion de un modelo de diabetes mellitus con
hiperglucemias moderadas para evaluar el impacto
de la enfermedad sobre la rata gestada y su
descendencia. Selecciéon del modelo

En 4 grupos experimentales de 10 animales cada uno se
indujo diabetes con hiperglucemia moderada mediante la in-
yeccién de STZ (aplichem) en dosis Unica de 100 mg/kg-pc.
La STZ se disolvié en 20 pL de tampdn citrato 0,1 M (pH 4,5)
helado para mantener su estabilidad y se inyecté inmediata-
mente de preparada la solucion para evitar la degradacion. Se
ensayaron 2 vias de administracion de la droga: subcutanea
(sc) o intraperitoneal (ip) en diferentes tiempos: segundo y
quinto dia de nacidos. Se empled un grupo control para cada
grupo experimental, a los cuales se les administré el vehiculo
(tampon citrato) en las mismas condiciones. Durante 90 d se
estudiaron indicadores bioquimicos, morfoldgicos e histologi-
cos que aportaron informacién para la seleccion del esquema
de induccion mas eficiente.

Evaluacion del efecto de la diabetes mellitus
pregestacional en la rata gestante y su descendencia
en etapa fetal

En este experimento se utilizaron 25 ratas hembras que
se distribuyeron aleatoriamente en 2 grupos experimenta-
les denominados grupo diabético (GD = 15) y grupo control
(GC =10). Alos 90 d de nacidos ambos grupos se aparearon
con machos sanos aproximadamente durante 3 ciclos estra-
les (15 d). El dia O de la gestacion se considerd cuando en el
frotis del contenido vaginal se detectaron espermatozoides.
Durante la gestacion se estudiaron indicadores morfoldgicos
y bioguimicos que aportan informacién sobre el estado meta-
bolico y redox de las ratas gestadas. El dia 20 se practico la
cesarea mediante una laparotomia xifopubiana; se analizaron
los ovarios y el contenido uterino para estudiar el rendimiento
reproductivo materno, asf como la morfologia y estado redox
de las placentas y fetos de 20 d de gestacion.

Evaluacion del efecto de un suplemento de Zn sobre
el estado metabélico y bioquimico, el rendimiento
reproductivo y, el desarrollo fetal y placentario de
ratas diabéticas

En este experimento se utilizaron 40 ratas hembras distri-
buidas en 4 grupos de 10 animales cada uno. Se administro
la dosis de sulfato de zinc 50 mg/kg-pc durante 20 d de ges-
tacion a un grupo de ratas diabéticas y a un grupo de ratas
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controles. Se incluyd un grupo de ratas gestadas diabéticas
y un grupo de controles sin suplementacion (vehiculo). Du-
rante la gestacion se estudiaron indicadores morfolégicos y
bioquimicos que aportaron informacion sobre el estado me-
tabolico y redox de las ratas gestadas. El dia 20 se practico la
eutanasia y se analizaron variables metabdlicas, bioquimicas
y reproductivas maternas, asi como variables bioquimicas y
morfoldgicas externas e internas en los fetos y placentas.

Cada camada se dividio en 3 partes y se selecciono
1/3 del total de fetos para realizar estudios bioquimicos, es-
queléticos vy viscerales. En los fetos destinados a estudios
bioquimicos se realizaron determinaciones de estrés oxida-
tivo (EO) y cuantificacion de micronutrientes mediante la téc-
nica espectrometria de absorcién atomica en higado y pla-
centas. Los fetos reservados para la deteccion de anomalias
viscerales se procesaron en solucion fijadora de Bodian y en
los destinados para la deteccion de anomalias esqueléticas
se realizo la transparentacion de la piel y el tejido muscular
y posterior tincion de los tejidos 6seos con rojo de alizarina.
Para el estudio histoldgico se seleccionaron al azar 5 placen-
tas de diferentes ratas gestadas de cada grupo.

RESULTADOS

Seleccion de un modelo de diabetes mellitus con
hiperglucemias moderadas para evaluar el impacto
de la enfermedad sobre la rata gestada y su
descendencia

De los 4 grupos tratados con STZ, los inyectados al segun-
do dia, asi como todos los controles, presentaron 100 % de su-
pervivencia. Los grupos inyectados al quinto dia presentaron
un indice de mortalidad de 95 % por lo que fueron excluidos.

El grupo STZ-sc presenté un elevado consumo de agua
y de alimento, menor ganancia en el peso corporal y, valores
superiores de glucosa mas estables en el tiempo con respec-
to a los presentados en el grupo STZ-ip. En la evaluacion del
control metabdlico se evidencidé que el grupo STZ-sc mos-
tré significativamente peor control glucémico teniendo en
cuenta los indicadores determinados [prueba de tolerancia
a la glucosa oral (PTGO), HbA1c, insulina e indice HOMA-cell
B]. En relacion a los indicadores de quimica sanguinea y EQ
se observd que, en los grupos tratados con STZ no existie-
ron diferencias significativas en los parametros séricos del
lipidograma. Sin embargo, los niveles circulantes de urea,
creatinina y acido urico fueron significativamente mayores
en STZ-sc. Las concentraciones de PAOP mostraron diferen-
cias significativas en ambos grupos tratados respecto a sus
controles, mientras que las concentraciones de MDA no se
modificaron significativamente.
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La observacion macroscopica detallada de los érganos
internos no detectd anomalias en los mismos. El analisis
histopatoldgico del pancreas mostré una disminucion signi-
ficativa del numero de islotes en los grupos tratados en rela-
cion a los controles, particularmente en el grupo STZ-sc. Las
principales lesiones observadas en los Islotes de Langerhans
fueron edema, vacuolizacion, congestion, atrofia y distorsion.
Entre los grupos estudiados no existieron diferencias signifi-
cativas en cuanto a la presencia de linfocitos, fibroblastos y
fibrosis; en ningun caso se constatd necrosis.

El andlisis integrador de los resultados permitié selec-
cionar la inyecciéon subcutdnea de STZ (100 mg/Kg-pc) a
los 2 d de nacidos como el esquema de induccion del mo-
delo experimental que representd con mayor eficiencia las
particularidades metabdlicas de la DM2 en humanos. En el
experimento disefiado para evaluar el efecto de la diabetes
pregestacional sobre la rata gestada y su descendencia, la
totalidad de las ratas tratadas con STZ se confirmaron como
diabéticas segun la PTGO y se incluyeron en el estudio. En la
adultez, solamente 12 ratas diabéticas y 9 controles presen-
taron un frotis vaginal positivo. En el GD el indice de fertilidad
fue de 80,0 % y en el GC de 90,0 %.

Durante la gestacion se observé incremento en el peso cor-
poral en ambos grupos sin diferencias significativas. La PTGO
y los niveles de glucosa en sangre de ratas diabéticas en los
dias 0y 7 de gestacion fueron significativamente mayores que
en ratas no diabéticas. En relacion a los indicadores de quimi-
ca sanguinea y de control glucémico determinados a los 20 d
de gestacion se observéd que las concentraciones séricas de
colesterol total, triglicéridos, VLDL, ASAT y HbA1c presentaron
un aumento significativo en el GD en relacion al GC. Las con-
centraciones séricas de creatinina, ALAT, glucemia, insulina,
HOMA-IR y HOMA-cell 8 no presentaron modificaciones.

En las muestras analizadas de higado materno del GD
no se observaron alteraciones en los indicadores de EO estu-
diados (GSH, MDA y PAOP) en relacion al GC. Los productos
de fragmentacion de desoxirribosa cuantificados en el ADN
del higado de las ratas del GD fueron significativamente ma-
yores que en el higado de ratas del GC. En las muestras de
suero del GD se incrementaron significativamente los nive-
les de nitratos y nitritos.

Enrelacion al rendimiento reproductivo materno en el mo-
delo experimental establecido se observo que las ratas del GD
presentaron disminucion significativa de la ganancia de peso
durante la gestacion a expensas del peso del Utero. En el GD
el total de sitios de implantacion, tamafio de la camada, fetos
vivos a término, porcentaje de reabsorciones, eficiencia de
implantacion y pérdidas preimplantacion presentaron valores
disminuidos en comparacion con el GC. El total de cuerpos
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lUteos, reabsorciones, fetos muertos y malformados, pérdi-
das postimplantacion e indice de viabilidad no mostraron di-
ferencias entre los grupos experimentales.

La observacion y descripcion de los anexos embriofeta-
les realizada en los fetos descendientes de ambos grupos
(GD =111y GC = 118) permiti6 detectar varias anomalias mor-
foldgicas externas que, a pesar de no mostrar significacion es-
tadistica, la interpretacion bioldgica de los resultados corrobo-
ro el efecto negativo de la diabetes pregestacional sobre dichas
estructuras. En el GD se encontraron con mayor frecuencia for-
maciones solidas, duras y de color grisaceo en el amnios, liqui-
do amnidtico insuficiente de color rojizo y denso, ausencia de
flujo sanguineo en el corddn umbilical, fetos con edema, auto-
lisis de marcada a extrema y placentas con manchas blancas.
No se encontraron otras alteraciones en el cordon umbilical.

Todos los fetos, excepto los que mostraron las anomalias
externas descritas, presentaron simetria axial armonica. Sola-
mente en un feto descendiente de rata diabética se detectaron
multiples malformaciones: gastrosquisis, acrania y macroglosia.
El feto se observo sin craneo, con la masa encefalica expuesta
totalmente; presentd defecto extenso en la pared abdominal ven-
tral con exposicion del higado e intestino, a predominio del lado
izquierdo; y lengua alargada y prominente (figura 1).

Feto vivo
(normal)

Los fetos descendientes del GD mostraron una reduccion
significativa en los indicadores de peso y talla, asi como en la
eficiencia placentaria, respecto a los fetos descendientes del
GC. La descendencia del GC mostré 91,50 % de fetos clasifica-
dos con peso AEG. Los fetos restantes se distribuyeron equi-
tativamente en PEG y GEG. Por su parte el GD present6 un au-
mento significativo en los fetos PEG, y disminucion de los AEG.

Los niveles de glucosa en sangre fetal no mostraron dife-
rencias entre los grupos. En las muestras analizadas de higado
fetal y tejido placentario del GD se observé un consumo signi-
ficativo de GSH respecto al GC. Los valores de MDAy PAOP no
difirieron en ambos grupos en los 2 tejidos estudiados.

En el estudio microscopico descriptivo de las placentas
se observd una completa definiciéon estructural de las 3 zo-
nas definidas histolégicamente como: zona de decidua, zona
de unién, y zona del laberinto. En el GC se distinguieron ca-
racteristicas histoldgicas tipicas en todos los tipos celulares
apreciables en la placenta; sin embargo, todas las placentas
del GD mostraron algun grado de alteracion morfoldgica en
las células que componen las zonas de unién y del laberinto.
Llama la atencion en el GD que en la zona de union se obser-
varon células gigantes del trofoblasto dispuestas en mas de
una capa de células de espesor con los citoplasmas mas alar-

Feto malformado
A: acrania

M: macroglosia
G: gastrosquisis

Fig. 1. Feto malformado descendiente de ratas con diabetes pregestacional. Vista lateral izquierda de feto con gastrosquisis (G), acrania (A) y
macroglosia (M), descendiente de rata diabética. Fotos tomadas con cdmara digital Cannon PowerShot G11.
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gados y angostos, nucleos alargados y abundantes vacuolas.
Se apreciaron ademas quistes de células de glucdgeno. En la
zona del laberinto se observo desorganizacion de la estructu-
ra con engrosamiento de las células trofoblasticas que sepa-
ran los vasos fetales de los espacios amplios que contienen
sangre materna. Se apreciaron ademas quistes ectopicos de
células de glucogeno.

Evaluacién del efecto de un suplemento de Zn sobre
el estado metabdlico y bioquimico, el rendimiento
reproductivo y, el desarrollo fetal y placentario de
ratas diabéticas

En el estudio de suplementacion con Zn, la ganancia de
peso materna, cony sin cuernos uterinos, presento valores in-
feriores en el grupo diabético respecto a los controles. Como
resultado del tratamiento, en el grupo diabético suplementado
estas variables mostraron niveles cercanos a los controles.
En ambos grupos diabéticos la glucemia en ayunas presento
valores significativamente superiores a los controles duran-
te los primeros 14 d de gestacién. Aunque la glucemia no se
modificd significativamente como resultado del tratamiento
en el grupo diabético suplementado respecto al diabético, el
andlisis de los resultados evidencié una tendencia a la dismi-
nucion en esta variable en los primeros 14 d.

Todas las ratas diabéticas (tratadas o no) presentaron
tolerancia alterada a la glucosa respecto a sus controles. La

Tabla 1. Variables de quimica sanguinea en los grupos estudiados
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suplementacion con Zn en el grupo diabético disminuyo signi-
ficativamente la glucemia postcarga de glucosa a los 30 min;
60 min y 120 min de la PTGO respecto al grupo diabético no
suplementado. Como resultado de la PTI, las ratas diabéticas
presentaron sensibilidad alterada a la insulina que mejord con
la suplementacion.

En relacion a las variables de quimica sanguinea anali-
zadas el indice HOMA-cella B presentd valores menores en
el grupo diabético respecto a su control. Adicionalmente,
se evidenciaron mayores niveles de HbA1c, acido Urico, co-
lesterol y triglicéridos en el grupo diabético respecto a los
controles. En el grupo diabético suplementado la concen-
tracion de HbATc fue significativamente menor que en el
no suplementado, pero mantuvo las diferencias respecto a
ambos grupos controles. El resto de las variables alteradas
por la diabetes se recuperaron como resultado de la suple-
mentacién (tabla 1).

Respecto a las variables de EO las ratas diabéticas pre-
sentaron mayores concentraciones plasmaticas de NO,/NO,,
asi como mayores concentraciones hepaticas de MDA y me-
nores de GSH en relacion a las del grupo control; sin cambios
en los niveles de PAOP. En el grupo diabético suplementado
se recuperaron los marcadores de EQO alterados como conse-
cuencia de la diabetes.

En tejido hepatico materno la concentracion de Zn referida al
peso del érgano presentd valores inferiores en las ratas del grupo

Variable C C-Zn D D-Zn

Quimica sanguinea

Insulina (uU/ml) 9,97 +0,67 8,72+0,72 9,10 £1,16
Homa IR 1,76 £0,15 1,73+0,18 1,69+0,23
Homa Cel B 560,89 + 102,64 251,56 + 75,2* 310,25 + 38,04
HbAlc (%) 3,59+0,10 3,63+0,11 4,51 +0,14*t 4,16 £ 0,15***#
Urea (mM) 5,37 +£0,22 5,08 + 0,49 5,76 + 0,33 5,72 +0,43
Creatinina (uUM) 28,00+ 2,16 28,14 + 3,36 32,00+2,49 28,20+ 2,15
Acido Urico (uM) 234,47 + 25,93 240,76 + 22,94 336,79 + 37,85*** 263,64 + 15,07
Colesterol (mM) 1,82+0,13 1,81+0,20 2,82 +0,33%** 2,11+0,24
Triglicéridos (mM) 2,45+ 0,30 2,34+0,20 3,48 £ 0,29%** 2,95+0,29
VLDL (mM) 1,36+0,20 1,51+0,28 1,71+0,17 1,50+0,23

Leyenda: Se presenta media + error estandar de la media (M + EEM). Prueba U Mann Whitney. *p < 0,05 diferencias significativas respecto al grupo C. **p < 0,05

diferencias significativas respecto al grupo C-Zn. # p < 0,05 diferencias significativas respecto al grupo D. Las determinaciones de Insulina, HOMA-IR, HOMA-Cel

B no se realizaron en el grupo C-Zn por limitacién de reactivos.
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diabético respecto a los controles. En el grupo diabético suple-
mentado, la concentracién tisular de Zn resulté similar a los gru-
pos controles. Con la dosis de Zn administrada (50 mg/kg-pc) no
se evidencio exceso del micronutriente en los tejidos estudiados
al comparar con los grupos no suplementados.

El 90 % de las gestantes del grupo diabético presentaron
alteraciones en el producto de la concepcion, evidenciadas
por un nimero elevado de reabsorciones y fetos malforma-
dos, con diferencias significativas respecto a los demas gru-
pos: 40 % en el D-Zn,20 % enel Cy 20 % en el C-Zn. En el gru-
po diabético se detectaron otras disfunciones reproductivas
dadas por mayor incidencia de pérdidas embrionarias poste-
riores a la implantacion, que disminuyeron con la suplemen-
tacién a niveles comparables a los grupos controles (tabla 2).

El peso promedio de los fetos del grupo diabético alos 20 d
de gestacion presento valores inferiores respecto a los descen-
dientes de los grupos controles. En grupo diabético suplemen-
tado, el peso fetal mostré niveles similares a ambos grupos
controles. Referente a la clasificacion de los fetos acorde a su
peso, en los grupos controles se comprobd predominio de fe-
tos con peso adecuado para la edad gestacional y en el diabé-
tico se detectd mayor frecuencia de fetos pequefios y grandes
para la edad gestacional. En la descendencia del grupo diabé-

tico suplementado se evidencié aumento de la frecuencia de
fetos con peso adecuado para la edad gestacional, a la vez que
disminuy? la frecuencia de fetos con pesos extremos a valores
similares a los grupos controles, aunque sin diferencias signifi-
cativas respecto al grupo diabético (tabla 3).

El analisis morfométrico externo de la descendencia
del grupo diabético demostro restriccion del crecimiento
intrauterino (RCIU) dado por valores inferiores en las va-
riables determinadas. La inmadurez del sistema 6seo se
manifestd por menor grado de osificacion en huesos del
craneo, esternon, columna vertebral y miembros anteriores
y posteriores respecto a los grupos controles. Los fetos del
grupo diabético suplementado mostraron niveles similares
en las variables de crecimiento somatico respecto a los
grupos controles y se evidencié mejor patrén de osifica-
cién en las mencionadas regiones del esqueleto al compa-
rar con los fetos del grupo diabético.

Los descendientes de las ratas diabéticas mostraron re-
traso con respecto a la forma o patron en que debe ocurrir la
osificacion en la mayoria de las regiones analizadas. Solo la re-
gion de los metatarsianos se exceptud de este comportamiento
anomalo. Los fetos del grupo diabético suplementado mostra-
ron un aumento del total de sitios de osificacion, con patrones

Tabla 2. Variables reproductivas maternas en ratas diabéticas y controles

Variable C

Cuerpos luteos (M+EEM) 133 (13,30+0,63)

C-Zn
135 (13,50 + 0,54)

D D-Zn
134 (13,40 0,56) 131 (13,10+0,82)

Implantaciones (M+tEEM) 108 (10,80 +0,65) 111(11,10+0,64) 108(10,80+0,71) 104 (10,40 % 0,54)
Reabsorciones (%) 3(2,65) 4(3,61) 20 (20,91) *** 9(8,95)
Total de fetos 105 107 88 95

Fetos vivos (%) 102 (96,87) 103 (96,48) 84 (95,06) 90 (94,64)
Fetos Muertos (%) 3(3,13) 4(3,52) 4(4,94) 5 (5,36)
Fetos malformados / Total 0/105 0/107 13/88 (14) *** 1/95 (1,10) #
de fetos (%)

Eficiencia de implantacion 81,35 82,36 80,05 80,22

(%)

Pérdidas pre-implantacion 18,65 17,64 19,95 19,78

(%)

Pérdidas post- 5,78 6,85 24,96* 13,77

implantacion (%)

Leyenda: Se presenta total (n), media * error estandar de la media (M*EEM) o porcentaje (%). Prueba U Mann Whitney. *p < 0,05 diferencias significativas res-

pecto al grupo C. **p < 0,05 diferencias significativas respecto al grupo C-Zn. # p < 0,05 diferencias significativas respecto al grupo D.
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Tabla 3. Peso fetal y clasificacidn de los fetos acorde a su peso en la descendencia de ratas diabéticas y controles

Variable (9 C-Zn

Total de Fetos 105 107

Peso (M+EEM) @ 3,70 £ 0,05 3,69 = 0,05
PEG (%) * 5(4,8) 6 (5,6)
PAG (%) ® 97 (92,3) 97 (90,7)
GAG (%) ° 3(2,9) 4(3,7)

D D-Zn
88 95

3,56 + 0,07*** 3,59 + 0,05
14 (15,9) *** 10 (10,5)
65 (73,9) *** 80 (84,2)
9(10,2) * 5(5,3)

Leyenda: PEG, pequefo para la edad gestacional; AEG, adecuado para la edad gestacional; GEG, grande para la edad gestacional. Se presenta total
(n); media t error estandar de la media (M + EEM) o porcentaje (%). @ Prueba U Mann Whitney. ® Prueba exacta de Fisher. * p < 0,05 diferencias signi-

ficativas respecto al grupo C. ** p < 0,05 diferencias significativas respecto al grupo C-Zn. # p < 0,05 diferencias significativas respecto al grupo D.

de osificacion concordantes con lo esperado en ese momento
del desarrollo. En particular las regiones del esternén y falanges
anteriores y posteriores mostraron osificacion adecuada y dife-
rente a los animales del grupo con diabetes sin el suplemento
de Zn. La frecuencia de malformaciones en los fetos del grupo
diabético resultd superior a la de la descendencia de los grupos
controles y el grupo diabético suplementado (ver tabla 2).

Las anomalias en los fetos de gestantes diabéticas se
presentaron tanto de forma aislada (76,92 %) como multi-
ple (23,07 %) y se encontraron en las regiones: craneo-facial,
toracica, abdominal y lumbar, siendo la region craneo-facial
la mas afectada donde se presentaron anomalias externas,
esqueléticas y viscerales. Las malformaciones encontradas
involucraron los sistemas esqueléticos, digestivo, urogenital,
tegumentario y nervioso central. Particularmente predomi-
naron las anomalias siguientes: dilatacion de los ventriculos
cerebrales laterales, fontanelas anchas, amplia distancia en-
tre parietales y craneo en forma de domo. Los resultados del
andlisis de correlacion evidenciaron relacion entre la presen-
cia de malformaciones y los niveles de glucosa en los dias
0; 7'y 14 de gestacion, asi como las concentraciones mater-
nas de NO3/NO2, GSH, MDA y Zn (Coeficiente de correlacién
punto biserial. Correlacién significativa p < 0,05).

Los indicadores de EO en tejido hepatico fetal mostraron
menores concentraciones de GSH y mayores de MDA en la
descendencia de ratas diabéticas respecto a la de ambos gru-
pos controles. En el grupo diabético suplementado los niveles
de estos indicadores fueron similares a los grupos controles.
Los niveles de CAT, SOD y PAOP no se modificaron entre los
grupos. El valor mas bajo del promedio de la concentracion de
Zn correspondio al grupo diabético, pero sin diferencias signi-
ficativas entre los grupos.

El analisis morfolégico macroscopico de la placenta mos-
tré menor eficiencia placentaria en el grupo diabético, mientras

gue en el grupo diabético suplementado esta variable presenté
niveles similares a ambos grupos controles. El analisis micros-
copico cualitativo de las placentas reveld que en las ratas dia-
béticas suplementadas disminuyeron las modificaciones his-
toldgicas caracteristicas de la diabetes a nivel de las zonas del
espongiotrofoblasto y del laberinto. Los marcadores de EO en
tejido placentario del grupo diabético presentaron menor con-
centracion de GSH, asi como menor actividad de las enzimas
antioxidantes CAT y SOD respecto a los controles. Los niveles
de Zn en tejido placentario referidas al peso de la placenta fue-
ron inferiores en el grupo diabético respecto al control. Como
resultado de la suplementacion los niveles del micronutriente
se normalizaron en el grupo diabético.

DISCUSION

Seleccion de un modelo de diabetes mellitus con
hiperglucemias moderadas para evaluar el impacto
de la enfermedad sobre la rata gestada y su
descendencia

En el presente estudio se ensayaron en ratas Wistar 2 d
y 2 vias de inyeccion de una Unica dosis de STZ, para obtener
un modelo experimental con caracteristicas similares a la
DM2 y un porcentaje de mortalidad adecuado que permita la
reproducibilidad del mismo. La capacidad de regeneracion de las
células B del pancreas en la cepa Wistar disminuye rapidamente
durante la primera semana postnatal y luego es insignificante en
los roedores adultos, de ahi que el momento de administracion
del agente diabetogénico defina el tipo de diabetes experimental
que se desea obtener. ?® En este experimento es posible que las
ratas neonatas inyectadas el dia 5, con menor capacidad rege-
nerativa de las células 3, no hayan tolerado los cambios metabo-
licos que se producen inmediatamente a la administracion del
farmaco, mas aun en una dosis de 100 mg/Kg-pc.
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Los animales tratados al segundo dia de nacidos sobre-
vivieron la etapa de induccion de la diabetes y presentaron
en el transcurso del tiempo algunos de los signos clinicos
clasicos de la enfermedad. @ Segun el andlisis de los resul-
tados, el esquema seleccionado fue mas eficiente en lograr
un estado diabético en el animal lo mas semejante posible a
la enfermedad en humanos. Las alteraciones histopatoldgi-
cas en el pancreas endocrino, el pobre control glucémico, los
signos clinicos clasicos de la enfermedad, las modificaciones
en la funcion renal y en el EO evidencian que el modelo expe-
rimental logrado puede ser efectivo en la exploracion de los
mecanismos implicados en la aparicién de la enfermedad y
sus complicaciones, ademas de facilitar estudios terapéuti-
cos gue pueden minimizar o prevenir la diabetes.

Las consecuencias de la DM pregestacional con hiperglu-
cemias moderadas han sido estudiadas por varios equipos de
investigacion con resultados clinicos similares al embarazo
diabético humano. 29 Las ratas gestadas con diabetes pre-
gestacional presentaron pobre control glucémico basado en
las cifras establecidas por la ADA para la glucemia en ayunas,
PTGO y HbATc. O Ademads, los valores de la PTI, insulina, in-
dices HOMA y perfil lipidico reproducen el estado clinico de la
gestacion diabética humana.

Teniendo en cuenta los trastornos metabolicos encontra-
dos en las ratas gestadas, y basados en la teoria de Freinkel,
se corresponden las alteraciones detectadas en el rendimien-
to reproductivo materno. Esta teoria apoya una compleja in-
teraccion en el ambiente intrauterino de modo que glucosa,
aminoacidos vy lipidos juegan, todos, un papel importante en
la organogénesis y la fisiopatologia del desarrollo fetal. 43D
Por otra parte, el estado redox detectado es suficiente para
causar alteraciones en el rendimiento reproductivo pues se
conoce que el incremento del estrés oxidativo y nitrosativo
modifica negativamente multiples vias de sefalizacion cau-
sando dafo celular masivo, eventos apoptéticos y, por tanto,
defectos en el desarrollo embrionario. @9

En este experimento se detectaron fetos descendientes
de madres diabéticas con alteraciones en el liguido amnio-
tico, amnios y cordon umbilical consecuentes con oligrohi-
dramnios descrito en la diabetes materna humana. Este se
asocia a la ruptura prematura de membranas, RCIU, defectos
al nacimiento y muerte fetal. ®? El estudio de los anexos em-
briofetales constituye una novedad de la investigacion pues
no existen antecedentes al respecto. El feto detectado con
multiples malformaciones, 2 mayores y una menor, fue des-
cendiente de una rata con severo descontrol metabdlico en el
periodo de embriogénesis, lo que corrobora la importancia del
control glucémico. La RCIU encontrada en la descendencia
se relaciona con el metabolismo lipidico materno, EO, hipoxia

fetal y alteraciones estructurales de la placenta que conllevan
a disminucion de la eficiencia placentaria.

Evaluacion del efecto de un suplemento de Zn sobre
el estado metabdlico y bioquimico, el rendimiento
reproductivo y, el desarrollo fetal y placentario de
ratas diabéticas

El control glucémico es el principal blanco en cualquier
estrategia terapéutica para asegurar el cuidado de la mujer
gestante con diabetes y sus hijos. El tratamiento incluye,
ademas, cambios en el estilo de vida, en particular lo relacio-
nado con una dieta que garantice el aporte balanceado de
micronutrientes. 3%

La favorable regulacion glucémica fue el principal resulta-
do asociado al beneficio del suplemento en el presente estu-
dio. La tendencia a la disminucién de la glucemia en ayunas
en los estadios inicial e intermedio de la gestacion, menores
niveles de HbA1c y lipidos plasmaticos, mejor tolerancia a la
glucosa y recuperacion de la tolerancia a la insulina y del in-
dice HOMA-cell B demuestran los efectos positivos de la su-
plementacion durante la gestacion. La participacion del Zn en
la secrecion de insulina y su accion en diferentes niveles de la
sefalizacion de la hormona, son probablemente algunos de
los mecanismos involucrados en el favorable control glucé-
mico encontrado. (9

Es probable que el aumento en la ganancia de peso ma-
terno a lo largo de la gestacion en las ratas suplementadas
esté en relacion con la homeostasis de la glucosa y los lipi-
dos, con efecto positivo sobre la disminucion de las pérdidas
embrionarias y la recuperacion del crecimiento fetal que mos-
tré la descendencia del grupo con suplemento de Zn. ¢4

Las menores concentraciones de Zn hepatico en las ra-
tas diabéticas no suplementadas podrian incidir en el estado
prooxidante encontrado en este modelo. Este argumento tiene
sus bases en la participacion del ion metalico en diferentes me-
canismos de proteccion antioxidante y podria ser respaldado
por la recuperacion de los niveles de Zn y del estado redox en
las ratas con diabetes suplementadas. © Entre los principales
mecanismos por los que se ha propuesto que el Zn interviene
en la funcion antioxidante se destacan la modulacion de la ex-
presion de metalotioneinas y de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos como SOD y GSH, respectivamente. (9

La administracion del suplemento de Zn a ratas diabé-
ticas favorecio el crecimiento de sus fetos. El incremento
del nimero de sitios y grado de osificaciéon en los huesos
afectados, asi como del peso fetal y los niveles de variables
morfométricas externas, contribuyen al aumento del por-
centaje de fetos con peso adecuado para la edad gestacio-
nal, indicando una favorable maduracion somatica. Accion
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similar del micronutriente ha sido mostrada en estudios en
humanos y en modelos de diabetes severa, sin que existan
reportes en diabetes moderada. @337

La suplementacion también provocd significativa dis-
minucion de las anomalias congénitas en la descendencia
de las ratas diabéticas. La descripcion de las caracteristi-
cas morfologicas fetales externas e internas en este mode-
lo experimental y el efecto beneficioso del suplemento con
Zn constituyen aportes del presente estudio. ElI grupo que
recibié suplemento del micronutriente disminuyo la frecuen-
cia de reabsorciones y de perdidas postimplantacion. Estos
hallazgos confirman el efecto teratogénico de la diabetes
materna concomitante con la deficiencia de Zn, asi como la
proteccion aportada por el suplemento.

Los menores niveles de Zn en tejidos de placenta e hi-
gado fetal en el grupo diabético no suplementado sugieren
una reduccion en la transferencia placentaria del ion metalico,
asi como alteraciones en el consumo fetal del micronutrien-
te ya deficiente en el organismo materno. Los mecanismos
moleculares para la absorcion del Zn en la placenta son poco
conocidos, pero se ha comprobado el transporte activo de los
iones a través de este drgano hacia la circulacion fetal. 839
En el presente estudio, el aumento de la concentracion de Zn
en tejidos maternos, fetales y placentarios del grupo diabético
que recibi¢ el suplemento pudo haber estimulado la expresion
y funcion de diferentes transportadores del ion metalico. El
hallazgo de una citoarquitectura de la membrana placentaria
cercana a la normal en las ratas con diabetes a las que se les
aporto el Zn, indica un intercambio de sustancias mas favora-
ble y explica el adecuado desarrollo intrauterino mostrado en
este grupo experimental. ©40

Esta investigacion demostro el impacto de la interaccion
entre la exposicion embriofetal al ambiente hiperglucémico
intrauterino prooxidante y deficiente de Zn, subrayando el pa-
pel de la nutricién con el micronutriente como posible modu-
lador de los procesos patogenos durante el desarrollo prena-
tal. Los resultados presentados apuntan hacia la necesidad
de futuras investigaciones para definir los efectos del Zn en
el embarazo y desarrollar estrategias nutricionales que permi-
tan reducir el impacto de la deficiencia del micronutriente en
mujeres con diabetes pregestacional.

Conclusiones

El esquema de induccion de DM con hiperglucemias mo-
deradas en ratas Wistar mediante la inyeccion subcutanea de
STZ (100 mg/Kg-pc) a los 2 d de nacidas represento, sin mor-
talidad y con mayor eficiencia, las particularidades metabdlicas
de la DM2 en humanos. La diabetes moderada pregestacional
repercutio negativamente en el rendimiento reproductivo ma-
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terno y el desarrollo fetoplacentario desde el punto de vista
morfoldgico, metabdlico, oxidativo e histolégico.

El suplemento nutricional de Zn resulta beneficioso como
alternativa para minimizar los efectos negativos de la diabe-
tes en la madre y su descendencia. La suplementacion favo-
recio el control metabdlico y el rendimiento reproductivo de
las ratas con hiperglucemia moderada. En la placenta promo-
vio una adecuada organizacion de las diferentes zonas permi-
tiendo un intercambio de nutrientes adecuado. El efecto posi-
tivo del micronutriente en la prevencion de malformaciones
en la descendencia, asi como en otras variables reproductivas
exploradas, mostré una asociacion positiva con el favorable
control glucémico, el equilibrio redox y los niveles de Zn en las
ratas gestantes con diabetes.
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