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RESUMEN. La diabetes por estreptozotocina (STZ) en ratas se produce como consecuencia de la necrosis subtotal de los
islotes pancreaticos y provoca hiperglicemia, hipoinsulinemia, disminucién de la ganancia en peso y aumento del peso
de la vejiga, asi como hipercontractilidad al carbacol por sobreexpresion de los ARNm-receptores muscarinicos M, y M,
del detrusor y el urotelio. El extracto de semillas de uva (ESU), rico en flavonoides, ha mostrado efectos antioxidantes
y neuroprotectores en modelos experimentales. Por tanto, este estudio investigé si el tratamiento con ESU atenuaba la
cistopatia inducida por STZ en ratas. Los animales se distribuyeron en tres grupos: un grupo control no diabético y dos
grupos tratados con STZ (50 mg/kg, intraperitoneal). Cuatro semanas después, tanto el grupo control negativo como uno
de los tratados con STZ (control positivo) recibié el vehiculo por via oral (p.o.), mientras el tercer grupo recibié ESU (200
mg/(kg - d), p.o.) durante cuatro semanas. Al concluir este periodo se cuantificé el peso corporal y las concentraciones
séricas de glucosa y creatinina. La actividad funcional de la vejiga se investigé usando carbacol (10 - 10 -® mol/L) y KC1
(100 mmol/L) para inducir las contracciones en cada preparacién aislada. Las ratas diabéticas por STZ mostraron dismi-
nucién de la ganancia en peso corporal y aumento de las concentraciones de glucosa y creatinina, asi como del peso de
las vejigas con relacion al grupo control negativo. Las contracciones maximas (E_, ) inducidas por el carbacol en vejigas
aisladas fueron significativamente mayores (hiperreactividad) en las ratas diabéticas que en los controles negativos. El
tratamiento con ESU [200 mg/(kg - d)] no modificé la reducciéon del aumento de peso corporal ni la hiperglicemia en ratas
con diabetes inducida por STZ. Ademas, el ESU no afect6 la hiperreactividad al carbacol (E _, ) ni la respuesta contractil
del KCI1 100 mmol/L de las preparaciones aisladas de vejiga de rata, pero impidié completamente el aumento de las con-
centraciones séricas de creatinina inducido por STZ.

ABSTRACT. Streptozotocin (STZ)-induced diabetes in rats results from a subtotal necrosis of the pancreatic islets, produc-
ing hyperglycemia, hypoinsulinemia, reduction of bodyweight gain and increase of bladder weight, accompanied by the
hypercontractility to carbachol due to the over-expression of the M, and M, mRNAs-muscarinic receptors of the detrusor
muscle and urothelium. Grape seed extract (GSE), rich in flavonoids, exerts antioxidant and neuroprotective effects on
experimental models. Hence, this study researched whether the treatment with GSE ameliorates the STZ-induced cystopa-
thy in rats. Animals were distributed into three groups: a non-diabetic negative control group and two others treated with
STZ (50 mg/kg, intraperitoneal). Four weeks later, both the negative control and one of the STZ-treated groups (positive
control) received orally (p.o.) the vehicle, while the third one received GSE [200 mg/(kg - d), p.o.] during four weeks. At
the end of this period body weight, serum levels of glucose and creatinine were determined. Bladder functional activity
was researched using carbachol (10 7 a 10 ® mol/L) and KCI (100 mmol/L) for inducing the contractions on the isolated
preparations. STZ-diabetic rats showed reduced bodyweight gain, increased serum glucose and creatinine values, as well
as increased bladder weight compared with the negative control group. Maximal contractions induced by carbachol (E__ )
in bladders were significantly higher (hyperreactivity) in diabetic rats than in the negative controls. Treatment with GSE
[200 mg/(kg - d)] did not modify the reduction of bodyweight gain and the hyperglycemia of rats with STZ-induced diabetes.
Likewise, GSE unaffected neither the hyperreactivity to carbachol nor the contractile response to KC1 100 mmol/L of rat
bladder isolated preparations, but totally avoided the increase of serum creatinine levels induced by STZ.

INTRODUCCION cuencia de la neuropatia diabética, una de las principales
Ha sido descrito que entre un 26 y un 78 % de los pa-  complicaciones de la enfermedad.!?
cientes con diabetes mellitus (DM) presentan disfuncién La diabetes inducida por estreptozotocina (STZ) en

del tracto urinario bajo y que la cistopatia diabética es ratas es un modelo experimental de diabetes tipo I que
una complicaciéon comun de la DM que ocurre a conse-  se produce como consecuencia de la necrosis subtotal
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de los islotes pancreaticos. Una produccién de insulina
residual hace posible que las ratas tratadas con STZ
sobrevivan por un periodo relativamente extenso de
tiempo, sin requerir suministro exégeno de insulina,
pero desarrollando hiperglicemia, hipoinsulinemia y
disminucién de la ganancia en peso. Ademas, también
ha sido reportado un aumento del peso de la vejiga y
del volumen de orina residual en ratas tratadas con
STZ, asi como hipercontractilidad al carbacol asociada
a la sobreexpresion de ARNm-receptores muscarinicos
M, y M, en la vejiga*® sin modificar la afinidad de los
receptores al carbacol (ED,) ni la respuesta contractil
al KCl en preparaciones aisladas.’

Hasta el presente, la inica droga reportada capaz de
contrarrestar la cistopatia diabética inducida por STZ
en ratas es el n-hexacosanol (alcohol ciclohexendnico)
[3-(15-hidroxipentadecil)-2,4,4-trimetil-2-ciclohexénico 1], el
cual sin modificar el estado diabético de las ratas tratadas
con STZ, mejora la disfuncién del detrusor de la vejiga
de estos animales en forma dependiente de la dosis y
revierte la sobreexpresion de mRNAs-receptores mus-
carinicos M, y M, localizados en el detrusor y el urotelio.’

Ha sido demostrado que los flavonoides, amplia-
mente distribuidos en las plantas, producen efectos
beneficiosos relacionados con sus propiedades antioxi-
dantes y antiinflamatorias.!*!” El extracto de semillas
de uvas (ESU) es rico en flavonoides (95 %),!! y conse-
cuentemente este extracto ha mostrado poseer efectos
antioxidantes en modelos in vitro e in vivo. %" E1 ESU
(100 mg/kg, por 30 d) ha mostrado también efectos neu-
roprotectores y antioxidantes in vivo en ratas adultas.'*'7
En trabajos anteriores también ha sido reportado que
el ESU (25 a 250 mg/kg) presenta efectos antioxidantes
sobre indicadores de peroxidacion lipidica en ratas®y
nefroproteccién en un modelo de isquemia-reperfusion
de la arteria renal en ratas.!’

Teniendo en cuenta que en los trabajos anteriormente
citados se ha reportado que el ESU (25 a 250 mg/kg) pre-
senta efecto neuroprotector y antioxidante en diversos
modelos experimentales, el objetivo de este estudio ha
sido observar si la induccién de diabetes por STZ es
capaz de provocar una cistopatia diabética evaluada
como una hiperrespuesta al carbacol en ratas y si el
tratamiento con ESU es capaz de revertir este efecto.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon ratas Sprague Dawley machos, entre
220 y 250 g de peso y ocho semanas de edad, proceden-
tes del Centro Nacional de Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB), las que fueron previamente
adaptadas durante siete dias a las condiciones de labora-
torio, a temperatura y humedad controladas [(25 + 2) °C,
humedad 65 a 70 %, ciclos de luz-oscuridad de 12 h].

Sustancias

El1ESU (Blackmores LTD, Australia) fue fundido en bano
de arena a 60 °C y suspendido en goma acacia (10 mg/mL).
Lahomogeneidad de la mezcla fue chequeada mediante
inspeccién visual.

La STZ (Fluka Biochemika, China) se disolvi6é en
disolucién reguladora de citrato-fosfato 0,1 mol/L

Ejecucion experimental

Se procedié segin describe Saito.” Ratas Sprague
Dawley machos de ocho semanas de nacidas fueron
distribuidas aleatoriamente en tres grupos: un control

no diabético y dos tratados con STZ (50 mg/kg, i.p.). La
induccién de la diabetes fue corroborada midiendo la
glucosa en orina dos dias después del tratamiento con
STZ. Cuatro semanas después, tanto el grupo control
negativo como uno de los tratados con STZ (control po-
sitivo) recibié6 el vehiculo por via oral (p.o.), mientras el
tercer grupo recibié ESU [200 mg/(kg - d), p.o.] durante
cuatro semanas, ya que esta dosis ha resultado 100 %
efectiva en diversos modelos experimentales.!®1?

El peso corporal fue registrado al inicio del experimen-
to, a las cuatro semanas de haber inyectado la STZ y al
concluir las cuatro semanas de tratamiento. Al concluir
esta etapa, las ratas se sacrificaron por sobredosis de tio-
pental (60 mg/kg). Se realiz6 la apertura de su abdomen y
se les extrajo sangre de la vena cava para la determinacion
de glucosa y creatinina. Inmediatamente se extrajo la
vejiga, la cual se pesé y se introdujo en disolucién Krebs
para los estudios de contractilidad del 6rgano aislado.

Contractilidad de la vejiga. Las vejigas fueron di-
secadas para liberar todo el tejido exterior, se pesaron
y se cortaron en espiral. Se ataron por sus extremos y
se suspendieron en un bano de érganos que contenia
disolucién de Krebs burbujeada con una mezcla de gases
95% 0,y 5% CO,)a37°C.

Tras un periodo de incubacién de 30 min, las con-
tracciones fueron inducidas por la adicién de concen-
traciones acumulativas crecientes de carbacol (BDH
Chemicals Ltd, Inglaterra) (10 76 10 - mol/L) al bario de
organos. Las preparaciones fueron lavadas hasta obtener el
tono basal de la preparacion y se anadié KCI (100 mmol/L).
Las contracciones fueron registradas mediante un
transductor fuerza-desplazamiento (modelo: TB-612T)
conectado a un poligrafo Nihon-Kohden (Japén). Se
construyeron las curvas concentraciéon — respuesta, in-
cluyendo respuestas maximas, y la respuesta contractil
se expresd en gramos de tensién.

Determinacion de glucosa y creatinina. La sangre
extraida se centrifugd a 2 500 r/min durante 10 min
para la obtencién del suero. Las determinaciones se
realizaron mediante juegos de reactivos de diagndstico
(Centis, Ciudad de La Habana, Cuba) y las mediciones
se realizaron en un espectrofotémetro, Ultrascopic 2000
(Pharmacia, Biotech) a 510 nm .

Analisis estadistico. Para cada preparacién aislada
se obtuvo la concentracion efectiva 50 (CE,)) y la con-
traccién méaxima alcanzada (efecto maximo, E_, ) las
cuales fueron tomadas como variables de comparacién
entre los grupos. Las comparaciones entre los grupos se
realizaron utilizando la prueba no paramétrica de la U
de Mann Whitney. La relacién concentracién-efecto se
exploré mediante un andlisis de regresion. Se utilizé el
paquete de programas Statistics para Window (Release
4.2; StatSoft Inc, USA). Las CE,, fueron calculadas grafi-
camente utilizando el programa Microcal Origin Versién
5.00, Microcal Software, Inc., 1991-1997.

RESULTADOS
Caracteristicas de los animales de experimentacion

El tratamiento con STZ (50 mg/kg, i.p.) provocd una
disminucién en la ganancia en peso corporal a los 30 y
60 d de su administracién con relacién al grupo control
negativo, asi como un aumento del peso de la vejigay de las
concentraciones séricas de glucosa y creatinina (Tabla 1). El
tratamiento con ESU (200 mg/kg) no modificé la reduc-
cién de la ganancia en peso, ni el aumento del peso de la
vejiga ni la hiperglicemia provocada por la STZ, pero si
evité completamente el aumento de las concentraciones
séricas de creatinina producido por la STZ.
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Respuesta contractil al carbacol

El estado diabético de los animales inducido con STZ
indujo una hiperrreactividad al carbacol de las vejigas
aisladas que no se modificé por el tratamiento con ESU
(200 mg/kg). Ninguno de los tratamientos (incluyendo la
STZ) modifico la sensibilidad de las vejigas aisladas al
carbacol cuantificado por las CE, ni las respuestas con-
tratiles de ellas inducida por KCI1 (100 mmol/L).(Tabla 2).

DISCUSION

Los resultados reprodujeron los de Saito y cols.?
al confirmar que la inyeccién i.p. con STZ induce un
estado diabético en las ratas que se caracteriza por la
disminucién de su ganancia en peso, el aumento de las
concentraciones séricas de glucosa y creatinina y del
peso de las vejigas y una hiperreactividad de la vejiga
aislada al carbacol. Saito y cols.? plantean que el dano
neural de las vejigas de las ratas diabéticas por STZ se
asocia a un aumento de ARNm-receptores muscarinicos
M, y M,, ya que la expresion de ellos es mayor en las
ratas diabéticas que en los controles, indicando la posi-
bilidad de que una sobreexpresion de estos receptores
esté relacionada con la hipercontraccién del detrusor
de la vejiga al carbachol en las ratas diabéticas, en las
cuales aumenta el numero de estos receptores sin que
se modifique su afinidad por los agonistas muscarinicos,
ya que no varia la CE, para el carbacol en este modelo.’

La tUnica droga con efectos demostrados en este
modelo, el n-hexacosanol, reduce significativamente la
hiperreactividad al carbacol del detrusor de la vejiga,
disminuyendo la sobreexpresién de ARN m-receptores
M, y M,, sin producir cambios en el estado diabético,
siendo capaz también de evitar el aumento de las con-
centraciones séricas de cretinina inducido por la STZ

Aunque diversos trabajos han demostrado que el ESU
produce efectos antioxidantes y neuroprotectores, los
resultados de este trabajo indican que la dosis adminis-
trada, la cual ha resultado maxima-efectiva en diferentes
modelos de estrés oxidativo, no fue capaz de revertir la
hiperreactividad al carbacol concordando con el hecho
de que hasta donde se conoce solo haya sido reportado
efectivo en este modelo el n-hexacosanol y no existan

hasta el momento reportes de la eficacia de otras drogas
como los antioxidantes, estatinas etc. en este modelo de
dano neural.

La diabetes inducida por STZ provoca multiples
danos en las ratas, simultaneos al dano observado en
vejiga urinaria, entre los que se encuentra el dano renal
(nefropatia diabética) que implica alteraciones histo-
patolégicas a nivel glomerular (tibulo intersticial) que
inducen cambios en la filtracién glomerular, los cuales
se traducen en un aumento de las concentraciones de
creatinina, malondialdehido, factor transformante de
crecimiento beta 1 (TGF-p1) y actividad de proteina qui-
nasa C significativamente mayores que en los animales
controles.??? En este estudio se encontré que la STZ
(50 mg/kg) aumento las concentraciones séricas de crea-
tinina, indicador de dano renal, aumento totalmente con-
trarrestado por el tratamiento con el ESU (200 mg/kg).

Ha sido demostrado que en la nefropatia inducida por
STZ antioxidantes como la vitamina E (d-alfa-tocoferol)
disminuyen las concentraciones de diacilglicerol (DAG) y
previenen la activacién de la proteina quinasa C que esta
asociada a la disfuncion del rinén diabético.? Ha sido de-
mostrado también que el tratamiento con alfa-tocoferol
previene o disminuye la hiperfiltracion glomerular y el
aumento de la albuminuria en las ratas diabéticas por
STZ.2! Por tanto, el mecanismo del dafio de la cistopatia
(esencialmente neural) difiere del de la nefropatia, donde
parecen estar involucrados otros factores patogénicos,
por lo cual la accién antioxidante del ESU, al igual que
ha sido referido para otros antioxidantes, podria explicar
su efecto nefroprotector en este modelo.

CONCLUSIONES

Se ha reproducido un modelo experimental de induc-
cién de diabetes por STZ en ratas provocando aumento
de las concentraciones séricas de glucosa y creatinina,
disminucién de la ganancia en peso y aumento del peso
de la vejiga urinaria, asi como hipercontractilidad de las
vejigas aisladas al carbacol. E1 ESU [200 mg/(kg - d)],
p.o. administrado durante cuatro semanas no modificd
el estado diabético de las ratas ni afect6 la hiperreacti-
vidad al carbacol (E_, ) de las preparaciones aisladas

Tabla 1. Caracteristicas generales de los animales de experimentacién.

Dosis Concentracion
de ESU  Peso inicial Peso 30d Peso 60 d Peso vejiga sérica glucosa Creatinina
Tratamiento  (mg/kg) (® (®) (® (® (mmol/L) (umol/L)
CHl 0 3136+17,8 418,6 £ 15,1 491,3+18,8 0,13+0,01 8,47+ 0,64 57,8 +2,1
C(+)(STZ) 0 317,77+ 17,6 319,2 + 11,1%**  331,0 + 9,6%** 0,249 + 0,04** 30,04 + 1,5%* 74,01 +4,1%*
STZ + ESU 200 304,1+85 312,2+9,3 323,2+125 0,23 + 0,01 31,30+ 1,1 58,4 +2,6*

ESU Extracto de semilla de uva. **p < 0,01; ***p < 0,001. Comparacioén vs. control (-).

U de Mann Whitney.

+p < 0,06 Comparacion vs. control (+),

Tabla 2. Efectos del ESU sobre las contracciones inducidas por carbacol en vejigas aisladas de

ratas diabéticas por estreptozotocina (STZ).

Dosis de ESU E,_,. carbacol KCI (100 mmol/L)
Tratamiento (mg/kg) (gramos de tensién)  CE, (- 10® mol/L)  (gramos de tension)
C(O) 3,67+0,29 1,17+ 0,06 2,20+ 0,28
C(+)(STZ) 5,46 + 0,36%* 1,17+0,05 2,18 £ 0,30
STZ + ESU 200 5,40 + 0,59 1,27+ 0,10 2,23 £ 0,27

**p < 0.01. Comparacién vs. control (-).

+p < 0.05 Comparacién vs. control (+), U de Mann Whitney.
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de vejiga urinaria de ratas, pero evité completamente
el aumento de las concentraciones séricas de creatinina
inducido por STZ.
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