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Resumen

La diabetes se caracteriza por cuadros de hiperglucemia croénica, la cual condiciona la aparicion del estrés
oxidativo (EO), que es responsable de muchas de las complicaciones de esta enfermedad. La peroxidacion
lipidica es un importante biomarcador de EO debido a su toxicidad y a su capacidad para alterar otras
macromoléculas, lo que provoca dafo celular. En la diabetes, el cerebro es susceptible al dafio oxidativo por
su alta tasa de consumo de oxigeno, su abundante contenido de lipidos y relativa escasez de enzimas
antioxidantes. La fisetina es un flavonoide que se encuentra en diversas frutas y verduras que ha demostrado
tener efectos antiinflamatorios y antioxidantes. Ademas, el ejercicio fisico también se considera una estrategia
no farmacolodgica importante para prevenir y/o atenuar las alteraciones celulares inducidas por el EO. El
presente estudio evalu6 de manera comparativa los efectos de la suplementacion con fisetina y del ejercicio
aerdbico de intensidad moderada sobre los niveles de peroxidacién lipidica en el cerebro de ratas con
diabetes. Se utilizaron 16 ratas macho de la cepa Wistar, las cuales fueron separadas en 4 grupos (n=4):
control sano (Ctl), diabetes (D), diabetes con fisetina (D+Fis) y diabetes con ejercicio aerdbico de intensidad
moderada (D+EA). La diabetes fue inducida con una dosis unica de estreptozotocina (65 mg/kg). Las ratas
de los grupos D+Fis y D+EA fueron sometidas a 8 semanas de tratamiento y entrenamiento fisico,
respectivamente. Al finalizar, se determiné la peroxidacion lipidica en el cerebro, mediante la cuantificacion
de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS). Los resultados mostraron que los niveles de
TBARS aumentaron de manera significativa en las ratas del grupo D en comparacion al grupo Ctl (p<0.05).
En cambio, los niveles de TBARS disminuyeron significativamente en el grupo D+EA (p<0.05), mientras que
en el grupo D+Fis la diferencia no fue significativa con respecto al grupo D. Estos hallazgos implican que el
ejercicio aerdbico, como terapia antioxidante, es mas benéfico que la fisetina para reducir la peroxidacion
lipidica en el cerebro durante la diabetes.
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Introduccion

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas heterogéneas cuya clasificacion, aun en la actualidad,
es compleja debido a las particularidades especificas en ciertos pacientes. Sin embargo, la caracteristica en
comun son los cuadros de niveles elevados de glucosa en sangre (hiperglucemia) de manera cronica, que a
su vez pueden desencadenar complicaciones secundarias, desde un nivel sistémico hasta un nivel celular
(Harreiter & Roden, 2023; Bielka et al., 2024). Si bien, no se comprende por completo el porqué del desarrollo
de la diabetes, diversas investigaciones han demostrado que factores como una mala alimentacion, la
predisposicion genética, el envejecimiento y el sedentarismo contribuyen a la aparicion de esta enfermedad
o la progresion de la misma (Kolb & Martin, 2017; Zheng et al., 2018; Salzberg, 2022).

La diabetes afecta a personas de todas las edades, géneros y ubicaciones geograficas, lo que la convierte

en un problema de salud publica a nivel mundial (Hossain et al., 2024). En lo que respecta a la poblacion
mexicana, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion en el afio 2022 indicé un 18.3% de prevalencia de
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diabetes en México. Ademas, se prevé que esta cifra se incremente debido a las altas tasas de sobrepeso,
obesidad y sedentarismo, ya que son factores de riesgo para el desarrollo de diabetes (Basto-Abreu et al.,
2023).

La encefalopatia diabética es una de las complicaciones incapacitantes mas comunes resultantes de la
diabetes que afecta el sistema nervioso central (Zenker et al., 2013; Li et al., 2022). Las evidencias
acumuladas han demostrado que los pacientes con diabetes tienen un riesgo significativamente mayor de
sufrir disfuncion cognitiva (Biessels et al., 2006; Biessels & Despa, 2018; Maciejczyk et al., 2019). En la figura
1 se muestran los mecanismos y cambios estructurales en el cerebro mediante los cuales la hiperglucemia
conduce a la encefalopatia diabética.
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Figura 1. Mecanismos y cambios estructurales en el cerebro mediante los cuales la hiperglucemia en la diabetes conduce al dano por estrés oxidativo
y a la encefalopatia diabética. Modificado de Gupta et al. (2023).

Estudios prospectivos han demostrado que la hiperglucemia es un factor de riesgo clave en la disfuncion
cognitiva y la demencia inducida por la DM (Zhang et al., 2019; Sharma et al., 2020). El metabolismo anormal
de la glucosa intracelular posee multiples efectos toxicos en el cerebro, como la formacién de productos
finales de glicacién avanzada (AGE), la activacion de las vias de poliol, diacilglicerol y hexosamina e
incremento del estrés oxidativo (EO) lo que conduce a dafio neuronal y a una disfuncidon cognitiva (Seto et
al., 2015; Gupta et al., 2023). EI EO, se ha evidenciado por la produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno (ERO) y disminucion en la produccion y actividad de antioxidantes enddgenos (Brownlee 2001;
Yaribeygi et al., 2020). Las anomalias redox provocan dafio oxidativo, en el que se oxidan tanto proteinas,
lipidos y acidos nucleicos, lo que conlleva a la aparicion y progresion de muchas de las complicaciones de la
diabetes (Gupta et al., 2023). Una manera de medir el dafio oxidativo es mediante el analisis de los
subproductos de la peroxidacion lipidica, como el malondialdehido (MDA), un dialdehido altamente reactivo
capaz de combinarse con diversos grupos funcionales de proteinas y acidos nucleicos (Aguilar Diaz De Leon
& Borges, 2020). La peroxidacion lipidica es un proceso de degradacién oxidativa de lipidos causado por las
ERO. Este proceso afecta negativamente la integridad y funcion de los fosfolipidos de membrana de las
células neuronales, provoca dafio axonal y muerte celular (Ito et al. 2019; Shabala et al., 2022). Por lo tanto,
la disminucion del OE se ha convertido en un objetivo de estudio para multiples intervenciones terapéuticas,
de manera que las estrategias basadas en aumentar la capacidad antioxidante celular y la desintoxicacion
de ERO son clave para contrarrestar los efectos de la DM.

A pesar de los beneficios terapéuticos de los agentes antidiabéticos para el tratamiento de la disfuncion
cognitiva inducida por la diabetes, la mayoria de estos agentes farmacéuticos se asocian con diversos efectos
secundarios indeseables (Meneses et al., 2015). En este sentido, se ha observado que personas fisicamente
activas y con buenos habitos alimenticios reducen el riesgo de desarrollar complicaciones cerebrales (Cefis
et al., 2023). Los flavonoides son de gran interés debido a su abundancia en los productos dietéticos y sus
posibles efectos farmacoldgicos y nutricionales. La fisetina (3,7,3',4'-tetrahidroxiflavona) es un flavonoide que
se encuentra ampliamente distribuido en frutas y verduras, como manzana, caqui, uva, cebolla, y pepino, y
en mayor cantidad en las fresas (Khan et al., 2013; Mirza et al., 2024). A este flavonoide se le han atribuido
efectos antiinflamatorios, anticancerigenos, antioxidantes, neuroprotectores (Zhang et al., 2019; Pal et al.,
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2016; Ren et al., 2021), e hipoglucemiantes (Khan et al., 2013; Prasath et al., 2014). Por otro lado, el
entrenamiento fisico se reconoce como una estrategia terapéutica no farmacoldgica importante en el
tratamiento de la diabetes, se han demostrado sus efectos benéficos sobre las funciones metabdlicas,
oxidativas y mitocondriales en diferentes tejidos (Cefis et al., 2023; Nonaka et al., 2024). Por lo tanto, en el
presente trabajo se planted el objetivo de evaluar los niveles de peroxidacion lipidica en cerebro en un modelo
biologico de diabetes evaluando dos estrategias por separado: el efecto del ejercicio aerébico de intensidad
moderada y la suplementacion con fisetina.

Metodologia

El presente estudio es de tipo transversal, experimental, aplicado, cuantitativo y comparativo. Los
procedimientos de manejo de animales y su mantenimiento se ajustaron estrictamente a las normas
internacionales y nacionales para el manejo de animales de laboratorio (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals [1996]; Norma Oficial Mexicana NOM-062- ZOO-1999).

Animales

Se utilizaron 16 ratas macho de cepa Wistar con peso de entre 180 a 200 g las cuales se dividieron en 4
grupos con 4 ratas cada uno: control sano (Ctl), control diabético (D), diabético con fisetina (D+Fis) y diabético
con ejercicio aerdbico de intensidad moderada (D+EA).

Para la generacion del modelo de diabetes se utilizé el farmaco diabetogénico estreptozotocina (STZ), el cual
fue administrado a una dosis Unica de 65 mg/kg via intraperitoneal (Ghasemi & Jeddi, 2023). 48 horas post
induccion se midieron los niveles de glucosa para identificar si la induccion fue efectiva. Sélo se incluyeron
en el estudio a las ratas con valores de glucosa igual o superior a 300 mg/dl. Las ratas tuvieron una dieta
estandar para roedores y agua a libre demanda, y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas.

Tratamiento con fisetina

Para el grupo de ratas D+Fis, la fisetina (Tocris Biosciencese) administré a una dosis de 2.5 mg/kg via oral
mediante una canula durante 8 semanas (ALTamimi et al., 2021).

Protocolo de ejercicio aerdbico

Los animales fueron entrenados conforme al protocolo descrito por Yazdani et al., (2020). Las ratas del grupo
D+EA fueron transferidas a una banda sin fin adaptada para roedores una vez al dia, 5 dias a la semana,
durante 8 semanas. La intensidad y duracion del ejercicio fueron las siguientes: periodo de calentamiento de
5 minutos a 15 m/min, periodo medular de 20 m/min durante 20 minutos y, finalmente fueron 5 minutos a 15
m/min, en total por un periodo de 30 minutos. Cabe mencionar que se respeto el ciclo circadiano de los
animales. El protocolo de ejercicio fisico se clasifica como entrenamiento aerdbico de intensidad moderada
(Solheim et al., 2014).

Obtencion de muestra

48 horas después de concluir las intervenciones con fisetina y entrenamiento fisico, las ratas se eutanizaron
con el fin de aislar el tejido cerebral. Una vez obtenido, las muestras se homogeneizaron y se congelaron en
soluciodn fisiolodgica hasta su uso posterior.

Medicion de los niveles de peroxidacion lipidica
La determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) fue realizada como un marcador de

peroxidacion de lipidos en el cerebro, mediante el método descrito por Ceretta et al. (2020), con algunas
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modificaciones. La concentracion de proteina de los homogenados de cerebro se midid para normalizar los
resultados y se determinaron por el método de Bradford utilizando albumina de suero bovino como proteina
estandar. Posteriormente, el homogenado de cerebro (0.5 mg/ml) fue re suspendido en 0.5 ml de tampdn de
fosfato (50 mM KH,PO,, pH7,6) al que también se agregaron 1.5 ml de solucién acida (acido tricloroacético,
acido tiobarbiturico y acido clorhidrico). Después, los tubos se incubaron en bafio Maria durante 30 min.
Posteriormente, los tubos se colocaron en hielo durante 5 min y enseguida se centrifugaron a 5000 rpm
durante 5 min. Finalmente, la absorbancia de cada muestra se determiné a 532 nm en un espectrofotometro
Shimadzu UV-1900. Los datos se expresaron como nM de TBARS/mg de proteina.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados empleando el paquete estadistico GraphPad Prism version 9.0 (Inc., San Diego,
CA, EE. UU.), y se reportaron mediante estadistica descriptiva (media + error estandar). Los datos de glucosa
en sangre, peso corporal y niveles de TBARS se compararon entre los cuatro grupos mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de una via, seguido por una prueba post-hoc de Tukey para determinar diferencias
significativas entre los grupos Ctl, D, D+EA y D+Fis. Se considerd estadisticamente significativo un valor de
p < 0.05.

Resultados

Los valores de las mediciones de glucemia y ganancia de peso se evaluaron tras 8 semanas de tratamiento,
y se muestran en la tabla 1. Los grupos con diabetes (D, D+EA y D+Fis) presentaron niveles de glucemia
significativamente elevados con respecto al grupo Ctl (p<0.05). Sin embargo, el grupo D+EA mostro niveles
significativamente mas bajos de glucosa en comparacion con el grupo D (p<0.05). Por otro lado, en el grupo
D+Fis también se observo una reduccion en la glucemia comparado con el grupo D, pero esta diferencia no
resulto significativa. En el grupo D+EA se observaron niveles mas bajos de glucosa en comparacion con el
grupo D+Fis, siendo esta una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). En cuanto al peso corporal,
el grupo D mostr6 una ganancia de peso significativamente menor en comparacion con el grupo Ctl (p<0.05).
La diabetes afecta negativamente el aumento de peso en comparacioén con el grupo Ctl. Ambos tratamientos
(EA y Fis) contribuyen en mejorar la ganancia de peso, sin embargo, las ratas del grupo D+EA presentaron
un peso corporal mayor que aquellos en el grupo D+Fis en comparacion al grupo D.

Tabla 1. Niveles de glucosa en sangre y ganancia de peso en las ratas después de 8 semanas del tratamiento.

Grupos
Ctl D D+EA D+Fis
Glucosa 79.0+5.1 501.0 £ 63.7 * 252.1 + 68.4*¢ 436.8 £ 11.2*#
(mg/dL)
Delta del peso 2451+14.3 98.1 + 18.6* 152.0 + 23.9* 110.9 + 15.3*

(9)

Los valores son presentados como medias + error estandar, n=4. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via (ANOVA),
seguido por una prueba post hoc de Tukey para la comparacién mdltiple entre grupos. *p<0.05 vs. grupo Ctl; ¥p<0.05 vs. grupo D;
#p<0.05 vs. grupo D+EA.

En la figura 4 se muestran los niveles de TBARS en los cuatro grupos experimentales. El grupo Ctl mostré
los niveles mas bajos de TBARS en comparacion a los grupos con diabetes. En contraste, el grupo D tuvo
los niveles mas elevados de TBARS (p<0.05) con un intervalo de confianza del 95%, por lo que se destaca
el impacto de la diabetes no tratada en los niveles de estrés oxidativo. En cuanto a las intervenciones
terapéuticas, el grupo D+EA experimentd una reduccion significativa en los niveles de TBARS en
comparacion con el grupo D (31.79%; p<0.05). Por otro lado, aunque el grupo D+Fis mostré una reduccion
de 18.39% en los niveles de TBARS, estos no fueron estadisticamente significativos en comparacion con
ningunos de los otros grupos.
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Figura 2. Comparacion de los niveles de sustancias reactivas al dcido tiobarbiturico (TBARS) en ratas con diabetes tratadas con ejercicio aerébico de
intensidad moderada y suplementacién con fisetina después de 8 semanas. *P<0.05 vs grupo Ctl; P<0.05 vs grupo D.

Discusion

En la diabetes, la hiperglucemia se asocia con EO, y el dafio que este provoca en los tejidos y érganos, es
un factor que contribuye a diversos trastornos metabdlicos y neurodegenerativos (Hoyos et al., 2022; Zhang
et al., 2023). Por su parte, el cerebro es especialmente vulnerable al dafio oxidativo como resultado de su
alta tasa de consumo de oxigeno, abundante contenido de lipidos poliinsaturados sensibles a la peroxidacion
y baja actividad de las defensas antioxidantes endégenas (Muriach et al., 2014; Gupta et al., 2022).

Actualmente, no existe un tratamiento definitivo para la diabetes, sin embargo, los estudios han demostrado
que mejorar las defensas antioxidantes de las células tiene un efecto positivo significativo en el tratamiento
de la enfermedad (Hamed et al., 2017; Zhang et al., 2020; Hassan et al., 2024). En el presente trabajo se
comparo el efecto de dos estrategias con potencial antioxidante, la suplementacion con fisetina y el ejercicio
aerdbico de intensidad moderada sobre los niveles de peroxidacion lipidica en el cerebro de ratas con
diabetes inducida con STZ. Se observé que tanto el ejercicio aerébico como la suplementacion con fisetina
contribuyeron en reducir los niveles de glucosa y los niveles de peroxidacion lipidica en el cerebro de ratas
con diabetes, sin embargo, el ejercicio aerdbico resultd tener un mayor efecto.

La induccion de diabetes con STZ resulté en un aumento significativo en los niveles de glucosa en sangre y
menor peso corporal (tabla 1) en comparacion con las ratas utilizadas como control. Con los datos
presentados se comprueba que el modelo biolégico desarrollo satisfactoriamente la hiperglucemia, que es
caracteristica principal de la condicion diabética (Ghasemi & Jeddi, 2023). Niveles elevados de glucosa en
sangre de manera constante desencadenan un incremento en los niveles de peroxidacion lipidica, lo cual se
ha observado tanto en modelos animales como en humanos (Muriach et al. 2014; de Souza Bastos et al.,
2016; Ito et al., 2019; Dham et al., 2021). La peroxidacion lipidica es considerada un biomarcador para la
evaluacion del dafio oxidativo en las células y en tejidos en diferentes condiciones patoldgicas. El ensayo
implica la reaccion de productos de la peroxidacion lipidica, principalmente el malondialdehido (MDA) con el
acido tiobarbiturico (TBA), lo que conduce a la formacién de aductos de MDA-TBA2 llamados “TBARS”
(Tsikas, 2017; lto et al., 2019). La peroxidacion lipidica consiste en una reaccion en cadena endégena donde
la sobreproduccion de ERO y radicales libres, principalmente hidroxilos, causan la degradacion oxidativa de
los lipidos, lo que resulta en la generacion de productos de oxidacion. Estos subproductos provocan dafio
oxidativo en estructuras celulares, alteran la integridad quimica de proteinas, dafian el ADN e inducen
procesos de toxicidad implicados en la apoptosis (Sadeghi et al., 2016; Maher, 2019). Las membranas
neuronales son ricas en acidos grasos poliinsaturados, que son particularmente susceptibles a la
peroxidacion lipidica y por ende al EO, lo anterior fue confirmado en el presente estudio, evidenciado por
niveles superiores estadisticamente significativos de TBARS en el cerebro del grupo D en comparacion a las
ratas del grupo Ctl (figura 2). La produccion excesiva de radicales libres y la disminucion simultanea de los
mecanismos de defensa antioxidantes tales como la enzima superoxido dismutasa, la catalasa, la glutation
peroxidasa y niveles bajos del tripéptido glutation se correlacionan con el aumento de la peroxidacion lipidica
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en el cerebro con condicion de diabetes (Muriach et al. 2006). Ademas, organelos como las mitocondrias
también resultan afectados en su funcion lo que contribuye a una mayor produccién de ERO, que puede
provocar dafio en la funcién y la integridad de las neuronas (Cardoso et al. 2013; Sadeghi et al. 2016; Zhang
et al., 2023) lo que aumenta el riesgo de complicaciones neuroldgicas propias de la diabetes (Barone et al.,
2021; Hoyos et al., 2022; Sabari et al., 2023).

En los ultimos afos, la evaluacion de los efectos de flavonoides, tal como la fisetina ha ganado atencién en
el tratamiento de complicaciones diabéticas, principalmente por sus propiedades antioxidantes (Khan et al.,
2013; Dong et al., 2022; Lai et al., 2023). Por otro lado, un importante niumero de antecedentes indican que
el ejercicio fisico realizado de manera regular es un método no farmacoldgico eficaz que también puede
fortalecer las defensas antioxidantes durante la diabetes (de Lemos et al. 2012; Karimi et al., 2021;
Matkowska, 2024). A pesar de que los antecedentes de ambos tratamientos han sido indicados como
estrategias benéficas en la prevencion de las complicaciones de la diabetes, no existe una comparacion que
indique cual estrategia aporta mayores beneficios durante la enfermedad.

La administracion de la fisetina, un flavonoide presente en frutas y verduras ha demostrado tener efectos
antioxidantes (Khan et al., 2013), antiinflamatorias (Wu et al., 2022), y neuroprotectores (Ding et al., 2022).
Sus efectos protectores en complicaciones diabéticas se han reportado en la nefropatia diabética (Dong et
al., 2022), la retinopatia diabética (Lai et al., 2023) y la cardiomiopatia diabética (Althunibat et al., 2019). Por
otro lado, el ejercicio fisico al realizarse de manera regular induce respuestas celulares adaptativas que
conducen a fortalecer las defensas antioxidantes enddégenas, mejorar la funcion mitocondrial, la sensibilidad
a la insulina y controlar el metabolismo en una variedad de tejidos, incluyendo las células neuronales (Alipour
et al., 2012; Moreno et al., 2023).

En este trabajo, se observd que después de 8 semanas de entrenamiento con ejercicio aerdbico de intensidad
moderada las ratas con diabetes redujeron tanto el nivel glucémico (tabla 1) como los niveles de TBARS en
el cerebro (grupo D+EA) en comparacion al grupo diabético sin tratamiento (grupo D) (figura 2), estos
resultados demuestran la capacidad de este tipo de ejercicio fisico en particular para atenuar la hiperglucemia
y el EO en condiciones de diabetes. Nuestros resultados son consistentes con investigaciones previas donde
después de 8 semanas de ejercicio se ha observado un control en la glicemia (Motahari-Tabari et al., 2014;
Jeong et al., 2018; Reddy et al., 2019). Del mismo modo, Alipour et al., (2012), demostraron que el ejercicio
regular redujo la peroxidacion lipidica y la tasa de apoptosis en el hipocampo de ratas diabéticas debido a la
mejora de las actividades de las enzimas antioxidantes, por lo que podemos aseverar que la reduccion del
EO es responsable de los efectos protectores en el cerebro con diabetes.

Por otro lado, la fisetina, al igual que el protocolo de ejercicio también se evalu6 durante 8 semanas, al
comparar el efecto entre grupos, se observo que, a pesar de que las ratas del grupo tratado con fisetina
mostraron niveles mas bajos tanto de glicemia y TBARS, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo diabético sin tratamiento. Estos datos sugieren una mayor efectividad por
parte del ejercicio en mejorar la respuesta antioxidante. Los resultados con fisetina difieren a estudios previos,
donde se observa que a la misma dosis utilizada en el presente trabajo conlleva a efectos protectores
estadisticamente significativos en el corazén de ratas con diabetes inducidas con STZ, al disminuir el EO, la
inflamacion y prevenir la apoptosis por el aumento de las defensas antioxidantes (Althunibat et al., 2019;
ALTamimi et al., 2021). Con respecto al cerebro, estudios in vitro respaldan los efectos antioxidantes de la
fisetina al reducir la peroxidacién lipidica, inhibir la apoptosis neuronal y mejorar los parametros funcionales
nerviosos en células HT22 (linea celular neuronal del hipocampo murino) bajo neurotoxicidad inducida por
niveles elevados de glucosa (Zhang et al., 2020), sin embargo, este el primer acercamiento en valorar el
impacto de la fisetina en el cerebro de un modelo animal con diabetes experimental, por lo que se puede
especular un efecto tejido especifico por parte del flavonoide fisetina.

Estos datos tienen implicaciones para la comprension de los mecanismos fisiopatolégicos que promueven
cambios metabdlicos en el cerebro en individuos con diabetes, asi como para la identificacion de factores
modificables, como lo es el EO y la respuesta antioxidante, que pueden desempefar un papel crucial en el
impacto de la hiperglucemia en el cerebro durante la diabetes.

Conclusion
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Estos hallazgos implican que el ejercicio aerdbico, como terapia para mejorar la respuesta antioxidante, es
mas benéfico que el tratamiento con fisetina para reducir la peroxidacion lipidica en el cerebro durante la
diabetes.

La disfuncion cognitiva aunado a las demas complicaciones de la diabetes pueden generar un importante
déficit en los recursos destinados a la salud en un futuro no muy lejano, por lo que se pone en evidencia la
necesidad urgente de mayor investigacion sobre estrategias alternativas como las que se proponen en el
presente trabajo a fin de prevenir y contrarrestar los efectos de la diabetes.
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