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Glosario

e Ciclo estral
Conjunto de etapas sexuales de las hembras de distintas especies de
mamiferos, con modificaciones conductuales, hormonales y fisioldgicas.
Consta de 4 etapas: proestro, estro, metaestro y diestro.
Siendo la etapa de estro, la de receptividad sexual, en donde generalmente
se consuma el apareamiento, en la que existe la ovulacion y la mayor
capacidad contractil del utero.

e Cortisol
Hormona humana de origen esteroideo; es sintetizada en la corteza
suprarrenal, a partir del colesterol y su producciéon esta profundamente
influenciada por los ciclos circadianos. Se encarga de regular el metabolismo
de la glucosa y de energia en general, entre otras cosas.

e Cortisona:
Hormona esteroidea, producida en las glandulas suprarrenales con una gran
influencia en el equilibrio de los electrolitos y los fluidos corporales, asi como
en el metabolismo de los macronutrimentos.
En la industria farmacéutica es utilizada como inmunosupresora, sirviendo
como analgésico y antiinflamatorio.

e Curvade toleranciaalaglucosa
Prueba de laboratorio para conocer la forma en la que el cuerpo metaboliza
los hidratos de carbono, especificamente la glucosa y descubrir posibles
alteraciones. Su principal caracteristica es la toma constante de la glucemia
capilar cada 30 o 60 minutos después de un bolo de glucosa basal.

e Estudio de Docking molecular
También llamado de anclaje molecular es un procedimiento de célculo que
es util para predecir la unién entre un receptor y un ligando. Con el objetivo
de predecir la afinidad de union entre estos y los tipos de uniones.



Estrégenos

Hormonas sexuales provenientes del colesterol, que se producen
principalmente en ovarios y placenta en el embarazo. Su principal funcion es
la regulacion del ciclo menstrual, asi como el desarrollo de caracteristicas
sexuales secundarias en la mujer.

Progestagenos

Al igual que los estrogenos, son hormonas sexuales con origen esteroideo,
ademas de ser parte del ciclo menstrual, su principal funcion es la del
mantenimiento del embarazo. Por lo que una de sus principales funciones de
manera clinica es la de anticoncepcion.

Glutamato monosaodico

El glutamato monosddico es un potencializador de sabor ampliamente
utilizado en la industria alimentaria, principalmente en alimentos de comida
de bajo valor nutrimental.

Se ha asociado su consumo en exceso con el desarrollo de obesidad y por
lo tanto se utiliza en el desarrollo de modelos animales de obesidad.
Musculo liso

Es el tipo de musculo conocido como no voluntario y esta formado por células
largas. Se encuentra formando parte del aparato reproductor, excretor, vasos
sanguineos y los érganos internos.

Los musculos lisos unitarios son aquellos de contraccién rapida ya que no
requieren de estimulacion nerviosa y estan en utero y tracto gastrointestinal
principalmente.

Organo aislado

En este tipo de estudios se lleva a cabo con un pequefio fragmento del tejido
a analizar. Son una herramienta muy 0til para evaluar la actividad
farmacoldgica de una molécula en los receptores y canales de un tejido.
Ademas de su especificidad, es util debido a que es poco costosa (se

requieren menos sujetos y menor cantidad de compuesto) y mas rapida.

Xl



e Sindrome Metabodlico
Conjunto de desérdenes metabolicos en los que la obesidad central, la
alteracion en el control de la glucosa y el alto nivel de lipidos sanguineos se
desarrollan al inicio para dar paso a otras alteraciones ortopédicas, dseas,
digestivas, entre otras.
Sus componentes son las principales causas de muerte en el mundo.

e Trasductor
Dispositivo con la capacidad de transformar una sefial de energia en otra
diferente mientras pasa por el equipo.
Por ejemplo la respuesta contractil del musculo trasformada en registros

graficos en papel.
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. INTRODUCCION

Los cambios en el estilo de vida de las personas en el siglo XXI con una alimentacion
alta en 4cidos grasos, sodio e hidratos de carbono simples, caracteristicos de la
dieta occidental y el sedentarismo han traido como consecuencia el aumento en el

desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas.

Dentro de ellas, la obesidad y por lo tanto dislipidemias, Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2), Hipertension y el Sindrome metabdlico en general los cuales se han
convertido en un grave problema de salud publica, no solo en nuestro pais, sino en

el mundo.

Por lo anterior se requiere la busqueda de tratamientos alternos que causen menor
dafio al organismo y que ademas muestren igual o mayor eficacia que los farmacos

disponibles.

En estudios realizados en distintos modelos animales y lineas celulares humanas,
se ha planteado la inhibicion selectiva de la 11B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa
tipo 1 en el tratamiento del Sindrome Metabdlico, por su importante papel en el
control inflamatorio del organismo sobre todo en periodos de enfermedades
cronicas como lo son las que componen el Sindrome Metabdlico (Boyle & Kowalski,
2009).

Esta enzima es tiene un importante papel en el metabolismo de la regulacion de los
glucocorticoides a través de la conversién de la cortisona al cortisol, la forma activa
de ésta hormona. Al tener este papel, la alteracion de la funcion de la 11B-
Hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 implica cambios metabdlicos muy

interesantes (Boyle & Kowalski, 2009).

En los ultimos afos, se han probado gran cantidad de compuestos inhibidores
selectivos de la 11B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 con excelentes
resultados sobre el Sindrome Metabdlico y sin presentar manifestaciones de
hepatotoxicidad (Boyle & Kowalski, 2009).
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Por lo descrito anteriormente, se considera que es una buena alternativa de
tratamiento en humanos que presentan estas disfunciones metabdlicas (Anderson
& Walker, 2013).

En el presente trabajo se estudia un compuesto novedoso, el N-(2,2-Di(1H-pyrrol-
2-yl)ethyl)adamantane-1-carboxamide (NDHPEAC) un compuesto con posible
actividad inhibitoria de la enzima 11p-Hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1,
sintetizado di novo por investigadores del Laboratorio de Sintesis Organica y Disefio
Molecular del Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Se pretende realizar al compuesto la caracterizacion farmacotoxicologica en
modelos animales en estudios tanto In vivo como In vitro para asi explorar su
potencial uso como un farmaco innovador en el futuro (Gallardo-Alfonzo, Ocampo-

Néstor, Contreras-Celeddn, & Chacon-Garcia, 2014)
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. MARCO TEORICO

2.1. Sindrome metabdlico (SM)

El SM es un conjunto de desérdenes endocrinos relacionados principalmente con el
tejido adiposo. La acumulacion de reservas energéticas, se presenta en individuos
susceptibles con inactividad fisica y exceso de consumo de alimentos con alta

densidad energética (Potenza & Mechanick, 2009).

La acumulacion de grasa visceral, actia como un érgano funcional, en el cual se
producen sustancias como Adiponectina, Leptina, Resistina, Proteina C Reactiva,
Estrogenos, Glucocorticoides, entre otros; los cuales estan involucrados en el
metabolismo de la glucosa y acidos grasos, la regulaciéon del apetito, mediadores
de la inflamacion, el desarrollo sexual femenino, entre muchas otras funciones
(Manzur, Alvear, & Alayon, 2010).

Adicionalmente, existen algunas otras condiciones alteradas que se pueden
considerar parametros para complementar el diagnéstico del Sindrome Metabdlico.
Entre ellos la distribucion anormal de grasa corporal, particulas pequefias de LDL,
estado protrombdético con la medicién de factores fibrinoliticos como el PAI-1y sobre
todo los factores que toman en cuenta el estado de inflamacién crénica al que se
ven sometidos los pacientes con este diagndstico; entre ellos, niveles elevados de

Proteina C Reactiva, Factor de necrosis tumoral a, Interleucina-6, entre otros.

2.1.1. Diagnostico

El diagndstico de SM se realiza tomando en cuenta la alteracion en los niveles de
referencia de distintas enfermedades relacionadas con la resistencia a la insulina y

gue generalmente llevan unas a otras comorbilidades.

Los siguientes criterios son los mas aceptados a nivel internacional para el
diagnéstico,(ver Tabla 1) han sido establecidos por NCEP ATP Il (National
Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel I, por sus siglas en inglés)
(Potenza & Mechanick, 2009) tomando como base los establecidos previamente por
la OMS (ver Tabla 1).
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Tabla 1. Relacién de enfermedades y sus alteraciones para diagndstico de SM (Potenza &
Mechanick, 2009)

Factor de riesgo NCEP ATP Il
Diagnostico de SM 3 factores de riesgo
Tg Sanguineos (mg/dL) >150

Lipoproteinas de alta densidad (HDL por

. o <40 en Hombres y <50 en Mujeres
sus siglas en inglés)

Hipertension Arterial (mmHg) >130/85
Glucosa postprandial (mg/dl) >100
Microalbuminuria No usado

2.2. Componentes

Dentro de los componentes del SM se encuentran las siguientes patologias:

e Obesidad

e Resistencia a la insulina

e Diabetes Mellitus tipo 2

e Hipertension Arterial Sistémica
e Dislipidemias

e Hiperuricemia

2.2.1. Obesidad

A la obesidad se le define como el exceso de grasa corporal. No solo el exceso en
general de la acumulacién de tejido adiposo, sino también del tamafio de los
adipocitos, ya que al aumentar estos de tamafio, también disminuye su capacidad
de producir adiponectinas (Antista, 2013).

La adiponectina es una hormona producida por el tejido adiposo con capacidad
insulinosensibilizante, antiinflamatoria y antiaterogénica. Ademas de funciones
cardio y hepatoprotectoras. Forma parte de la familia de la leptina y el factor de

necrosis tumoral a (TNFa, por sus siglas en inglés).

17



En las enfermedades del SM (obesidad y DM2 (Diabetes Mellitus tipo 2)) las
adiponectinas se encuentran disminuidas, por lo que su medicion permite evaluar
posibles riesgos de desarrollo de complicaciones ademas de ser un posible objetivo
en el tratamiento del SM (Antista, 2013).

2.2.2. Diagnostico

La obesidad es el estado en el cual una persona presenta exceso de grasa corporal,
el cual representa un riesgo para la salud o para la expectativa de vida, quiz4 no
sea evidente desde primeras instancias, pero la obesidad representa un factor de
riesgo para el desarrollo de otras patologias como lo son Diabetes Mellitus tipo 2,
hipertension arterial, litiasis vesicular, dislipidemias, complicaciones musculo

esqueléticas, apnea del suefio, entre otras (Allison, y otros, 2008).

No existe una medida certera para evaluar el exceso de grasa corporal, por lo que
se tiene como alternativa el uso del IMC (Tabla 2), que es acertado para el
diagnéstico de Obesidad en 95% de los casos, tomando como punto de referencia

la relacién entre cantidad de tejido adiposo y peso corporal.

Tiene alta especificidad pero baja sensibilidad para determinar el porcentaje de

grasa corporal (Okorodudu, y otros, 2010).

Tabla 2. Clasificacion del IMC y su diagnéstico de acuerdo a la OMS

IMC (kg/m?) Diagnéstico
<18.5 Bajo peso
18.5-24.9 Normal
25-29.9 Sobrepeso
30-34.9 Obesidad |
35-39.9 Obesidad Il
>40 Obesidad Il
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2.2.3. Fisiopatologia

La obesidad es el resultado de un desbalance entra la ingesta calérica y el gasto
energeético. Sin embargo, la regulacién de este sistema es muy compleja y tiene
muchos componentes, entre ellos se encuentran el Sistema Nervioso, el Sistema

Gastrointestinal y los adipocitos.

Estos dltimos, son células con dos funciones especificas, almacenamiento y
liberacion de energia, asi como regulacién endécrina. Cada adipocito es capaz de
almacenar 1.2ug de Tg dentro de un proceso llamado esterificacion, en el cual
actian las enzimas lipoproteinlipasa y proteina estimulante de la ascilacion ambas

estimuladas por la presencia de insulina y quilomicrones (Gonzalez, 2013).

La activacion de la leptina, implica la disminucion de la ingesta de alimento y
aumenta el gasto de energia. A través de la leptina, el hipotdlamo controla la energia
del cuerpo al disminuir la ingesta alimenticia con un efecto anorexigénico lo que
provoca la movilizacion del tejido adiposo y produccién de energia por medio de la
lipdlisis. Estos mecanismos influyen de manera directa en el peso corporal y la
acumulacion de tejido adiposo (Gonzalez, 2013).

En la regulacién de la saciedad se ven involucradas la serotonina y la hormona
estimulante de los melanocitos, que actan como anorexigénicos; ademas del
neuropéptido Y, la colecistocinina y el péptido liberador de gastrina con los efectos
contrarios. La insulina y el glucagén, son dos hormonas con un papel fundamental
en la regulacion del metabolismo y absorcion de energia obtenida de los alimentos
(Gonzélez, 2013).

Con el consumo excesivo de kilocalorias (kcal), aumentan también los Tg
sanguineos, acidos grasos libres (AGL), liberacion de citosinas pro-inflamatorias,
niveles de LDL (lipoproteina de baja densidad, por sus siglas en inglés) y colesterol,
aunado a esto, las condiciones como edad, género, etnia y factores genéticos
propician la acumulacién de tejido adiposo y por lo tanto desarrollo de obesidad
(Tchernof & Després, 2013).
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2.2.4. Tratamiento

El tratamiento de la obesidad es un proceso complejo que debe ser abordado
siempre desde diferentes perspectivas orientadas al logro del mismo objetivo.

El tratamiento quirdrgico para la obesidad es siempre la ultima instancia a
considerar en este tipo de pacientes. Dentro de las cirugias que se realizan, se
encuentran: restriccion gastrica, bypass gastrico y diversion bileo-pancreética. En
las tres opciones, se ve reducida la capacidad y/o la absorcién del tracto

gastrointestinal.

Finalmente, los cambios en el estilo de vida se consideran la mejor alternativa para
el tratamiento de la obesidad, en ellos se considera la reduccién de la ingesta
caldrica de 500 a 1000 kcal diarias, aumento en el consumo de granos enteros y
alimentos con alto contenido de fibra, aumentar el consumo de carne blanca (pollo
y pescado) y disminuir el consumo de carne roja, aumentar el consumo de
oleaginosas como principal fuente de grasas en la dieta y el aumento en la cantidad
de actividad fisica, especificamente ejercicio minimo 30 minutos,3 dias a la semana
(Kopelman, 2005; Esposito, et al., 2008)

2.3. Diabetes Mellitus tipo 2

La diabetes es un conjunto de enfermedades metabdlicas caracterizadas por la
hiperglucemia, como consecuencia de una disminucion en la secrecion de insulina
por las células B de los islotes de Langerhans, por defectos de la hormona, por
resistencia de la misma o por la formacion de anticuerpos antireceptor (American
Diabetes Association, 2014).

En la diabetes se presenta hiperglucemia cronica, lo que a la larga genera ain mas
dafios disfuncionales: retinopatia diabética, neuropatia diabética, nefropatia
diabética, cardiopatia diabética y angiopatia diabética, pie diabético, mayor

susceptibilidad a infecciones, entre otros (American Diabetes Association, 2014).
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2.3.1. Fisiopatologia

En las personas se presenta resistencia a la insulina (RI), generalmente por
problemas en la sensibilidad y/o en la liberacion de ésta, por lo que existe afectacion
tanto de los tejidos diana como en las células B pancreaticas. La regulacion de la
liberacion de insulina dependiente de glucosa, se ve muy afectada en los pacientes
gue desarrollan DM2 (Scheen, 2003).

Un factor determinante para el desarrollo de RI es la localizacion de las reservas
energéticas, ya que se presenta con mayor frecuencia cuando la acumulacién
lipidica es en el tejido visceral. El tejido adiposo es de gran importancia ya que actla
como un oOrgano secretor de hormonas y otras sustancias como leptina,

adiponectina, NFTa y resistina (Scheen, 2003).

La resistencia a la insulina y su desencadenamiento en DM2, no solo depende de
la localizacion de la reserva energética corporal, sino que, también de factores como
edad, raza, género, actividad fisica y factores genéticos, en los cuales se destaca

la expresién de los genes de la obesidad (Scheen, 2003).

En comparacion con la grasa subcutanea, la grasa intraabdominal esta asociada
con aumentos de acidos grasos no esteroideos (triglicéridos) lo que se relaciona
con disminucién de la sensibilidad a la insulina tanto en tejido hepatico como

musculo esquelético (Scheen, 2003).

En el higado se produce el efecto Randle, que consiste en un aumento de liberacion
y oxidacion de glucosa, de produccién de VLDL (Very low density lipoprotein por sus

siglas en inglés) y de produccién de glucégeno hepatico (Scheen, 2003).

Los niveles plasmaticos de glucagén estan aumentados generalmente en personas
con DM2, lo que contribuye aun mas al aumento de la gluconeogénesis y por lo
tanto a la producciéon di novo de glucosa a partir de fuentes proteicas o lipidicas,
todo lo anterior contribuye a aumentar la glucosa sanguineay por lo tanto los riesgos

gue esto implica (Scheen, 2003)

21



A pesar de todas las teorias antes mencionadas sobre el origen de la Rl y su

consecuencia directa, la Diabetes Mellitus, ninguna estd completamente

comprobada, sin embargo, es un tema de profunda preocupacion actual que se

sigue investigando, dada la alta prevalencia de la enfermedad que constituye un

problema de salud publica.

2.3.2.

Diagnostico

El diagndstico de la DM2 se realiza a partir de una de las siguientes pruebas y

resultados:

2.3.3.

Hemoglobina glucosilada: = 6.5%

Glucosa plasmatica en ayunas = 126mg/dL con un ayuno minimo de 8

horas.
Glucosa plasmatica posprandial después de 2 horas = 200mg/dL

En un paciente con sintomas clasicos (poliuria/nicturia, polifagia,
polidipsia y pérdida de peso) de hiperglucemia, glucosa (sin tomar en

cuenta ayuno) = 200mg/dl (American Diabetes Association, 2014).

Tratamiento

El tratamiento de la Diabetes Mellitus tiene diversas estrategias:

Reduccion del consumo de energia de los alimentos manteniendo las
leyes de la alimentacion que promueven la pérdida de peso, lo que tiene
como consecuencia la mejora de la glucemia, presion arterial y lipidos

sanguineos.

Aumento en la cantidad de actividad fisica moderada e intensa que
alcance 70% de su capacidad vital, midiendo la frecuencia cardiaca.
Capacidad vital = 220-edad
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Educacion nutricional y sobre la técnica de aplicacion de insulina, en caso

de utilizar dosis de insulina para el control de la glucemia.

Aporte de hidratos de carbono de 40 a 55% de la ingesta total, dar

preferencia a alimentos que contengan fibra.
Consumo de grasas saturadas a maximo 7% y 200 mg de colesterol.
Aporte de 15 a 20% de energia total proveniente de proteinas.

Limitar el consumo de alcohol a una bebida en mujeres y dos en hombres

al dia.

Los productos endulzados con sustitutos del aztcar no caléricos son una
buena alternativa ya que no afectan las calorias que ya se tienen

planeadas.

Suplementacion con antioxidantes como vitamina E, C y A no son
recomendadas ya que sus beneficios no han sido demostrados (Franz, et

al., 2002; American Diabetes Association, et al., 2008).

Dentro del tratamiento farmacoldgico, la Asociacibn Americana de Diabetes y la

Asociacion Europea para el Estudio de la Diabetes propone el siguiente algoritmo:

Plivel 1

: Eleccoones de mayed validez

Estido de vidas mettarmina

Al diagndstioo: o
Estla do vida —{ Inaulm: Bazal *  Estilo de '-'id?: metomina
Metiormina Estilo de vidat metiamina Insulin Intensia
Sublomlurea
Paso 1 Pasa 2 Pasa 3

P! 2 Eleczianes e manor walides

Estio de wida+ retforming g Estila de vida+ metHamina
+ +*
Fioglitazona \‘. Pioglitazana

+

A Sullenilurea
Estiz de vida+ metformina ,-"" whent
+
Agonista del receptor del Estila de vida+ metiormna
GLP-T fpaplide simiar al ghe — + -
CRPANpo 1, por Sus dglas en Insulina Basal
ingleel

(Nathan, y otros, 2009)

23



2.3.4. Dislipidemias

Las dislipidemias son alteraciones en el metabolismo lipidico del organismo donde
se elevan la cantidad de lipidos y lipoproteinas sanguineas a niveles que pueden
ser causantes de otras patologias, lo anterior se debe sobre todo a la ingesta
dietética de lipidos, pero también a muchos otros factores como:

e Edad avanzada

e Sexo masculino o femenino después de la menopausia

e Antecedentes heredo familiares de enfermedad vascular cerebral o
dislipidemias.

e Abuso en el consumo de cigarrillos

e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)

e Hipertension Arterial (HAS)

e Obesidad predominantemente androide

e |IMC>30

(Veterans Affairs Department of Defense, 2014).

2.3.5. Clasificacion

Dentro de las dislipidemias, se encuentran las alteraciones de los niveles de
triglicéridos (Tg), colesterol, HDL (Lipoproteinas de alta densidad por sus siglas en

inglés) y LDL.

2.4. Fisiopatologia

El desarrollo de las dislipidemias es un problema multifactorial, generalmente se
presentan junto con otras alteraciones endocrinas que conforman el sindrome
metabdlico. La RI es un factor de riesgo para la aparicion de dislipidemias debido a
que la liberacion de lipidos para sustrato energético aumenta, lo que provoca altas

concentraciones de Tg, LDL y bajas de HDL.
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El aumento en el flujo de AGL (Acidos grasos libres) promueve la sintesis de Tg
hepatico, lo que a su vez provoca la sintesis de VLDL. Los trigliceridos transportados
por la VLDL son cambiados hacia la HDL por medio de la proteina transportadora
de ésteres de colesterol. De este cambio resultan aumentadas cantidades de
particulas remantentes de VLDL y HDL rico en Tg. Los HDL ricos en Tg son
hidrolizados por lalipoproteinlipasa para luego ser degradados y filtrados en el
sistema renal (Chehade, Gladysz, & Mooradian, 2013).

Otro mecanismo por el cual las HDL se encuentran en niveles bajos, es por la
reducida eficacia de la insulina que aumente la produccion de apo A-1
(Apolipoproteina A-1) y por lo tanto ésta no pueda conrtibuir a elevar los niveles de
HDL (Chehade, Gladysz, & Mooradian, 2013).

Ademas, en la DM2 y Obesidad, el estado proinflamatorio se encuentra activado y
por lo tanto, la produccion de citocinas como el Factor de Nectrosis Tumoral a
(FNTa). Como consecuencia de éste estado, se ve aumentada la Rl y disminuida la
produccion de apo A-1y HDL, lo que a su vez genera aumento en la produccion de
Tg, aspectos que dan lugar a un circulo vicioso (Chehade, Gladysz, & Mooradian,
2013).

2.5. Diagnostico

Para el diagndstico de las dislipidemias, se utilizan las siguientes cifras de referencia

(Tabla 3):

Tabla 3. Niveles normales, medios y elevados de lipidos sanguineos para el diagndstico
de dislipidemias.

Medicion Recomendable Limitrofe Alto riesgo Muy alto riesgo
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Colesterol <200 200-239 240 | -
LDL <130 130-159 160 190
HDL =35 | <35 | e
Tg <150 150-200 >200 >1000

(NOM-037-SSA2-2002, 24 de septiembre de 2001)
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2.6. Tratamiento

El manejo de las dislipidemias es integral al igual que para las demas patologias del
SM. Dentro de la terapia nutricional, se considera ideal una dieta hipocaldrica con
alto contenido de frutas y verduras (al menos 5 al dia), cereales (al menos 6, de los
cuales 2 sean intregrales), pescado y carne magra. El consumo de grasas
saturadas, trans y colesterol deben de ser limitados. Por otro lado, el consumo de
fibra soluble ha de estar aumentado (al menos 30 gramos al dia).

En el aspecto de actividad fisica, deben de realizarse al menos 30 minutos de
actividad moderada-intensa que consuma de 4 a 7 kcal/min de 4 a 6 dias a la
semana para que el gasto energético sea de alrededor de 200 kcal diarias; ademas
del cese de uso del tabaco cuyo habito representa un riesgo aln mayor para el
desarrollo de EVC (Evento Vascular Cerebral) (Jellinger, y otros, 2012).

2.7. Hormonas esteroideas

El colesterol es el precursor de la sintesis de diversas hormonas esteroideas, entre
los cuales se encuentran las hormonas sexuales masculinas (testosterona) y
femeninas (progesterona y estradiol), mineralocorticoides (aldosterona) y los
glucocorticoides (cortisol) (Hu, Zhang, Shen, & Azhar, 2010).

2.8. Glucocorticoides

El primer paso de sintesis de las hormonas esteroideas es el precursor
pregnenolona formado a partir de una cadena de 6 carbonos que proviene de la
molécula de colesterol y es sintetizada a partir de la enzima citocromo
P450scc/CYP11A1 (Hu, et al., 2010; Gémez-Chang, et al., 2012).

La sintesis de glucocorticoides (Figura 1) desde el colesterol y pasando por
pregnenolona se realiza en la capa fasciculada de la corteza suprarrenal cuyo
principal estimulo es la hormona adenocorticotréfica (HACT), liberada de la
adenohipofisis, que se encuentra acoplada a un receptor metabotrépico y que

estimula la formacion del AMPc (Adenosin Monofosfato Cliclico) por medio de la
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activcacion de PKA (Proteina Quinasa A por sus siglas en inglés), lo cual permite la
entrada del colesterol a la mitocondria celular para el inicio de la sintesis, a nivel de

la corteza suprarrenal.

Una vez sintetizada la pregnenolona, se realizan 4 procesos enzimaticos hasta
llegar a la sintesis de cortisol por medio de 11-desoxicortisol por medio de la nzima
CYP11B1 (P450cl11) (Gomez-Chang, Larrea, & Martinez-Montes, 2012).
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Figura 1. Diagrama de la esteroidogénesis humana.

2.8.1. Cortisona/ Cortisol

Dentro de la corteza suprarrenal se sintetizan esteroides de dos clases: de 21
atomos de carbono o corticosteroides y de 19 atomos o andrégenos. Dentro de los
corticosteroides se encuentran glucocorticoides y mineralocorticoides (Brunton,
Chabner, & Knolmann, 2012).
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El cortisol es el principal glucocorticoide en humanos, dentro de sus funciones se
encuentra la elevacion de presion sanginea a través de la entrada del sodio y por lo
tanto la regulacion del equilibrio hidroelectrolitico, mantenimiento de la funcion
normal de drganos vitales como los rifiones, adaptacion al estrés a estimulos
nocivos y cambios ambientales, metabolismo de macronutrientes y modulacion de

procesos antiinflamatorios (Hu, Zhang, Shen, & Azhar, 2010).

Se han encontrado correlaciones entre la grasa visceral y aumento en la actividad
del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal y por lo tanto de produccion de cortisol a través

de la cortisona (Espindola-Antunes & Kater, 2007)

La sobreproduccién de cortisol se ve balanceada con aumento en la excresion
urinaria de éste producto libre asi como de sus metabolitos ademas de depuracion
en tejidos periféricos, generalmente teniendo como resultado niveles séricos

normales de dicha hormona (Espindola-Antunes & Kater, 2007).

El sistema endocrino es muy 14bil a modificaciones cuando se administra un farmaco
con potencialidad de influir en alguno de sus componentes y asi modificar su
homeostasis, existen diversas alteraciones por la modificacién de los niveles de

cortisol a la baja o a la alta.

La sobreexposicion crénica a los glucocorticoides resulta en el desarrollo del
Sindrome de Cushing, en el cual se presentan distintas morbilidades y aumento en

la mortalidad (Lacroix, Feelders, Stratakis, & Nieman, 2015)

Dentro de las alteraciones que producen el Sindrome de Cushing, se han
identificado lesiones adrenales primarias y secrecibn de la hormona
adrenocortricotropica por medio de tumores ectépicos (Lacroix, Feelders, Stratakis,
& Nieman, 2015).

La sintomatologia clasica de esta enfermedad incluye obesidad central, cara de luna
llena, HTA, dolores de espalda y cabeza, acné, hirsutismo, disfuncion eréctil,
amenorrea, joroba de bufalo, debilidad muscular, hematomas, baja autoestima,

depresion y ansiedad (Lacroix, Feelders, Stratakis, & Nieman, 2015)

28



Mientras que la insuficiencia corticosuprarrenal llamada Enfermedad de Addison, es
un padecimiento relativamente raro, en el cual se presentan sintomas como vomito,
anorexia, hipoglucemia y pérdida de peso sin ninguna explicacion, entre otros (Ten,
New, & Maclaren, 2013)

Dentro del cuadro clinico se incluyen astenia, hiperpigmentacién cutanea, pérdida
de peso, funcion gastrointestinal alterada, hipotension arterial, pérdida de vello e
hipertermia (Ten, New, & Maclaren, 2013)

El siglo pasado, la principal causa de enfermedad de Addison era secundaria a la
tuberculosis, en la actualidad es predominantemente debido a cuestiones

autoinmunes (Ten, New, & Maclaren, 2013).

2.9. Enzima 11p-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa Tipo 1 (11p-HSD1)

Es de suma importancia la revision de la reduccion de cortisona a cortisol debido a
gue en diversos estudios se ha descrito que la inhibicion de dicha conversion,
catalizada por la enzima 11-BHSD1, ha tenido como consecuencia mejorias en
niveles de peso corporal, masa grasa (tanto visceral como subcutanea), tension
arterial y glucemia. (Kipari, y otros, 2013). Ademas se sabe que en modelos
animales de roedores la sobreexpresion de 11-pHSD1 estd asociada con RI,
aumento de glucocorticoides en tejido adiposo, obesidad central y DM (Devang,
Nandini, Satish, & Adhikari, 2015).

El proceso de conversién de cortisona a su forma activa, cortisol (figura 2) se lleva
a cabo por medio de la enzima 11-BHSD1. Esta enzima se encuentra expresada de
manera general y especificamente en tejido hepatico, adiposo, gonadal y sistema
nervioso central. La enzima que realiza la funcion reversa (conversion de cortisol a
cortisona) se denomina 11-pHSD2 que se encuentra en rifion, colon y glandulas

salivales (Torrecilla, et al., 2012; Cooper & Stewart, 2009; Devang, et al., 2015).
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Figura 2. Conversién metabodlica de Cortisona a Cortisol.
Adaptada de: (Nathan G. , 2015).

En diversos estudios con modelos roedores se ha observado que la inhibicion de
11-BHSD1 ha mostrado un efecto cardioprotector ain con el uso de dietas altas en
lipidos e induccién de hiperglucemia, de lo contrario, la sobreexpresion del gen de
11-BHSD1 lleva a presencia de obesidad, RI, hipertension e intolerancia a la
glucosa. Cuenta ademas con un papel fundamental en la homeostasis del consumo
de macronutrimentos sobre todo en ratones con dieta hiperlipidicas (Torrecilla, et
al., 2012; Espindola-Antunes & Kater, 2007).

Sin embargo, en estudios en humanos se tienen discrepancias de niveles altos o
bajos en pacientes con SM o0 sin SM cuando ambos presentan obesidad. Se
pretende que los niveles bajos de actividad de 11-BHSD1 sean debido a
mecanismos compensatorios para preservar niveles de insulina y como medida
preventiva ante desarrollo de DM2. Se han observado relaciones positivas con
niveles de 11-HSD1 y obesidad central, IMC, masa grasa, resistencia a la insulina,

TNF-aq, Interleucina 6 y leptina (Espindola-Antunes & Kater, 2007).

A pesar de lo anterior se concluye en los sujetos obesos tienen alteraciones de
expresion en la enzima 11-BHSD1, comparado con aquellos que presentan peso
normal. La actividad de la enzima antes mencionada se ve drasticamente
incrementada en sujetos obesos y modelos animales, lo cual sugiere que el
consecuente aumento del cortisol en tejido adiposo sea un contribuyente al
desarrollo del sindrome metabdlico y especificamente obesidad (Veilleux, et al.,
2009; Espindola-Antunes & Kater, 2007).
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Se ha encontrado sobreexpresion génica de 11-pHSD1 en modelos de raton obesos
y en humanos se relacion6 el aumento de 11-BHSD1 con el incremento de
circunferencia de cintura; ademas de que la contraparte, 11-pHSD2 se encontraba
reducida a la mitad en mujeres obesas, por lo que se ha sugerido que inhibidores
de la 11-pHSD1 sean potenciales farmacos coadyuvantes en la reduccion de
obesidad (Engeli, et al., 2004; Brunton, et al., 2012).

Un factor adicional que puede explicar los niveles elevados de 11-BHSD1 en sujetos
obesos son los factores de estrés celular como lo son citocinas proinflamatorias,
interleucinas, TNFa y algunas toxinas; todos aumentando la actividad de
transcripcion de 11-BHSD1 (Torrecilla, y otros, 2012).

Entre los factores de regulacion positiva de sintesis de 11-HSD1 se encuentran:
presencia de glucocorticoides, agonistas de PPARy, TNFa vy leptina; asi como el
consumo de alimentos, mientras que los negativos son la Hormona del crecimiento

y tiazolidinedionas (Espindola-Antunes & Kater, 2007).

2.10. Estrogenos y progestagenos

Dentro de las hormonas que también son de naturaleza esteroidea de igual manera
que el cortisol, se encuentran los estrogenos y progestagenos, siendo el estradiol y
la progesterona los principales representantes de cada grupo, respectivamente.

Tanto estrogenos como progestagenos tienen muy amplias acciones en el
organismo, siendo algunas de ellas la ovulacion, la preparacion de los 6rganos
reproductores femeninos para la fecundacion y la implantacion el évulo fecundado;
debido a esto se consideran actores fundamentales en el control del ciclo menstrual
y la reproduccion; debido a esto, el principal uso de los estrégenos es como
componente de anticonceptivos y en terapia durante la menopausia, mientras que

de los progestagenos es el tratamiento hormonal sustitutivo y anticonceptivos.

Los estrogenos se originan desde el colesterol y pasan a través de diversas rutas
metabdlicas hasta llegar a la testosterona, la cual es su principal precursor. Esta

sintesis se lleva a cabo en ovario, testiculos, placenta, regiones del encéfalo, asi
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como tejido 6seo y adiposo, entre otras. Mientras que los progestagenos se originan
directamente del Colesterol y se secreta del ovario y la placenta (Brunton, Chabner,
& Knolmann, 2012).

2.11. Inhibidores de la enzima 118-HSD1

Se han desarrollado una serie de inhibidores de la enzima 113-HSD1 probados en
animales, generalmente en roedores y algunos se encuentran ya, en fase
experimental, tanto en lineas celulares como en humanos, en los que se ven
reduccion de indicadores del SM (Kipari, y otros, 2013). Existe la posibilidad de
inhibir especificamente la 113-HSD1 o de su cofactor enzimatico directo (Cooper &
Stewart, 2009).

Es ademas de suma importancia el disponer de un inhibidor selectivo de 113-HSD1,
ya que si se inhibe también su contraparte, la enzima 11B hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 2 (11B-HSD2), se pueden presentar efectos no deseados,
entre los cuales estan la retencidén de sodio, hipocalemia e hipertension (Vernier, y
otros, 2013).

Diversos estudios han demostrado los efectos benéficos de la deficiencia de la
enzima 11B-HSD1, entre los cuales se encuentra la reduccion de aterosclerosis con
disminucién de la lesion inflamatoria, independientemente de los riesgos

metabdlicos previos (Kipari, y otros, 2013).

Se ha demostrado que la inhibicién de 113-HSDL1 tiene un efecto directo en la
inflamacion, al suprimir la respuesta genética en el acido ribonucleico mensajero
(mMRNA, por sus siglas en inglés), lo cual se ve reflejado en la cantidad de
macréfagos presentes en arterias, en ratones modificados genéticamente para

presentar aterosclerosis (Luo, y otros, 2013).

Otros inhibidores, como la emodina han presentado también efectos en la reduccién
de resistencia a la insulina, glucosa sanguinea, fosfoenol piruvato carboxiquinasa
(PEPCK, por sus siglas en inglés) y el mRNA de glucosa 6 fosfatasa (Feng, y otros,
2010).
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BVT.2733, un inhibidor selectivo de 11B-HSD1probado en ratones con obesidad
inducida con dieta (DIO, por sus siglas en inglés) por dos semanas mostré reduccion
de ganancia de peso, tolerancia a la glucosa y disminuyo los niveles de las
adiponectinas, e incrementd la expresion del mRNA de la carnitina palmitolil

transferasa y del peroxisoma proliferador activado del receptor (Liu, y otros, 2011).

Se han encontrado ademas efectos como disminucion de peso, Insulina y glucosa
sanguinea en ayunas secundarios a la inhibicién selectiva de 11B-HSD1 en ratones
DIO (Alberts, y otros, 2002).

2.12. Usos farmacologicos de grupos adamantanos

El grupo adamantano ha sido utilizado clinicamente desde 1964, se inici6 como
antiviral contra la influenza A y el virus de la Rubéola y desde entonces se ha
utilizado ampliamente en toda la industria farmacéutica gracias a su capacidad
liposoluble, lo que aumenta las posibilidades de éxito de un potencial farmaco,
ademas se ha probado su uso contra el virus de Herpes, procesos inflamatorios

hepéticos y Paludismo (Wanka, Igbal, & Schreiner, 2013).

Recientemente se ha evaluado un compuesto con grupo adamantano como posible
agente contra el virus del dengue y mediante estudios Docking, en el cual se
muestran posibles interacciones con el blanco farmacoldgico, las cuales son
suficientes para realizar pruebas con el compuesto como antiviral (Luzhkov,
Decroly, Canard, Selisko, & Agvist, 2013).

Otro uso importante de los adamantanos es cuando se incorporan péptidos
neurotrépicos, es decir, con especial afinidad por células del sistema nervioso
central para la promocién de neurogénesis, neuronutricion y plasticidad sinaptica en
ratones, por lo que son potencialmente de gran utilidad para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson (Li, y otros,
2010).

Por altimo, se han probado compuestos con grupos adamantano en el tratamiento

de tumores malignos y leucemia. Se ha utilizado y comprobado su uso en lineas
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celulares cancerosas de ovario, pancreas y glioblastoma resistentes a otro tipo de
farmacos, tiene una alta especificidad para células tumorales y no ha mostrado
hepatotoxicidad (Dilda, y otros, 2012).

2.12.1. Inhibidores de 113-HSD1 con un grupo adamantano

Se han utilizado diversos compuestos con grupos adamantil como inhibidores

selectivos de la enzima 113-HSD1 dentro de los cuales se encuentran:

2-Amino-N-(adamant-2-yl) Acetamide

e (3-(1-adamantyl)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-[1,2,4]triazolo[4,3-a]azepine

¢ N-Methyl-N-((3-methylthiophen-2-yl)methyl)adamantane-1-carboxamide
¢ N-((3-Aminothiophen-2-yl)methyl) Nmethyladamantane-1-carboxamide

¢ N-Methyl-N-((4-methylthiophen-2-yl)-methyl)adamantane-1-carboxamide

e 1-(4-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(thio-phen-2-ylmethyl)

cyclopropanecarbox-amide
e Entre otros

(Rohde, et al., 2007; Hermanowski-Vosatka, et al., 2005; Su, et al., 2012).

Todos han probado ser potentes inhibidores selectivos de la enzima 113-HSD1
humana y se ha demostrado la prevencion de la progresion y estabilizacion del SM
y aterosclerosis en estudios realizados en ratones DIO con suplementacion en la
dieta de los compuestos (Rohde, et al., 2007; Hermanowski-Vosatka, et al., 2005;
Su, et al., 2012).

2.12.2. N-(2,2-Di(1H-pyrrol-2-yl)ethyl) adamantine -1-carboxamide
(NDHPEAC)

Este compuesto, NDHPEAC, fue sintetizado di novo en El Laboratorio de Sintesis

Organica y Disefio Molecular del Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas de
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la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (Gallardo-Alfonzo, Ocampo-

Néstor, Contreras-Celeddn, & Chacén-Garcia, 2014).

Se realiz6 un estudio de Docking o de anclaje molecular que es un procedimiento
de calculo en el cual se pueden precedir uniones no covalentes entre un receptor y

un ligando.

Mediante esta novedosa estrategia para el desarrollo de farmacos, se pueden
predecir con alto grado de certidumbre, la conformacion del ligando y su afinidad
con el receptor, tomando en cuenta uniones tipo puentes de Hidrégeno,
interacciones de Van der Waals, dipolo-dipolo, m-m y ©&-m.Como blanco
farmacoldgico, se utilizé la enzima 11B3-HSD1 (Gallardo-Alfonzo, Ocampo-Néstor,
Contreras-Celedon, & Chacon-Garcia, 2014).

Los estudios de docking son cada vez mas confiables y precisos en sus
predicciones conformacionales, lo cual es de gran utilidad en el campo de la
Quimica y la biologia, asi como en la industria de sintesis de farmacos, debido a
que al tener resultados de las conformaciones predilectas entre un compuesto y un
ligando, se ahorra gran cantidad de tiempo y recursos en la obtencion de nuevos
farmacos (Ritchie, 2008).

Gracias a los estudios docking realizados al compuesto NDHPEAC, es que
podemos realizar pruebas orientadas a la inhibicion de la enzima 11p3-HSD1 y asi
determinar de manera mas eficaz su potencial utilidad para la sociedad (Gallardo-
Alfonzo, Ocampo-Néstor, Contreras-Celedén, & Chacén-Garcia, 2014).

En los resultados de energia se pudo observar que el compuesto NDHPEAC es
tedricamente capaz de inhibir a la enzima 11p-HSD1, ya que sus enlaces de union
son estabilizantes (Gallardo-Alfonzo, Ocampo-Néstor, Contreras-Celedon, &
Chacén-Garcia, 2014).

Ademas se le han realizado pruebas de resonancia magnética nuclear y
cristalografia de rayos X para determinar los componentes estructurales a nivel
molecular (Gallardo-Alfonzo, Ocampo-Néstor, Contreras-Celeddén, & Chacén-
Garcia, 2014).
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.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo de la Diabetes Mellitus tipo 2, se inicia con la intolerancia a la glucosa,
siendo la diabetes un componente central del Sindrome Metabdlico, lo cual
representa actualmente uno de los principales problemas de salud publica a nivel

mundial. (Hernandez-Avila, Gutiérrez, & Reynoso-Noverén, 2013)

Desde hace mas de 70 afos, la diabetes ya se encontraba dentro de las primeras
20 causas de mortalidad en México, y desde el afio 2000 es la primera causa de
muerte en la poblacion mexicana. (Hernandez-Avila, Gutiérrez, & Reynoso-
Noveron, 2013)

Debido a lo anterior, se han planteado diversos tratamientos alternos para el
Sindrome Metabdlico, teniéndose un gran interés en el papel que desempefia la
enzima 11p-HSD1 y los resultados de la inhibicién de ésta enzima. (Liu, y otros,
2011) (Veilleux, Rheaume, Daris, Luu-The, & Tchernof, 2009)

En distintos estudios a nivel mundial se han probado compuestos con actividad
inhibitoria sobre la 11B3-HSD1, los cuales han mostrado efectos benéficos sobre la
reduccion del peso corporal, la glucosa sanguinea, la hiperlipidemia, la tensién

arterial, el contenido de grasa subcutanea, entre otros.

Lo anterior plantea una nueva alternativa para el tratamiento del SM. El objetivo de
éste estudio es la caracterizacion farmacotoxicoldégica del nuevo compuesto
NDHPEAC, al cual se le realizaron pruebas de anclaje molecular (Docking), las
cuales muestran desde el punto de vista tedrico, que el compuesto es un inhibidor
potencial de la 113-HSD1.

De esta manera nos interesamos en la caracterizacion del NDHPEAC mediante

distintas pruebas para observar su probable influencia en los componentes del SM.

Ademas, debido a la estrecha relacion entre el cortisol (producto sintetizado a partir
de la cortisona a través de la enzima 11p-HSD1) con las hormonas sexuales

femeninas, consideramos importante realizar pruebas en utero y ciclo estral.
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Asimismo, es relevante la realizacion de pruebas en ileon para determinar la

actividad biologica que pueda presentar en distintos érganos.
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3.1. Preguntade investigacion

¢, Es el NDHPEAC un inhibidor selectivo de la enzima 113-HSD1 en roedores cuya
accion influya en el peso corporal, las concentraciones de la glucosa sanguinea, la
temperatura corporal; la actividad del musculo liso (uterino e ileon) y sobre el ciclo

estral, bajo condiciones de administracion aguda y subcrénica?
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3.2. Justificacion

Desde 1988, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) introdujo el diagnéstico de
Sindrome metabdlico (SM), el cual constituye una serie de las enfermedades que
causan mayores problemas de salud a nivel mundial (35.4% de prevalencia a nivel
mundial) (Alberti, y otros, 2009)

El sindrome metabdlico tiene como eje central la resistencia a la insulina y otros de
sus componentes son: obesidad, dislipidemias, hipertension arterial, Diabetes
Mellitus tipo 2 y gota (Rivellese & Giacco, 2011)

En el SM se han relacionado niveles altos de cortisona, precursora del cortisol que
en exceso se ha asociado al aumento de la presion sanguinea, resistencia a la
insulina y cambios en el metabolismo lipidico; En personas con obesidad, la
cantidad de cortisol secretado se relaciona con su peso y por lo tanto con su IMC
(Rivellese & Giacco, 2011).

Las personas diagnosticadas con SM requieren la administraciéon concomitante de
varios farmacos, lo cual indica que las interacciones medicamentosas tienen altas
probabilidades de ocurrir, por lo que una alternativa al tratamiento con efectos
benéficos en multiples aspectos del SM seria un excelente alternativa en el

tratamiento (Rivellese & Giacco, 2011)

Por otra parte, debido al gran aumento de la prevalencia en el mundo del Sindrome
metabolico, se ha aumentado el interés por desarrollar nuevas estrategias para el
desarrollo de tratamientos alternativos del SM, siendo la inhibicién de la enzima 11-
Hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11p-HSD1) una posible respuesta; dentro
de sus beneficios se han observado mejoras significativas en los parametros de
control y evaluacion del SM, ademas de baja interaccion con otros farmacos y nula

toxicidad hepética (Hermanowski-Vosatka, y otros, 2005).

La enzima 11pB-Hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (118-HSD1, por sus siglas
en inglés) convierte glucocorticoides inactivos a cortisol y corticosterona; 113-HSD2

lleva a cabo la reaccion inversa. La 113-HSD1 se expresa sobre todo en tejido
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hepatico, adiposo, 6seo y del Sistema Nervioso Central (SNC) (Cooper & Stewart,
2009).

En las Ultimas décadas, diversas investigaciones se han centrado en indagar el
metabolismo de 11B-HSD1 y las implicaciones de su inhibicion selectiva en el
organismo y sus enfermedades. Se ha demostrado que al inhibir la enzima, los
niveles de glucosa, leptina, colesterol, triglicéridos (Tg) hepéaticos y la resistencia a
la insulina mejoran de manera significativa (Hermanowski-Vosatka, y otros, 2005).

Gracias a la conclusion de estas investigaciones, se han desarrollado una gran
cantidad de inhibidores selectivos de la 113-HSD1, moléculas de naturaleza muy
variada, desde extractos vegetales hasta moléculas sintéticas (Hermanowski-
Vosatka, y otros, 2005)

Existe un selecto grupo de inhibidores de la enzima 11B-HSD1 con un grupo
adamantil en su estructura, este grupo le confiere mayor liposolubilidad a los
compuestos, ademas de tener muy baja toxicidad y bajas posibilidades de
interaccién con otros farmacos, lo cual es de suma importancia en pacientes con

Sindrome metabdlico (Hermanowski-Vosatka, y otros, 2005)

El sistema enddcrino, en el cual influye la 11B-HSD1, es uno de los mas susceptibles
a modificaciones, una gran cantidad de hormonas tienen estructuras de tipo
esteroideo, provenientes del ciclopentano perhidrofenantreno (colesterol) (Brunton,
Chabner, & Knolmann, 2012), dentro de las cuales, se encuentran las hormonas
sexuales femeninas (progesterona y estradiol), responsables de la regulacion del
ciclo menstrual y la motilidad uterina; los andrégenos (testosterona), responsables
del desarrollo sexual masculino; y los mineralocorticoides, responsables del control
de la tension arterial (entre otras funciones) por medio de la regulacion de
electrolitos, los cuales tienen una estrecha relacion con el cortisol por su ya

mencionado origen comun en el colesterol (Brunton, Chabner, & Knolmann, 2012).

Actualmente en la sociedad mexicana existe una aumentada preocupacion por el

nuevo uso de anticonceptivos y métodos de planificacién familiar, debido al
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creciente numero de embarazos en mujeres adolescentes, siendo éste otro
potencial uso del compuesto NDHPEAC por su potencialidad de inhibicion de la
enzima 11B3-HSD1 y la estrecha relacion de ésta con las hormonas sexuales

femeninas (Chavez-Courtois & Casanueva, 2005).

Con fundamento en los antecedentes escritos, es que nuestro estudio es de gran
relevancia para la sociedad, ya que la realizacion de diversas pruebas en distintos
modelos animales del NDHPEAC, serd parte de la caracterizacion
farmacotoxicologica del compuesto mencionado. Siendo éste un farmaco novedoso
sintetizado con ayuda de técnicas de anclaje molecular (Docking), las cuales
predicen que es un potencial inhibidor de la enzima 113-HSD1 (Gallardo-Alfonzo,
Ocampo-Néstor, Contreras-Celedon, & Chacon-Garcia, 2014)

Esta técnica nos permite ahorrar tiempo y recursos en la obtencion y prueba de
potenciales farmacos, ya que por medio de métodos computacionales se predice la
conformacion preferida de una molécula con un potencial blanco farmacolégico

(receptor, enzima, canal o transportador).

La importancia de éste estudio radica en la evaluacién de un posible inhibidor de
11B-HSD1, el primero generado en México y por lo tanto de gran utilidad potencial

para la sociedad.
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IV. HIPOTESIS

El NDHPEAC al ser un inhibidor selectivo de la enzima 11p-HSD1 en roedores,
influye en variables como el peso corporal, la concentracion de glucosa sanguinea,
la temperatura corporal y la actividad motora del musculo liso uterino e intestinal y

sobre el ciclo estral.

4.1. Hipétesis nula (Ho)

EI NDHPEAC no produce cambios sobre peso corporal, la concentracion de glucosa
sanguinea, la temperatura corporal y la actividad motora del musculo liso uterino e

intestinal y sobre el ciclo estral en roedores.

4.2. Hipoétesis alterna (H1)

El NDHPEAC modifica el peso corporal, la concentraciéon de la glucosa sanguinea,
el consumo de agua y el consumo de alimento o la temperatura corporal o las

contracciones del musculo liso (uterino e intestinal) y el ciclo estral en roedores
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V. OBJETIVOS

5.1.

Objetivo general

Conocer el perfil farmacotoxicolégico del compuesto NDHPEAC en roedores en

estudios en modelos experimentales tanto in vivo como in vitro.

5.2.

Objetivos especificos

. Realizar una curva de tolerancia a la glucosa en ratones obesos y no

obesos posterior a la administracién del NDHPEAC.

. Indagar en un estudio agudo el efecto del NDHPEAC sobre la temperatura

corporal en ratones obesos y no obesos.

. Conocer en un estudio subcronico el efecto del NDHPEAC sobre la

glucosa, la temperatura corporal, el peso corporal y el consumo de agua
y alimento en ratones obesos y no obesos.

. Indagar en un estudio agudo el efecto del NDHPEAC sobre la curva de

tolerancia a la glucosa y la temperatura corporal en ratones obesos y no

obesos.

. Determinar la influencia del NDHPEAC sobre la actividad biolégica

contractil del masculo liso uterino de la rata.

. Determinar la influencia del NDHPEAC sobre la actividad biolégica

contractil del musculo liso de ileon de la rata.

. Estudiar el efecto del NDHPEAC sobre el ciclo estral de la rata.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1. Tipo de estudio

Experimental, prospectivo
6.2. Variables

6.2.1. Variables independientes

e Especie animal (Ratén, Rata)
e Dieta balanceada

e Administracion de N-(2,2-Di(1H-pyrrol-2-yl)ethyl)adamantane-1-

carboxamide
e Concentracion de NDHPEAC y Serotonina
6.2.2. Variables dependientes
e Temperatura
e Glucosa sanguinea
e Actividad contractil del muasculo liso uterino e intestinal
e Peso corporal
e Fases de ciclo estral
e Consumo de agua

e Consumo de alimento
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6.3. Poblacion y muestra

Se utilizaron ratas Wistar obtenidas del Bioterio de la Facultad de Medicina de la
UNAM vy ratones con obesidad inducida por administracion neonatal de GMS y sin

obesidad (controles).

6.3.1. Estudios in vivo

Ratones machos y hembras de la cepa CD-1 con un peso de 25-30 g obtenidos del
bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM; y ratones obesos (tratados
neonatalmente con GMS) con un peso de 55-70 g (Gonzalez-Chavez, Martinez-

Enriquez, & Campos-Sepulveda, 2006).

Los animales fueron mantenidos con alimento y agua ad libitum, ciclos luz/oscuridad
12x12 hrs, con una temperatura de 20-23°C.Todos los estudios que se describen,
se realizaron de acuerdo a los lineamientos internacionales de la CIOMS (Consejo
de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas, por sus siglas en
inglés) y a lo que sefala articulo 82 de la ley general de Salud, asi como a las
recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) en materia
de Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

6.3.1.1. Estudio agudo

6.3.1.1.1. Curva de tolerancia a la glucosa

Un lote de 20 ratones macho se distribuy6 aleatoriamente en 4 grupos de 5 animales
cada uno, a los cuales se les marcé y pes6 en una balanza digital (Sartorius) y se
tomé la temperatura rectal basal mediante un teletermdmetro (ISI Teletermomether)
y la glucemia basal por micrométodo validado (20 pl de muestra sanguinea) (Accu-
Chek, Roche). Se realizé la administracion de soluciones po de la siguiente manera
(Tabla 4).
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Tabla 4. Condiciones experimentales de administracion de compuestos
para cada grupo de estudio agudo en ratones sanos:

Grupo | Vehiculo de NDHPEAC Vehiculo de Glucosa
Grupo Il 10 y 40 mg/kg de NDHPEAC Glucosa 3 g/kg
Grupo lll 10 y 40 mg/kg de NDHPEAC Vehiculo de Glucosa
Grupo IV Vehiculo de NDHPEAC Glucosa 3 g/kg

Se realiz6 la administracion de NDHPEAC a los grupos Il y Il a las dosis de 10y 40
mg/kg respectivamente y a los grupos | y IV se les administré solucién salina
fisiolégica como vehiculo a los 0 min. A continuacion, se realizé la administracion
de glucosa (3 g/kg) a los grupos Il y IV, y agua como vehiculo a los grupos | y Il a
los 15".

Se hicieron determinaciones de glucemia capilar a los 15, 30, 60,120 y 240 min y
de temperatura rectal a los 60, 120 y 240 min posteriores a la administracion de

glucosa o el vehiculo.

6.3.1.2. Estudio subcrénico

Un grupo (Grupo I) de 8 ratones, macho, con obesidad inducida por la
administracion neonatal de glutamato monosodico (GMS) y otro grupo (Grupo Il) de
8 ratones normales que solo recibieron solucion salina fisiolégica al 0.9% en el
periodo neonatal (Figura 3). Ambos grupos recibieron diariamente, durante 4
semanas 20 mg/kg de peso, via oral, del compuesto NDHPEAC.
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Figura 3. A la izquierda, se observa a un ratén con obesidad inducida por
administracién neonatal de GMS. Y en la imagen derecha, observamos
la comparacién de tamafios entre grupos con obesidad inducida por
administracion de GMS (izquierda) y sin obesidad (derecha).

Tanto al Grupo | como al ll, se les hicieron las siguientes mediciones:
e Peso corporal: diariamente.
e Consumo de agua los dias 3, 6, 10, 13,17 y 21.
e Consumo de alimento los dias 6, 10, 17, 21y 24.
e Temperatura rectal: semanalmente.
e Glucemia capilar: semanalmente.
6.3.2. Estudios in vitro

6.3.2.1. Animales

Se empled un grupo de 11 ratas obtenidas del Bioterio de la Facultad de Medicina
de la UNAM.

6.3.2.1.1. Frotis vaginal

Se realiz6 un frotis vaginal para la determinacion del ciclo estral de la siguiente

manera:

Con una pipeta Pasteur, punta roma, se tomaron 30ul de solucién fisiologica salina
al 0.9%, se introdujo en la cavidad vaginal de las ratas, para tomar la muestra la
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cual se colocé en un portaobjetos y se observo al microscopio a 40x (MOTIC B). De
acuerdo a la predominancia de células observadas en la muestra se determiné la
fase del ciclo estral: estro, metaestro, diestro y proestro (Goldman, Murr, & Cooper,
2007).
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Figura 4. Representacion citolégica de las diferentes etapas del ciclo estral de la rata

6.3.2.1.2. Técnica de Obtencidén y estudio del érgano aislado

6.3.2.1.3. Eutanasia, extraccién de tejido y respuesta contractil

En el caso del estudio en Utero se seleccionaron Unicamente a las ratas en fase de
estro. Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).

Se disecciono el tejido (utero o ileon) y se colocd en una caja Petri con solucion
correspondiente: Ringer de Jalon para utero (con la siguiente composicion mM:
NaCl 153, KCI 5.6, glucosa 2.7, NaHCO3 5.9, CaClz 100) y Krebs para ileon (con la
siguiente concentracion mM: NaCl 118, KCl 4.7, glucosa 11, NaHCOs 25, CaCl2 2.5,
MgCl2 1.2 y KH2PO4 1.3) (Tabla 5).
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Se eliming el tejido adiposo y conectivo y se dividieron en segmentos de 1-1.5 cm
para utero y de 1.5-2cm para ileon, se colocaron en cadmaras para 6rgano aislado
con capacidad de 30 ml de solucion correspondiente, burbujeada con carbdgeno
(CO2:5% y 02:95%) con las condiciones fisioloégicas descritas en la Tabla 5, se
perfundieron con solucion nutriente antes de la exposicion al compuesto por 15

minutos (Figura 6).

Se registrd la actividad contractil espontanea (basal) de los tejidos y la inducida por
la administracion del NDHPEAC por medio de un trasductor FTO3 conectado a un

poligrafo Grass 79D (Figura 5).

En el caso del atero, se incubd en presencia de una solucion de Serotonina
(concentracion de 1x10° M) antes y después de la administracién de NDHPAC de
la cual, se utilizaron las siguientes concentraciones: 1x10" a 1x10?M administradas
a intervalos de 10 minutos con lavados entre cada cambio de concentracién con
solucién nutriente por 5 minutos y se registro la actividad motora del musculo y se

midié con planimetro, expresandose como el area bajo la curva (ABC) en cm?.

En el caso de ileon se administr6 Unicamente el compuesto en las siguientes
concentraciones: 6.5, 12.93, 19.39 y 25.85 mM administradas en tiempos de 10
minutos con lavados entre cada cambio de concentracion con solucidén nutriente por
5 minutos y se cuantifico la actividad de contraccion espontanea del musculo como

el &rea bajo la curva (ABC) expresada en cm?.

Tabla 5. Condiciones fisiol6gicas para el estudio de
6rgano aislado de ileon y Gtero de roedores

Condicion Parametro
fleon Utero
Solucién nutriente Krebs Ringer de Jalon
Segmento (cm) 1.5-2 cm 1-1.5cm
Temperatura (°C) 37°C 32°C
Tension inicial (g) 29 19
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Figura 5. Derecha: Trasductor FTO3 conectado a un poligrafo Grass 79D
registrando actividad motora. lzquierda: Camaras para 6rgano aislado.

MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO
DE LOS EFECTOS DE LOS FARMACOS:

In vitro.

| REGISTRO POLIGRAFICO |

Figura 6. Modelos experimentales para el estudio de los efectos de
los farmacos in vitro. Sacrificio, extraccion de tejido, montaje
en camaras para organo aislado y registro poligréafico.
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6.3.3. Determinacion de la influencia del NDHPEAC sobre fases del ciclo
estral

Un lote de 6 ratas hembra se dividio en dos grupos de 3 sujetos cada uno, se
marcaron y se pesaron. Se realizd un frotis vaginal para la determinacion de las
fases del ciclo estral. Al grupo experimental se les administr6 de 40mg/kg de
NDHPEAC via intraperitoneal diariamente por 5 dias, al grupo control se le
administrd solucion salina por la misma via. Se determino la fase del ciclo estral y

se midi6 el consumo de agua y alimento hasta completar 10 dias.

6.4. Analisis estadistico

Los resultados se sometieron a un analisis estadistico descriptivo e inferencial de
varianzas (ANOVA) y la prueba t Pareada de Student y X?y se calcul6 el promedio
y el error estandar (E.E.), dependiendo de la variable estudiada y su escala de

medicidn. Se consideraron estadisticamente significativos los valores de p< 0.05.

6.4.1. Resultados y discusion

6.4.1.1. Estudio agudo

En la figura 3 se muestran los promedios de mediciones de glucosa a los distintos

grupos.

El primer grupo, el cual recibid Unicamente los vehiculos tanto del compuesto
NDHPEAC (solucion salina) y Glucosa (agua), no muestra aumento en los niveles
de glucosa, seguido de un significativo descenso en la glucemia capilar, lo cual era
de esperarse debido a las sustancias que recibieron y la ausencia de nutrimentos

energéticos en ellas.

El segundo grupo que recibi6 ambas condiciones experimentales (NDHPEAC y
Glucosa) muestra un esperado aumento en la glucemia capilar llegando a las
maximas concentraciones de glucosa (aproximadamente 300 mg/dL) a los 30

minutos, después de la administracion de glucosa, a pesar de la administracion de
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NDHPEAC y de ahi continta el descenso hasta llegar a niveles cercanos a los 50

mg/dL a los 240 minutos.

En el tercer grupo el cual recibié el compuesto NDHPEAC (10 mg/kg) y el vehiculo
de la glucosa (agua), se puede observar que tiene un comportamiento similar al
primer grupo, durante todo el tiempo del estudio (p>0.05); lo que es comprensible
ya que tampoco recibié solucién glucosada (3 mg/kg) y no se esperaba aumento en

niveles de glucemia.

Lo cual nos indica que, si bien el NDHPEAC no es un potencial hipoglucemiante en
presencia de administracion de glucosa en nuestro estudio, tampoco representa un
perjuicio su administracion en ausencia de glucosa, dicha cuestion puede
representar un beneficio potencial en caso de que el compuesto NDHPEAC sea

utilizado con distintos fines terapéuticos.

Finalmente, en el grupo namero IV, que recibio el vehiculo del NDHPEAC (solucion
salina) y glucosa (3 g/kg), observamos un aumento en la glucemia capilar después
de la administracién de la solucion glucosada (3 g/kg) resultados que no son
sorprendentes. En las siguientes mediciones se observo un descenso en la glucosa
capilar seguido de un ligero aumento y por ultimo una disminucion final llegando a

valores similares a los grupos control.

En la medicion de glucosa basal (0 min) no se observé diferencia estadisticamente
significativa (p>0.05) entre los 4 grupos, lo cual nos indica que los grupos son

homogéneos para la realizacion del experimento.

De igual manera, no se encuentra diferencia estadisticamente significativa en los
tiempos de 120 y 240 minutos, lo cual puede ser debido a mecanismos internos de

regulacion del metabolismo de la glucosa.

Durante los tiempos de 15, 30 y 60 min existe diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) entre grupos, sin embargo, no hay diferencia significativa
(p>0.05) entre el grupo Il (Glucosa + NDHPEAC) y el grupo IV (Glucosa + Solucion
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salina), los cuales muestran un comportamiento similar debido a la administracion

de la solucién glucosada a los animales de ambos grupos.

Lo mencionado anteriormente nos indica que, en nuestro estudio, el NDHPEAC
administrado previamente a la glucosa, no modifica la curva de tolerancia a la

glucosa, aspecto que no descarta que tenga efecto hipoglucemiante.

Por lo que hace necesarios méas estudios en los cuales se puedan modificar algunas
variables como un mayor numero de sujetos, momento de administracion (después
de la glucosa) via de administracion, vehiculos que den mayor solubilidad al

compuesto y estudios en modelos animal de DM2, entre otros.
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Figura 7. Curva de evolucion temporal de las concentraciones de glucosa, durante
240 minutos, de los 4 grupos de ratones sometidos a diferentes
condiciones experimentales. Los resultados se muestran como el
promedio * error estdndar. NUmero de sujetos por grupo= 5. *p<0.05
respecto a los grupos que no recibieron glucosa.

Ademas de la medicidén de glucemia capilar, se realizé la medicion de temperatura
rectal a los ratones en los tiempos basal, 60, 120 y 240 min. Consideramos

importante la medicién de la temperatura, ya que siendo ésta un signo vital, su
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descenso o aumento drastico, es incompatible con la vida (Villegas-Gonzélez,

Villegas-Arenas, & Villegas- Gonzalez, 2012).

En la grafica anterior podemos observar que en ninguno de los tiempos medidos se
encuentra diferencia significativa (p>0.05), lo cual nos indica que el NDHPEAC no
es un compuesto que modifique esta variable fisioldgica (temperatura rectal),
resultados favorables desde el punto de vista toxicolégico que le confiere seguridad

al producto.
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Figura 8. Curva de evolucion temporal de la temperatura corporal, durante 240
minutos, de los 4 grupos de ratones sometidos a diferentes condiciones
experimentales. Los resultados se muestran como el promedio + error
estandar. Niumero de sujetos por grupo= 5.

6.4.1.2. Estudio subcrénico

En las figuras 5 y 6 podemos observar el efecto de pérdida de peso tanto en ratones
obesos neurointoxicados con GMS como en los animales control (no obesos) desde
el inicio hasta el final de la cuarta semana (p<0.05). Ambos grupos mostraron un
comportamiento similar en la reduccion de peso, siendo ésta mas pronunciada en
el grupo de animales obesos, los cuales mostraron diferencias significativas
(p<0.05).
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Para la tercera semana de tratamiento, el grupo de animales obesos con la
administracion de GMS ya reportaba pesos menores a los iniciales del grupo control,
lo que indica que el NDHPEAC tiene un gran potencial para reducir el peso corporal
en periodos relativamente cortos de tiempo, y después teniendo un ligero repunte
de peso no significativo, lo que se puede considerar como estabilizacion de peso,
por lo que se puede indagar que no existe una reduccion de peso mayor que ponga
en riesgo la salud de los sujetos, aspecto que también le confiere seguridad al
NDHPEAC.

En diversos estudios se ha observado que, en estado de obesidad, la enzima11[3-
HSD1 se encuentra sobreexpresada (Brunton, et al., 2012; Engeli, et al., 2004), por
lo que se ha planteado que la inhibicion de 113-HSD1 sea un posible coadyuvante
en el tratamiento de la obesidad.

Al obtener los resultados anteriores en el que la administracion del compuesto
NDHPEAC mostré mejorias en el peso de los ratones obesos y no obesos, lo que
sugiere que el compuesto mencionado pueda servir como un inhibidor de la enzima

11B8-HSD1 y por lo tanto contribuir a la disminucién de peso corporal.

Son necesarias pruebas con un grupo control obeso con las mismas condiciones
experimentales excepto administracion del compuesto NDHPEAC para observar si
se encuentran niveles superiores de la enzima 113-HSD1 y su probable reduccion
al administrar el compuesto. Ademas, son deseables experimentos en otros
modelos animales para considerar viable su potencial uso en sujetos humanos en

el control de la obesidad.
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Figura 9. Curva de evolucién temporal del peso corporal, durante 19 dias, de los
2 grupos de ratones sometidos a la administracién diaria de NDHPEAC
(20 mg/kg de peso corporal, po). Los resultados se muestran como el
promedio * error estandar. NUmero de sujetos por grupo= 8. +p< 0.05
del inicio al final del estudio en cada grupo.

[e)}
(6]
]

=¢=GMS =ll=CONTROL

[e2}
o
1

9,
wv
1

u
o
1

PESO CORPORAL (g)

D
w
1

N
o

SEMANA

Figura 10. Curva de evolucion temporal del peso corporal, durante 4 semanas, de los 2
grupos de ratones sometidos a la administracion diaria de NDHPEAC (20
mg/kg de peso corporal, po). Los resultados se muestran como el promedio
error estandar. Nimero de sujetos por grupo= 8. *p<0.05.
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En la figura 7 podemos observar la marcada disminucion en el consumo de alimento
en ambos grupos (p<0.05), la cual fue mayor en el grupo de ratones obesos (p<0.05)
lo cual puede explicar la disminucion de peso que experimentaron los sujetos

experimentales y controles secundario a la administracion de NDHPEAC.

En la primera semana existe un menor consumo de alimento en el grupo GMS, lo
cual se ve relacionado con la mayor pérdida de peso de éste grupo en relacion con

el grupo no obeso.

Después de la disminucién de peso del grupo control del dia 6 al dia 10, se mantuvo
el consumo de alimento del grupo. Durante la tercera semana existe un aumento en
el consumo de alimento en el grupo GMS, lo cual tiene como consecuencia un ligero

aumento de peso para la semana 4.

Durante los 24 dias que se midio el consumo de alimento de los grupos, existio
disminucién de éste, lo cual probablemente esté relacionado a la administracién del
compuesto NDHPEAC, para demostrar lo anterior son necesarios experimentos
posteriores con un grupo control al cual no se le administre el compuesto NDHPEAC
y se mantengan las condiciones experimentales similares. Se ha observado que la
produccion de 11-pHSD1 estd directamente relacionada con el consumo de
alimentos, lo cual observamos durante las semanas que mantuvimos el

experimento (Sierra, Roganovich, & Rizzo, 2012).
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Figura 11. Curva de evolucion temporal del consumo de alimento, durante 24 dias, de los
2 grupos de ratones sometidos a la administracion diaria de NDHPEAC (20
mg/kg de peso corporal, po). Los resultados se muestran como el promedio *
error estdndar. NUumero de sujetos por grupo= 8. *p<0.05.

Debido a la naturaleza del alimento proporcionado a los ratones que es seco, es
necesario medir el consumo de agua que se les da de manera libre, en la grafica

anterior, podemos observar que el consumo de agua entre grupos es variable.

El grupo GMS tiene una curva de comportamiento contraria al consumo de alimento
en la cual aumento el consumo de agua hasta el dia 13, con tendencia a disminuir

en los siguientes dias.

Ambos grupos tuvieron aumento en el consumo de agua desde el momento inicial
de la medicion hasta el final del experimento en el dia 21 (p<0.05). En cada una de
las mediciones (dias 3, 6, 10, 13, 17 y 21) existen diferencias en los grupos, por lo
cual es necesario continuar pruebas con modelos de ratones a los cuales no se les
administre el compuesto NDHPEAC para observar su comportamiento respecto a

los presentes grupos.
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Figura 12. Curva de evolucion temporal del consumo de agua, durante 21 dias, de los 2
grupos de ratones sometidos a la administracion diaria de NDHPEAC (20 mg/kg
de peso corporal, po). Los resultados se muestran como el promedio £ error
estandar. Numero de sujetos por grupo= 8. *p<0.05.

Podemos observar en la figura 9 la variacién de la temperatura corporal durante los
dias 1 a 17, teniendo de manera general un comportamiento similar al grupo control
en la cual existe un descenso pronunciado en el dia 9 y a partir de ahi recuperacion
gradual hasta en el dia 15 llegar a niveles similares a los previos a la administracion
del NDHPEAC, por lo cual podemos concluir que la administracion de manera
subcrénica del compuesto NDHPEAC no afecta la temperatura corporal del ratén

respecto a los valores iniciales.

Una de las funciones de la grasa en el organismo es el mantenimiento de la
temperatura corporal al servir como aislante ante el frio por lo que la pérdida de
peso causa un desbalance en la homeostasis de la temperatura corporal, por lo
anterior es congruente decir que el descenso en la temperatura corporal de los
ratones coincide con la pérdida de peso de los mismos y al detenerse la pérdida de
peso corporal se recuperan también los valores de temperatura regresando asi a un

estado de homeostasis.
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Es importante mencionar que el descenso en la temperatura que se presenté en los
dias 5 en el grupo GMS y 9 en ambos grupos no se relacioné con mortalidad en

ninguno de los dos grupos.

Debido a que la temperatura corporal esta profundamente influenciada por las
condiciones ambientales, es necesario continuar con experimentos en los que se
incluya un grupo control al cual no se le administre compuesto NDHPEAC para
observar el comportamiento de éste grupo respecto a los grupos experimentales y

asi descartar efectos adversos.

w
o
)

==4==GMS + NDHPEAC == CON + NDHPEAC

TEMPERATURA(°C)
w w w w w
H (V,] <)} ~N -]
*

w
w
1

w
N

9
DIA

Figura 13. Curva de evolucion temporal de la temperatura corporal, durante 17 dias, de los
2 grupos de ratones sometidos a la administracion diaria de NDHPEAC (20 mg/kg
de peso corporal). Los resultados se muestran como el promedio + error
estandar. Numero de sujetos por grupo= 8. *p<0.05.

Se conoce que en sujetos con obesidad, el exceso de peso representa un riesgo
para el desarrollo de intolerancia a la glucosa y por lo tanto aumento en los niveles
de la misma, siendo que al reducir el peso, se mejoran significativamente también
las glucemias, disminuyendo asi el riesgo de desarrollo de DM2 (Schauer, y otros,
2012).

Debido a lo anterior, en la figura 10 podemos observar que existe una mayor
disminucién de glucosa capilar en el grupo con obesidad inducida por GMS, siendo
ésta diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) Unicamente en la ultima
semana en los cuales hubo una mayor disminucion de la glucemia respecto a los

controles.
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Cabe aclarar que en ambos grupos existe una disminucion significativa (p<0.05) de
los niveles de glucosa desde el inicio del experimento hasta la quinta semana, y
demas en el grupo con obesidad en el periodo de la semana 2 a la semana 3, lo
cual nos muestra que, en periodos relativamente cortos, el NDHPEAC es util para

la disminucion de la glucosa capilar.

En el periodo comprendido entre la semana 1y la semana 2 y de la semana 1 a la
semana 3 no existe diferencia significativa en los grupos, esto probablemente
debido a la alta dispersion que muestran los datos, pero se puede observar una
marcada tendencia a la reduccién de la glucemia, por lo cual es ideal el aumento

del nUmero de sujetos en ambos grupos.

Debido a los resultados favorables en la disminucién de glucosa capilar en sujetos
obesos y no obesos secundarios a la administracion de NDHPEAC es conveniente
la inclusién de un nuevo grupo control en futuros ensayos al cual no se le administre
compuesto, asi como pruebas en modelos de DM2 inducida para asi probar el
potencial beneficio en ésta enfermedad cronica y su uso en otro tipo de sujetos.
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Figura 14. Curva de evolucion temporal de las glucemias capilares, durante 5 semanas, de
los 2 grupos de ratones sometidos a la administracion diaria de NDHPEAC (20
mg/kg de peso corporal). Los resultados se muestran como consumo promedio
+ error estandar. NUmero de sujetos por grupo= 8. *p<0.05 grupo control vs
grupo con obesidad. + p<0.05 inicio vs final del estudio.

61



6.4.1.3. Organo aislado

6.4.1.3.1. Utero

Podemos apreciar en la figura 11 un aumento en las contracciones uterinas como
consecuencia de la administraciéon de Serotonina 1x10° M al inicio del experimento,
las cuales comienzan su decaimiento posterior a la administracion del compuesto
NDHPEAC en el musculo liso uterino. Se observa una disminucion significativa
(p<0.05) en la actividad contractil uterina respecto al grupo control el cual

Unicamente recibié soluciéon nutriente.

Existe una marcada disminucion de las contracciones uterinas cuando se administra
el compuesto NDHPEAC a la concentracion 1x10-°M, las cuales se ven recuperadas
ligeramente en la concentracion 1x10# M administrada a continuaciéon. En ésta
concentracion es también donde se observa una mayor diferencia entre el grupo
control y el intervenido con NDHPEAC (p<0.05).

Debido a los resultados obtenidos en la concentracion 1x10# M, en los que se
aprecia un ligero aumento de las contracciones uterinas, se decidié continuar el

estudio con concentraciones mayores del compuesto NDHPEAC.

A continuacion, en las concentraciones mayores (1x103 M y 1x102 M) existe un
aumento en las contracciones del musculo liso de ambos grupos, pero de manera
mas pronunciada en el grupo experimental seguido de una disminucion en las

mismas.

En la concentraciéon 1x102 M no existen diferencias significativas entre grupos, lo

cual puede ser debido a la alta dispersion de los datos que se presenta en estos.

Los diferentes efectos de las concentraciones en el musculo liso, da la posibilidad
de modificar éstas segun el contenido de farmaco que se indique, lo cual es un

potencial beneficio en el uso de éste compuesto en posteriores ensayos.

Los resultados mostrados nos indican que el compuesto NDHPEAC modifica la

actividad excitatoria inducida por Serotonina en el musculo liso uterino lo cual nos
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da indicios de un posible uso alterno para controlar éste tipo de contracciones y su
potencialidad como farmaco en la industria anticonceptiva o de regulacion del ciclo
menstrual, lo cual nos dio la pauta para realizar el experimento de influencia del
NDHPEAC en las fases del ciclo estral que se describe a continuacién. Ademas de
que para continuar con la caracterizacion farmacotoxicolégica del compuesto
NDHPEAC en éste &mbito son necesarios estudios en distintos modelos animales

y lineas celulares humanas.

16
14
12

10

ABC (cm?)

«=@==EXPERIMENTAL «=@==CONTROL

Figura 15 Curva concentracion (dosis) respuesta gradual de la actividad uterina
expresada como area bajo la curva, de los 2 grupos (control y
NDHPEAC) de érgano aislado sometidos a la administracion de
NDHPEAC a las concentraciones que se indican en la figura. Los
resultados se muestran como promedio + error estandar en cm2.
NUmero de sujetos grupo experimental= 10, grupo control= 6. *p<0.05.

6.4.1.3.2. lleon

En la figura 12 se puede observar como el compuesto NDHPEAC modifica las
contracciones espontaneas del musculo liso de ileon teniendo un pico maximo de

actividad en la concentracion 19.39 M y de ahi descendiendo hasta llegar al mismo
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nivel de contracciones que el grupo control. Se observa disminucion de manera

significativa (p<0.05) en la actividad contractil del ileon.

A pesar de que se pueden observar tendencias de alteracion en la contraccion
intestinal, no existen diferencias significativas entre los grupos bajo ninguna
concentracion, esto puede ser debido al bajo nimero de muestra del grupo control
(n=3), por lo cual es recomendable hacer otros estudios con mayor nimero de

sujetos para disminuir asi la dispersion que presenta éste grupo.

12

=
o

@

~&—NDHPAC

41 —— CONTROL

Areabajo la curva {cmz2)

6.5mM 12.93mM 19.39mM 25.35mM

Concentraciones

Figura 16 Curva dosis respuesta al compuesto NDHPEAC en presencia de las
concentraciones: 6.5, 12.93, 19.39 y 25.85 mM en ileon aislado de rata
y sus controles, expresado en area bajo la curva (cm2).

6.4.1.4. Influenciade la administracion del NDHPEAC sobre las fases del
ciclo estral de la rata

Con fundamento en los resultados que se obtuvieron en los estudios in vitro de
musculo liso uterino aislado de la rata en estro, las cuales indican que el NDHPEAC
es un potencial actor en la modificacion de las contracciones uterinas dirigidas
principalmente por progesterona se decidié hacer pruebas en modelos in vivo en
ratas para determinar asi si el NDHPEAC tiene también la potencialidad de modificar

la secuencia y frecuencia de las fases del ciclo estral, el cual estd determinado
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principalmente por el estradiol, al cual debe su nombre (Brunton, Chabner, &
Knolmann, 2012).

En las figuras 12 y 13 podemos observar la influencia de la administracion diaria del
NDHPEAC (40 mg/kg) sobre el ciclo estral de la rata. Se muestra como el
compuesto altera las fases del ciclo estral en la frecuencia de presentacion de cada
fase aumentando la presencia de las fases de metaestro y estro y disminuyendo la

presencia de proestro en ambos casos de manera significativa (p<0.05).

Lo anterior puede deberse, a la estrecha relacion estructural entre el cortisol y las
hormonas sexuales femeninas, estradiol y progesterona, ambos derivados del
colesterol por lo cual comparten su naturaleza esteroidea. Siendo esto relevante
debido a la gran participacion de la progesterona sobre el ciclo estral. Por lo anterior
se puede suponer que el NDHPEAC es un potencial modificador del ciclo estral en
ratas. Es necesario continuar con experimentos en otros modelos experimentales
de distintas especies para determinar su impacto sobre el ciclo estral y su posible

uso terapéutico (Brunton, et al., 2012).

FRECUENCIAS DEL ESTADIO EN LOS FRECUENCIAS DEL ESTADIO EN LOS
CONTROLES EXPERIMENTALES (NDHPEAC)
Proestro Proestro

13% 3%
Meta
37%
Meta

47%

Estro
27%
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Figura 17 Frecuencias de fases del ciclo estral en grupos vehiculo y experimental
(40 mg/kg del NDHPEAC por 10 dias) via intraperitoneal.
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VIl.  LIMITACIONES, FORTALEZAS Y PERSPECTIVAS

Una de las principales limitaciones en el presenta trabajo es el tiempo y los recursos
econémicos que implica la sintesis del compuesto NDHPEAC; debido a la
naturaleza de su proceso de sintesis, se requieren un gran namero de reacciones y
se obtienen Unicamente unos cuantos miligramos (esto debido también a que se
montaban reacciones de 100 a 300mg de materia prima para mejorar el rendimiento
final), por lo que la obtencion de 1g de compuesto para las pruebas en roedores

implicaron varios meses de sintesis.

En el mismo orden de ideas, el tener una cantidad de compuesto limitada, nos obliga

a seleccionar unicamente las pruebas que preferimos realizar.

Dentro de las fortalezas del estudio, se encuentra la inclusion de dos especies (ratas
y ratones), lo que nos permite hacer pruebas distintas y observar las respuestas a
la administracion del compuesto NDHPEAC en dos organismos diferentes.

Se hicieron ademas una muy diversa gama de mediciones, desde temperatura,
peso corporal, glucemia, consumo de agua y alimento, hasta fases de ciclo estral y
contracciones de musculo liso de dos distintos 6rganos aislados.

Teniendo también grupos experimentales de sujetos sanos y con obesidad y

distintas condiciones experimentales.

Todo lo anterior permite hacer un trabajo completo y con muchas lineas por las

cuales se puede seguir la caracterizacion farmacotoxicolégica del NDHPEAC.

Dentro de las posibles pruebas que podrian dar continuidad al proyecto son el uso
de distintas especies de modelos animales, 6rganos aislados e incluso lineas
celulares. Ademas del uso de distintas vias de administracion o el uso de vehiculos
gue den mayor solubilidad al compuesto sin presentar toxicidad.

Asi mismo, la utilizacion de modelos con las demas patologias componentes del
sindrome metabdlico, influencia en lipidos sanguineos y contenido de grasa
corporal, entre otras pruebas. Asi como la adicion de grupos controles o

experimentales con distintas condiciones en las pruebas ya realizadas.
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VIIl.  CONCLUSIONES

En el presente estudio se logré realizar parte de la caracterizacién del perfil

farmacotoxicolégico del NDHPEAC con diversas pruebas y modelos experimentales

animales. Particularmente porque se estudié un compuesto novedoso y original.

Se realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa en ratones obesos y no

obesos secundaria a la administracién de NDHPEAC.

Se Indagé en un estudio agudo el efecto del NDHPEAC sobre la
temperatura corporal en ratones obesos y no obesos.

Se examind en un estudio subcroénico el efecto del NDHPEAC sobre la
glucosa, la temperatura corporal, el peso corporal y el consumo de agua
y alimento en ratones obesos y no obesos.

Se estudié en un estudio agudo el efecto del NDHPEAC sobre la curva de
tolerancia a la glucosa y la temperatura corporal en ratones obesos y no
obesos.

Se determiné la influencia del NDHPEAC sobre la actividad biol6gica

contractil del masculo liso uterino y de ileon de la rata.

Se estudi6 el efecto del NDHPEAC sobre el ciclo estral de la rata.

Gracias al estudio realizado y a los resultados positivos se puede determinar que el

NDHPEAC es un compuesto con potencial de inhibicién de la enzima 11p-HSD1,

para lo cual son necesarios mas estudios en los cuales se utilicen diversos modelos

experimentales animales, vias y tiempos de administracién, asi como condiciones

experimentales.
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RECURSOS HUMANOS

Estudiante de Licenciatura en Nutricion, Doctor en Ciencias Bioldgicas, Maestra en
Ciencias Farmacéuticas, Doctor en Ciencias Quimicas, Maestro en Ciencias
Quimicas, Doctora en Ciencias Biomédicas, Laboratorista, Estudiante de Servicio

Social, Técnico Laboratorista Quimico.

RECURSOS MATERIALES

Reactivos quimicos (Sigma, JT Baker), matraces (Pyrex), pipetas (Pyrex), probetas
(Pyrex), propipetas (Pyrex), viales (Pyrex), agitadores magnéticos y perlas de
agitacion, ratas (Wistar), ratones (CD-1), alimento (Purina Chow), poligrafo (Grass
79D), trasductor (FTO3), planimetro (Burrell), microscopio (Motic), porta y
cubreobjetos, jaulas, agua desionizada, balanza analitica (Mettler) y granataria
(Ohaus), carbégeno(INFRA), termostato (Haake), camaras para érgano aislado,
papel para poligrafo (Contréles Gréficos), tinta para pluma fuente (Stafford),
refrigerador (Mabe), espétula, termémetro (Brahan), vasos de precipitado (Pyrex),
glucometro (Roche), tiras reactivas (Roche), teletermometro (Ysi), instrumentos de

diseccidn, cajas petri.

RECURSOS FINANCIEROS

Se utilizaron los recursos otorgados por la Jefatura de Investigacion al laboratorio
de Toxicologia del Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional Autbnoma de México y al Laboratorio de Sintesis Organica
y Disefio Molecular del Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
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