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2 Abreviaturas

C -LDL: Colesterol de
lipoproteinas de baja densidad.
HAS: Hipertension Arterial
Sistémica.

IDL: Lipoproteina de densidad
intermedia.

IRO: Incorporacion de rojo
oleoso.

IMC: indice de Masa Corporal.
HC: Hidratos de Carbono.
Kcal: Kilocaloria.

cal: Caloria.

LDL: Lipoproteinas de baja
densidad.

Kg/m?2: Kilogramos por metro
de estatura al cuadrado.

Lp: Lipoproteinas.

Kg: Kilogramo.

g: Gramos.

mg: Miligramo.

Hg: Microgramo.

mg/dia: Miligramos por dia.
mg/dL: Miligramos por
decilitro.

ml/dia: Mililitros por dia.
mL: Mililitro.

mm de Hg: Milimetros de
mercurio.

mmol/1: Milimoles por litro.

m: Metro.

h: Horas.

min: Minutos.

TG: Triglicéridos.

VLDL: Lipoproteinas de muy
baja densidad.

DM: Diabetes mellitus.
DMT-2: Diabetes mellitus Tipo
2.

EVC: Enfermedad cerebro
vascular.

FR: Factor de riesgo.

HTA: Hipertensién arterial.
%: Por ciento.

OMS: Organizacion Mundial de
la Salud.

P.A.: Presion arterial.

PAD: Presidn arterial diastdlica.
PAS: Presidn arterial sistdlica.
> Mayor que.

< Menor que.

2 Mayor o igual que.



3 Introduccion

Uno de los principales problemas de salud en el mundo, y México no es la
excepcion, es la obesidad; la cual esta asociada causalmente a otras
patologias como cardiovasculares, diabetes tipo 2 y una deteriorada calidad
de vida. Todo lo anterior implica un fuerte impacto en la inversion de gasto
publico destinado a la atencién de la salud. Nuestro pais es lider, ocupa el
primer lugar tanto en obesidad infantil como adulta por lo que existe un
incremento en la investigacién enfocada a desarrollar nuevos farmacos que
prevengan y controlen esta condicion. A pesar del gran intento por
desarrollar nuevos farmacos que contrarresten la obesidad, muchos de ellos
han sido retirados del mercado debido a sus reacciones adversas. Por lo que
el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas que coadyuven al
tratamiento de la obesidad cobra importancia; sin embargo sera necesario
demostrar calidad, eficacia, seguridad, fases preclinicas y clinicas, donde los
modelos de cultivo celular resultan una buena prueba de cernimiento
primario. Asi pues, las células 3T3-L1 poseen una morfologia de tipo
fibroblasto de ratdn con capacidad de diferenciarse a adipocitos en
condiciones de exposicion a dexametasona, isobutilmetilxantina e insulina.
Este cultivo celular es ampliamente utilizado como modelo en
investigaciones referentes al tejido adiposo y al metabolismo. Con los
modelos tanto in vitro como in vivo, se busca la semejanza con eventos
clinicos; asi pues, en este trabajo se eligio un modelo in vitro para evaluar la
actividad que poseen una serie de nuevos compuestos metalicos sintetizados
bajo la hipdtesis racionalizada de que pudieran tener actividad

antiadipogénica. Los resultados son prometedores.



El sindrome metabdlico es el conjunto de enfermedades o factores de riesgo
en un mismo individuo que aumentan Ila probabilidad de padecer
enfermedad cardiovascular o diabetes mellitus 2% % 3 4, tiene la concordante
caracteristica de obesidad central y una resistencia a la insulina®, tales
como: la hipertension, dislipidemias e hiperglucemia.

El 1er. lugar a nivel mundial en obesidad infantil como adulta que presenta
México® es preocupante. De forma general, este problema ha promovido la
investigacién y desarrollo de varios tratamientos farmacoldgicos para tratar
esta enfermedad’. Sin embargo, a pesar del descubrimiento de mas de una
decena de hormonas y péptidos que regulan el apetito, ain no se ha podido
frenar a la obesidad®. Actualmente no existe un medicamento que controle la
obesidad, sin embargo sabemos que existen moléculas que coadyuvan a su
tratamiento como el picolinato de cromo®. Debido a esto es que se estan
buscando nuevas combinaciones de farmacos alternativos como los
suplementos, fitofdrmacos para la terapia a largo plazo, la reduccién de la
ingesta de alimentos y disminucion del peso corporal. Uno de los objetivos
terapéuticos es la investigacibn de compuestos que modulen la
disponibilidad de serotonina en el cerebro. Este neurotransmisor juega un
papel importante en la saciedad y en su proceso después de las comidas. Por
ello, en este proyecto se propone utilizar los ligantes nitrogenados 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) precursor de la serotonina y m-clorofenilpiperazina
(m-CPP) agonista de serotonina'®, utilizando los metales de transicién Co?",
Ni**, Cu®** y Zn®* ya que dichos compuestos pueden ofrecer una mayor
estabilidad quimica, aumentar la biodisponibilidad debido a que son iones
metdlicos y de esta forma se facilita su absorcidon; asi como la modulacién
de la serotonina enddgena. Por ejemplo, se ha demostrado que el Zn?*
mejora el desarrollo de algunos defectos metabdlicos de la obesidad inducida

por la sacarosa, por lo que se propone que el Zn?' interviene en la



produccidn enddgena de leptinal!, que es una hormona que regula el
balance energético y que induce la reduccién de ingesta de alimento. El
mecanismo que poseen estos compuestos de coordinacién como terapia para
reducir el peso corporal se propone que sea evaluado utilizando un modelo
de ratas con obesidad inducida por la dieta, asi como mejorar la sensibilidad
a leptina en el hipotdlamo, por ende mejora notablemente su accidn
anorexigénica®, por lo que podria utilizarse como un fdrmaco antiobesidad.
Dados estos antecedentes se propone sintetizar y caracterizar los
compuestos de coordinacién de los metales de transiciéon con estos dos
ligantes, para estudiar su posible actividad antiobesidad. Los objetivos de
este trabajo fueron probar si existe la concentracion inhibitoria cincuenta en
un rango de concentraciones de 10-50 upg/mL, realizar un seguimiento
durante las distintas etapas de diferenciacion que presentan los fibroblastos
de la linea celular 3T3-L1 hasta diferenciarse a adipocitos y finalmente
evaluar la actividad farmacoldgica de compuestos de coordinacion con
posible efecto antiadipogénico in vitro en cultivo celular. Se evaluaron 25
compuestos con la linea celular 3T3-L1 antes y posterior a la diferenciacion,
obteniéndose resultados interesantes para los compuestos 5-HTP01Co, 5-
HTP03Co, mCPP, mCPP02Co, LOREO020, NiCl,6H,0 en el tratamiento de
prediferenciacion, y para los compuestos 5-HTP02Co, 5-HTPO8Cu,
mCPP02Co, ¥ mCPP09Cu, PicCr, CoCl,*6H,O para el tratamiento
postdiferenciacidon; la estructura quimica de dichos compuestos no se
muestran en el presente trabajo debido a que en un futuro se busca obtener

la patente de los mismos para emplearlos con fines terapéuticos.

3.1 JustificaciOn

La obesidad representa uno de los principales problemas de salud y
econdmicos en México. Nuestro pais es el primer lugar a nivel mundial en
obesidad infantil y en obesidad en adultos. Esto es consecuencia de varios

factores como son: habitos alimenticios, sedentarismo, susceptibilidad



genética, asi como algunos factores sociales, culturales y econdmicos. El
problema de obesidad representa un factor de riesgo para el desarrollo de
otras enfermedades crdénico degenerativas como:

% Resistencia a la insulina y DMT-2

% Dislipidemias

< Hipertensién y enfermedades cardiovasculares
% Sindrome metabdlico

Debido a esto es que se ha destinado una gran cantidad de recursos publicos

para el manejo, control y prevencién de la obesidad.

3.2 Hipotesis
Los compuestos de coordinacién 5HTP, 5HTP01Co, 5HTP02Co, 5HTP03Co,

5HTPO4Ni, 5HTPO5Ni, 5HTPO6Ni, 5HTPO07Cu, 5HTPO8Cu, 5HTPOO9Cu,
5HTP10Zn, 5HTP11Zn, 5HTP12Zn, mCPP, mCPP01Co, mCPP02Co,
mCPPO6Ni, mCPP09Cu, mCPP11Zn, , LORE020, CoCly*6H,0, NiCl,*6H,0 ,
CuBr,, Zn(NO3)2¢6H,0, Picolinato de cromo inhiben la actividad adipogénica

en fibroblastos del raton.

3.3 Objetivos

3.3.1 General
% Implementar en el laboratorio el modelo de diferenciacién adipogénica

con fibroblastos de la linea celular 3T3-L1 in vitro para emplearlo como
modelo en el cernimiento primario de eficacia antidipogénica de

nuevas moléculas.

3.3.2 Especificos
% Determinar la Clsg de los compuestos de coordinacion sobre la linea

celular 3T3-L1 in vitro.
< Determinar el efecto de los compuestos de coordinacion sobre la previa

y posterior diferenciacién adipogénica de linea celular 3T3-L1 in vitro.



4 Antecedentes

4.1 Laobesidad en México
Las principales causas de muerte en México segln encuestas obtenidas del

gobierno del Distrito Federal se enlistan en la Tabla 1, resaltando en rojo las

importantes para este proyecto.

Tabla 1. Principales causas de muerte en hombres y mujeres adultos en

México.

Principales causas de muerte*

Orden

8

9
10

Mujeres
Causa
Diabetes mellitus
Enfermedades isquémicas del

corazon
Enfermedad cerebrovascular

Enfermedad pulmonar obstructiva
crénica
Cirrosis y otras enfermedades
crénicas del higado
Enfermedades hipertensivas

Infecciones respiratorias agudas
bajas
Nefritis y nefrosis

Asfixia y trauma al nacimiento

Tumor maligno del cuello del Utero

%
16.4
11.1

6.7

4.2

3.5

3.5

3.3

2.7

2.3
2.1

Orden
1
2

3

8

9
10

Hombres
Causa
Diabetes mellitus

Enfermedades isquémicas del
corazén
Cirrosis y otras enfermedades
crénicas del higado
Enfermedad cerebrovascular

Enfermedad pulmonar obstructiva
crénica
Accidentes de vehiculo de motor
(transito)
Agresiones (homicidio)

Infecciones respiratorias agudas
bajas
Asfixia y trauma al nacimiento
Nefritis y nefrosis

%
11.3
10.9

8.4

4.7

4

3.8

3.3

3

2.6
2.5

*Direccion General de Informacién en Salud. Secretaria de Salud. El peso de la enfermedad de las mujeres en
México, 2005.
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Figura 1. Ingesta alimenticia de acuerdo a los cambios en el gasto en alimentos en el hogar,
Public Health Nutrition, 2002.

Tendencia de sobrepesoy obesidad
en México
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Figura 2. Tendencia de sobrepeso y obesidad en México

En cuanto al aporte de alimentos ingeridos debe ser siempre el suficiente

para proporcionar las necesidades metabdlicas del cuerpo y no excesivo

d12, 13

como para provocar obesida Por lo mencionado anteriormente, la

10



obesidad es producida debido a la acumulacién de tejido adiposo, como
consecuencia del desequilibrio entre la ingesta energética y el gasto
energético % > 16,

Como se observa en la figura 3 la tendencia de sobrepeso y obesidad,
particularmente en mujeres ha incrementado significativamente desde la
encuesta nacional de ENAL 1989 hasta la encuesta mas reciente que es la de

ENSANUT 2006 7" 18,

Primordialmente, hay que distinguir el término sobrepeso del término
obesidad; la obesidad se define como el almacenamiento en exceso de tejido

adiposo *

, una medida indirecta de esta, universalmente aceptada es el
indice de masa corporal (IMC), el cual establece una relacién entre el peso y
la altura en metros al cuadrado , IMC= peso (Kg)/ altura (m?). Esta se
determina en las personas adultas con un IMC = 30 Kg/m?y en menores de

19 afios con un IMC desde la percentil 95 en adelante !° %°,

El sobrepeso se define como un exceso de peso corporal comparado con la
talla ?° y este se determina en personas adultas con un IMC > 25 Kg/m?y <
29.9, en menores de 19 afos con el IMC desde el percentil 85 y por debajo
de la 95 %L,

La obesidad puede ser caracterizada en dos tipos principales:
Hiperplasico, el cual se refiere al aumento en el nimero de adipocitos e

hipertréfico que es el aumento en el volumen de los adipocitos 2°.
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4.2 Sindrome Metabdlico

El sindrome metabdlico se caracteriza por un conjunto de factores como lo son:
la obesidad, la hipertension, dislipidemias e hiperglucemia. El diagnostico de
este, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1988, requiere la
presencia de al menos tres de los siguientes componentes *:

1) La circunferencia de la cintura aumentada*.

Tabla 2. Valores de la circunferencia de la cintura aumentada reportados

para la poblacién mexicana.

Valores de circunferencia de la cintura

Bajo riesgo <79 cm mujeres
<93 cm hombres

Riesgo incrementado  80-87 cm mujeres
94-101 cm hombres

Alto riesgo =88 cm mujeres
=102 cm hombres

*Gutierrez JP, Rivera-Dommarco J, Shamah-Levy T, Villalpando-Hernandez S, Franco A, Cuevas-Nasu
L, Romero-Martinez M, Hernandez-Avila M. Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012. Resultados

Nacionales. Cuernavaca, Mexico: Instituto Nacional de Salud Publica (MX), 2012.

2) Los niveles de triglicéridos = 150 mg/dl.

3) Colesterol HDL < 40mg/dl para los hombres y <50 mg/dl para las

mujeres.
4) La presion arterial elevada = 130/85 mmHg.

5) El nivel de glucosa en ayunas > 110mg °* 23,

12



Las personas que presentan sindrome metabdlico tienen el doble de riesgo
de desarrollar enfermedades cardiovasculares, también a este se le atribuye

un aumento en el riesgo de diabetes mellitus tipo 2 %*.

La ingesta de alimentos ricos en grasa y la ausencia de actividad fisica

favorecen el desarrollo del sindrome metabdlico 2°.

4.3 Diabetes

Segun estadisticas del 2005 del gobierno del Distrito Federal, la diabetes
mellitus se encuentra en la principal causa de muerte en México, esta
estadistica incluye tanto a hombres como a las mujeres °. En el aflo 2025 %4, se
espera que cerca de 11.7 millones de mexicanos tengan diabetes.

Es reconocida por la OMS como una amenaza mundial y se calcula que en el
mundo existen mas de 180 millones de personas con diabetes, se piensa que
esta cifra aumentara a mas del doble para 2030 2.

Se considera a la diabetes mellitus como un desorden metabdlico de
carbohidratos; esta es una alteracion de la cantidad de insulina (disfuncién
de células B pancreaticas), asi como de su funcién (resistencia a la insulina).
Es una enfermedad cronica relacionada con el funcionamiento del pancreas;
esta es una glandula que se encuentra debajo del estbmago y esta
conectada al tubo digestivo; tiene dos funciones: fabricar jugos gastricos
gue ayudan en la digestién y producir hormonas como la insulina, el
glucagdn vy el polipéptido pancreatico 2°.

La OMS (2011) define a la diabetes como una enfermedad crdnica que
ocurre debido a que el pancreas no produce suficiente insulina, o cuando el

cuerpo no puede utilizar de manera optima la insulina que produce.

Para poder detectar si una persona padece diabetes, es necesario revisar los

niveles de glucosa en la sangre (glucemia).
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Para ello se pueden realizar dicha medicién con distintas pruebas, algunas

de ellas son:

< La toma de glucemia capilar
< Prueba de fructosamina o hemoglobina glicosilada.

La prueba de fructosamina nos da resultados de los niveles de glucosa de
dos a tres semanas anteriores al estudio y la prueba de hemoglobina
glicosilada nos da un resultado de los niveles de glucosa de los ultimos tres

meses.

Los niveles para diagnosticarla son los siguientes: glucemia mayor a 270

mg/dL con un ayuno de al menos 8 h %’.

Tipos de diabetes

A continuacion se hablara de tres tipos de diabetes: Diabetes tipo 1,

Diabetes tipo 2 y Diabetes gestacional.

Diabetes mellitus tipo 1: Se conocia anteriormente como diabetes
insulinodependiente, esta deriva de la destruccién autoinmune de las células
B pancreinmune, generando deficiencia de insulina 2% %°.

Cuando se han perdido aproximadamente 80% de las células B es suficiente
controlar la glucemia con pequefnas dosis de insulina, o con una adecuada
alimentacion, actividad fisica y teniendo control de los niveles de colesterol,
asi como de la presidon arterial. En la etapa en que se han destruido por
completo las células B, el tratamiento consiste en la aplicacion de insulina

principalmente.

14



Algunas complicaciones cronicas de la diabetes mellitus tipo 1, se dividen en

< Microangiopatias: nefropatias, retinopatias, neuropatias.

< Macroangiopatias: afectacion coronaria, cerebrovascular y vascular

periférica 3°.
Diabetes mellitus tipo 2

Se conocia anteriormente como diabetes no insulinodependiente, es la mas
frecuente, es caracterizada por deficiencia de insulina relativa (el pancreas
no produce nada o produce insuficiente insulina, o no tiene la capacidad para

usar eficazmente la insulina que produce) 31,29

Esta comienza con resistencia a insulina, la cual es definida como
sensibilidad disminuida o falta de respuesta a las acciones metabdlicas de la
insulina, como la disposicion de glucosa e inhibicion de la produccién

hepatica de glucosa . Se caracteriza por:

% La disminucién de la captura de glucosa
% La disminucidén en la sintesis hepatica de glucdégeno

% El aumento en la produccion hepatica de glucosa.

Las personas con estas enfermedades presentan altos niveles de Aacidos
grasos libres en plasma; asi como alteraciones del metabolismo de lipidos y
glucosa. Por lo anterior, en la diabetes tipo 2 los adipocitos no aprovechan la

insulina de manera adecuada y se caracteriza por los siguientes sintomas 32.

< Polidipsia: Aumento en la ingesta de liquidos.

< Polifagia: Aumento en la ingesta de alimentos.

15



< Poliuria: Aumento en la perdida urinaria.
< Agotamiento.
< Disminucién de peso.

En este caso no es necesaria la aplicacion de insulina; sin embargo hay

ciertos medicamentos que ayudan en su control.

Diabetes gestacional

Se desarrolla solamente durante el embarazo; se presenta entre las 24 y 28
semanas de gestacidn y desaparece con el parto, esta no es causada por
falta de insulina; si no debido a los efectos de las otras hormonas.

Los niveles para presentarla son: =105 mg/dl con una repeticion de la

prueba por duplicado.

Entre las complicaciones para la madre se encuentran hipertension, infecciones
urinarias y vaginales. Las complicaciones para el neonato estan la muerte

intrauterina, hemorragia intracraneal y alteraciones metabdlicas %°.

4.4 Hipertesion

Este padecimiento por general no presenta sintomas, esto hace dificil su

33, La funcién de la circulacién sanguinea es la de transportar

deteccion
nutrientes a los tejidos, transportar productos de desecho para su
eliminacién asi como transportar hormonas 3%

La presidon arterial es la fuerza que ejerce la sangre en las paredes
arteriales, esta determinada por: la fuerza de la contraccion ventricular,
resistencia vascular, volumen y viscosidad de la sangre; asi como la
elasticidad de las paredes arteriales ** 3°, En la toma de la presién arterial

se considera:

16



% La presion arterial sistdlica: ésta se registra durante la sistole

ventricular, que indica la integridad del corazén y las arterias.

% La presién arterial diastélica: ésta se registra durante la diastole

ventricular, que indica de modo directo la resistencia que estan

ejerciendo los vasos sanguineos al flujo proveniente del corazén.

La presidn arterial se mide en milimetros de mercurio (mmHg) con ayuda de

un esfigmomandmetro y un estetoscopio,

comunmente se realiza

la

medicién en la arteria humeral, con menor frecuencia se realiza en la

poplitea o en la radial; sin embargo se puede realizar en ellas®®. En la

regulacion intrinseca de la presidon arterial intervienen diversos sistemas

como: el s. nervioso simpatico, hormonal y renal. Sin embargo factores

como la obesidad, la composicidon de la dieta, ingesta excesiva de bebidas

alcohdlicas y habitos como el de fumar, tienen un efecto directo sobre la

presion arterial®®.

Tabla 3. Rangos de presion arterial diastélica y sistélica

Categoria | PAD (mmHg) | PAS (mmHg)
Normal 80 120
Normal alta 85-89 130-139

La hipertension arterial (HTA) en adultos es la elevacién de la presién

arterial sistdlica > 140 mmHg vy la presion arterial diastdlica = 90 mmHg. La

OMS distingue tres categorias de HTA ligera, moderada y severa*>. (Tabla 4)
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Tabla 4. Niveles de presidn diastdlica y sistdlica clasificado en tres categorias

Categoria Diastolica (mmHg) Sistélica (mmHg)
Ligera 90-99 140-159

Moderada 100-109 160-179
Severa >110 >180

4.5 Dislipidemias

Son trastornos en los lipidos en la sangre, que se caracterizan por un
aumento de los niveles de colesterol (hipercolesterolemia) asi como

aumento en la concentracion de triglicéridos.

Estos aumentan el riesgo para aterosclerosis, este término se utiliza para
denotar si existen concentraciones anormales de colesterol, C-HDL, C-VDL y
TG*. La clasificacion de Fredrickson divide a las hiperlipidemias en seis
grupos, segun los patrones de aumento de lipidos y de lipoproteinas: I, IIa,
IIb, III, IV y V38,
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Tabla 5. Clasificacién de hiperlipidemias segun Fredrickson.

Tipo Lipoproteina aumentada Lipidos aumentados

I Quilomicrones Triglicéridos
ITa LDL Colesterol
ITb LDL y VLDL Colesterol y triglicéridos

IIT |VLDL y residuos de quilomicrones | Triglicéridos y colesterol

vV VLDL Triglicéridos

\Y, Quilomicrones y VLDL Triglicéridos y colesterol

Como se menciondé anteriormente, las hiperlipidemias que se caracterizan
por la presencia de HDL correlacionan positivamente con el aumento en la
incidencia de sindrome metabdlico, por lo que es importante determinar el
tipo de hiperlipidemias en los pacientes afectados. Por otro lado, las
dislipidemias son patologias encontradas en la obesidad, por lo cual hay que
realizar pruebas que respalden o eliminen la incertidumbre de ser candidatos

positivos.

4.6 Tejido adiposo

La principal funcién del tejido adiposo es almacenar los triglicéridos hasta
gue sean necesarios para aportar energia; sin embargo investigaciones
recientes muestran que también tiene funcién reguladora, autocrina,
paracrina y endocrina, ademas de participar en la homeostasis de glucosa,
en el metabolismo de lipidos; y en procesos pro-inflamatorios y anti-

inflamatorios®®. Entre sus componentes celulares tenemos adipocitos,
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preadipocitos, fibroblastos, células endoteliales y células madre

multipotentes capaces de diferenciarse en varios tipos celulares®.

Las células grasas del tejido adiposo son fibroblastos modificados, capaces
de almacenar triglicéridos, los adipocitos ademas de almacenar grasas,
pueden almacenar hormonas a base de lipidos y producir varias moléculas

de sefalizacion. Los componentes del tejido adiposo humano son:

< Tejido adiposo blanco (WAT por sus siglas en inglés). Esta disefiado
para el almacenamiento rapido y liberacién de lipidos, contienen una
gota de lipidos (LD), también contienen otro tipo de células como los

macroéfagos y monocitos.

< Tejido adiposo marron (BAT por sus siglas en inglés, representa el 1%

de tejido en humanos adultos), contienen multiples gotas LD>°.

4.7 Diferenciacion adipogénica in vitro

La adipogénesis, es el proceso de diferenciacién de las células por el cual los
preadipocitos se convierten en adipocitos. Es un proceso de multiples etapas
gue implica una cascada de factores de transcripcion y proteinas del ciclo
celular, que regulan la expresidon de genes involucrados en la diferenciacion.
El estudio de la adipogénesis se ha desarrollado ampliamente en los ultimos
25 afios*®. Las lineas celulares utilizadas en los modelos in vitro de la

adipogénesis se pueden dividir en tres categorias:
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% Las células embrionarias totipotentes capaces de generar todos

los tipos celulares.

% Las células multipotentes que pueden diferenciarse a miocitos,

adipocitos y condroicitos.

% Las células ya comprometidas, estas se diferencian a la linea
adiposa y son denominadas lineas celulares diferenciadas, las
cuales pueden ocuparse en estudios de medicina y evaluacion

farmacoldgica®.

Las lineas celulares utilizadas mas frecuentemente son lineas celulares de
preadipocitos 3T3-L1 y 3T3-F442A, estas fueron clonadas a partir de células
3T3 heterogéneas derivados de embriones de ratén. Las células 3T3-L1

dejan de crecer cuando han alcanzado una monocapa confluente.

El modelo de adipogénesis utilizado en el laboratorio fue exposicion de

fibroblastos 3T3-L1 con una mezcla de glucocorticoides como la

dexametasona (DX), isobutilmetilxantina (IBMX) e insulina durante 48h*°.

Los glucocorticoides (GCS) son potentes inductores de la adipogénesis. La
IBMX incrementa la concentracién intracelular de AMPc. La dexametasona es
un poderoso inductor de la adipogénesis en las primeras etapas de la
diferenciacion; sin embargo muestra efectos antiadipogénicos al anadirla en
etapas posteriores a la diferenciacion del fibroblasto*®. La insulina es un
regulador negativo de los niveles de mRNA promoviendo la transicién de fase
Go a fase G1 del ciclo celular. Estas tres vias concluyen en la activacion de

genes especificos de adipocitos que codifican factores secretados** (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de regulacion en la adipogénesis in vitro

Tabla 6. Mecanismo de accidon de los componentes de la mezcla inductora de

Compuesto

Insulina

adipogénesis.

‘Efecto Mecanismo de accion

+

Acelera la acumulacion de lipidos.

Glucocorticoide

Excepto en la linea celular 3T3-F442A.
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Figura 4. Células 3T3-L1 “A” sin diferenciarse, “B” células 3T3-L1 diferenciadas en adipocitos
y teflidas con rojo oleoso.

4.8 Importancia de los compuestos de coordinacion.

Los metales de transicion poseen dos funciones principales: (i) Como
elementos inorganicos que llevan a cabo ciertas funciones en los sistemas
vivos como ser cofactores de la cadena respiratoria entre otras actividades
bioldgicas y (ii) la introduccidén de ciertos metales en los sistemas bioldgicos

como agentes de diagndstico y farmacos como en cisplatino (Pt(NH3),Cl)*.

En este proyecto se propuso el uso de bioelementos, que son atomos o
moléculas que tienen una gran relevancia en procesos biolégicos como lo son la
fotosintesis, el metabolismo, la respiracion, etc. Los compuestos utilizados para
inhibir la adipogénesis son moléculas de coordinacién, lo que disminuye la

toxicidad del componente metalico y potencia su actividad farmacoldgica“®.
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Se sabe por investigaciones recientes, que el uso de serotonina como ligante
del componente metalico en los compuestos de coordinacién juega un papel
importante modulando la sensacion de saciedad alimenticia; asi mismo se
usan precursores de ésta (como triptéfano y 5-hidroxitriptofano 5-HTP); la
administracion de 5-HTP resulta en un incremento significativo en los niveles
de insulina y algunas hormonas®’. Por todo lo anterior, en el grupo de
trabajo de la Dra. Barba en colaboracion con la UNIPREC (Unidad de
Investigacidon Preclinica) tenemos el interés de estudiar la interaccion que
tienen los iones metdlicos de transicién con farmacos que se cree tienen
propiedades de interés bioldgico. Por lo cual en este proyecto se evallo el
uso del ligante del componente metdlico en los compuestos de
coordinaciéon®® en el cultivo celular 3T3-L1 como modelo la inhibicién de la

adipogénesis®.

4.9 Evaluacion de un farmaco

Los estudios preclinicos son llevados a cabo para evaluar la seguridad y
eficacia de un farmaco nuevo; asi como evaluar la farmacodinamia, la
farmacocinética y toxicidad. Por ello es importante que antes de que un
medicamento se pueda administrar a los seres humanos, se realicen estas

investigaciones en sistemas tanto in vitro como in vivo’?% 1 3% 33,

Los estudios de seguridad y eficacia comienzan con diversos experimentos
denominados estudios preclinicos realizados exclusivamente en el laboratorio
(ya sea en animales o en cultivo celular), tiene como objetivo demostrar la

farmacodinamia y la aparicién de efectos toxicos®® °' > 33,
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La figura 5 nos muestra de manera general las etapas a seguir en el

desarrollo de un farmaco, destacando en color rojo las etapas que nos

competieron en la UNIPREC para la realizacién de este proyecto.

Identificacion Fases

Desarrollo

Cernimiento e y Identificacié reclinico clinicas Fase IV
identifacion de optimizacion nde (Fs)eguridad eFase | Farmacovigilancia
dianas. de candidatos. I oFas I (comercializacion)

prototipos.

eFase Il

Figura 5. Diagrama de flujo de las etapas a seguir en el desarrollo de un farmaco. “adaptado

de Guias de desarrollo preclinico, 2012.”

4.10 Investigacion y desarrollo

La obtencion de una nueva molécula puede ser de diversos origenes: vegetales
(terrestres o marinos), animales (terrestres o marinos), microorganismos y
sintesis quimica. A su vez el procedimiento de busqueda para nuevas moléculas

puede ser de las siguientes formas:

% Serendipia (casualidad)

% Cernimiento biodirigido

% Cernimiento de alta capacidad

< Sintesis quimica tradicional o combinatorio
% Disefno asistido por computadora

Una vez que la molécula ha sido extraida de fuentes naturales o sintetizada,

siguen las etapas preclinicas y clinica®!" >,

4.11 Etapa preclinica

Se realizan estudios para probar sustancias bioactivas de diversas formas como:
eficacia in vivo, in vitro, in situ, ex vivo, in silico, toxicidad del farmaco,

potencial teratogénico, carcinogénico, y potencial de dafio genético®® ° 2, El
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objetivo principal y fundamental en los estudios preclinicos es conocer los
indicadores de seguridad de la molécula candidato, ya que la dosis que se
utiliza en los primeros estudios en seres humanos se determina tras una
cuidados valoracién de las caracteristicas: farmacocinéticas, farmacoldgicas y
toxicolégicas obtenidas en esta etapa.

Los estudios preclinicos también ayudan a recabar informacién, lo mas completa
posible, para que las agencias reguladoras dispongan de los datos requeridos
para permitir la realizacién de los ensayos clinicos en seres humanos, que

constituyen la ultima etapa del desarrollo de un farmaco.

4.12 Etapa clinica

Una vez que ya fueron realizados los estudios preclinicos en lineas celulares y
animales, se procede a estudios clinicos en humanos, con la finalidad de
demostrar la seguridad y eficacia y orientar cual seria la forma de

51, 32, 53

administracién mas adecuada®?* Los estudios clinicos se dividen en

cuatro fases:

Fase I: Pretende demostrar la seguridad del compuesto y orientar en la via de
administracién mas adecuada.

% Se administra a humanos por primera vez.
% Adultos sanos.

. o

% Grupos pequefos.

Fase II: Proporcionar informacidon preliminar acerca de la eficacia, se establece
la relacién dosis-respuesta, se considera esta etapa como estudios terapéuticos
exploratorios.

% Se administra a pacientes por primera vez.
% Pacientes entre 18 y 45 afos.

< Grupos de 80-100 pacientes.
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Fase III: Evaluar seguridad y eficacia en condiciones de uso habituales.

< Se administra a pacientes.

% Subpoblaciones.

< Grupos de cientos a miles.

Fase IV: Se realiza después de la comercializaciéon del medicamento, para

con ello estudiar las condiciones de uso; también se denomina a esta fase

como farmacovigilancia.

% Uso comercial 3 °/ °2,

5 Materiales y métodos

5.1 Reactivos:
» Medio DMEM (“Dulbecco s

modified Eagle "s medium”) de
GIBCO con:

-piruvato de sodio 1 mM
-glutamina 2 mM
-aminoacidos no
esenciales (0.1mM)
-gentamicina
-suplementado con 10%
de suero fetal bovino,
1% aminoacidos y 1% de

antibiodtico.

Placas de cultivo CORNING de 96

pozos.

Suero fetal bovino (SFB)
CALIFICADO (GIBCO).

Metilhidroxibutilxantina (SIGMA-
Aldrich).

Dexametasona (SIGMA-Aldrich).
Insulina bovina (SIGMA-Aldrich).
Isopropanol (MERCK).

Etanol ABS (MERCK).

Rojo Oleoso (SIGMA-Aldrich).

Antibidticos (GIBCO).
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» Aminoacidos no esenciales Aminoacidos no esenciales,

(GIBCO). 0.25uM de dexametasona,
> PBS 0.5mM de IBMX y 5ug/uL de
| insulina.

> Lector de placas ELISA. )
> Medio de diferenciacion 2:

> Medio de crecimiento para Medio DMEM suplementado con
fibroblastos 3T3-L1: Medio 10% (v/v) de SFB, 1% (v/v)
DMEM suplementado con 10% Antibidticos y 1% (v/v)
(v/v) de SFB, 1% (v/v) Aminoacidos no esenciales y
Antibidticos y 1% (v/v) 5ug/uL de insulina.

Aminoacidos no esenciales, L- _ o
» Medio de mantenimiento de

adipocitos: Medio DMEM

glutamina y glucosa 4.5g/L.

> Medio de diferenciacién 1: suplementado con 10% (v/v) de
Medio DMEM suplementado con SFB, 1% (v/v) Antibidticos y 1%
10% (v/v) de SFB, 1% (v/v) (v/v) Aminoacidos no
Antibidticos y 1% (v/v) esenciales.

5.2 Compuestos a evaluar:

5HTP, 5HTP01Co, 5HTP02Co, 5HTP03Co, 5HTPO4Ni, 5HTPO5Ni, 5HTPO6NI,
5HTPO7Cu, 5HTPO8Cu, 5HTPO9Cu, 5HTP10Zn, 5HTP11Zn, 5HTP12Zn, mCPP,
mCPP01Co, mCPP02Co, mCPPO6Ni, mCPP09Cu, mCPP11Zn, Picolinato de cromo,
LORE020, CoCl*6H,0, NiCly*6H,0 , CuBrz, Zn(NO3)2*6H0.

Protocolo del cultivo celular

La linea celular 3T3-L1 poseen una morfologia de tipo fibroblasto de ratén, puede

ser estimulada de manera sencilla a su diferenciacidon a adipocitos; por lo que es
un buen modelo celular para el estudio de la adipogénesis. La realizacion de los

experimentos en esta tesis se realizaron de acuerdo a la siguiente estrategia:
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1. Implementacidon del modelo de diferenciacién adipogénica con fibroblastos de la
linea celular 3T3-L1.

2. Ensayos de Inhibicidn de la Proliferacion Celular

3. Primera etapa de diferenciacion adipogénica: se evaluaron los compuestos antes
de la diferenciacion celular de fibroblastos a adipocitos con tiempos de
incubacion hasta de 8 dias.

4. Segunda etapa de diferenciacién adipogénica: se evaluaron los compuestos,
adicionandolos después de la diferenciacion celular de fibroblastos a adipocitos

(dia 8) y dejandolos en exposicién a estos por 72 h.

Cultivo de cé@lulas 3T3-L1

1) Descongelamiento de la Linea Celular

Una vez que se retira del ultracongelador el criotubo que contiene a la linea celular se
realiza el descongelamiento de las células, frotando suavemente el criotubo con las
manos hasta obtener una suspension. En condiciones asépticas, se prepara un tubo
Falcon con 10 mL de medio de lavado F12, este debe estar previamente a
temperatura ambiente. Se vierte completamente la suspensién celular descongelada y
se centrifuga a 1500 rpm durante 5 minutos, se aspira cuidadosamente el
sobrenadante y se resuspende el botén obtenido en 1 mL de medio de cultivo DMEM
suplementado. Se divide este volumen obtenido en dos cajas de cultivo de 25 cm?, se
prosigue a colocar las cajas en incubacion durante 1 hora para favorecer la adhesién
de las células, al término de este tiempo se cambia el medio aspirandolo
cuidadosamente y colocando 5 mL de medio de cultivo DMEM nuevo, finalmente se
dejan incubando a 37° C, 5% CO; y 95% de humedad relativa. Es importante que al
momento de agregar la suspension celular descongelada al tubo que contiene el
medio de lavado se evite por completo el contacto del criotubo con la boca del tubo

falcon, a fin de evitar cualquier tipo de contaminacion.
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2) Proliferacién celular
Después de haber sembrado las células se revisan para estimar el porcentaje de
confluencia, cambiando el medio de cultivo cada 48 horas, hasta tener un

porcentaje de confluencia entre 70 y 90% se procede a la tripsinizacion.

3) Tripsinizacion
Se aspira el medio de cultivo de la caja, se agregan 1 6 3 mL de tripsina-EDTA
0.25%; se incuba a 37°C hasta desprender la monocapa ayudando a ello con
agitaciéon. Se detiene la reaccion de la tripsina adicionando de 3 a 7 mL de medio
de lavado F12, se coloca la suspension celular en un tubo estéril y se centrifuga a
1500 rpm durante 5 minutos, se aspira el sobrenadante y se resuspende el botdon

celular en 1 mL de medio DMEM suplementado con 10% suero fetal bovino.

4) Cuantificacion celular
Se colocan en un tubo de microcentrifuga 80 pL de solucién azul tripano y 20 pL
de la suspensidén celular, se mezcla y se transfieren 15 yL a la cdmara de
Neubauer, se coloca esta en el microscopio y se utiliza el objetivo de 10x,
posteriormente se cuentan el numero de células no teinidas, las cuales

corresponden a células vivas y se utiliza la siguiente formula:

C=N*5%10,000*1

Dénde:

C=C¢élulas por mililitro.

N= Promedio de células contadas vivas.
5= Factor de dilucién.

10,000= Factor de conversion de la caAmara de Neubauer.
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a) Los fibroblastos de la linea 3T3-L1 de ratdn se cultivaron a 80% confluencia
a 37° C con atmosfera de 5% de CO; en cajas de cultivo de 75 cm (segundo
pase) con medio DMEM, suplementado con aminodcidos no esenciales
(0.1mM), gentamicina y 10% de SFB.

Implementaciéon del modelo de difereciaciéon adipogénica en fibroblastos de la linea
celular 3T3-L1.

Se realiz6 lo que denominamos una cinética de las diferentes fases que presenta
la linea celular 3T3-L1 al estar sometida al proceso de diferenciacion adipogénica,
para lo cual se hizo lo siguiente: se siguié con la metodologia ya mencionada en el
apartado de cultivo de células 3T3-L1 y repitiendo los incisos 1 al 4.

Se prosigue con la proliferacion de la linea celular, hasta haber logrado al menos
dos pases, se colocaron 100,000 células en tres cajas de cultivo de 25 cm?. Para la
caja denominada 1, se agregaron 5 mL del medio de diferenciaciéon 1 por 24
horas, posteriormente, se cambio a medio de diferenciacion 2 por 72 horas vy
finalmente se cambio a medio de mantenimiento por 72 horas. Se utilizd6 un
control de diferenciacidon (caja 3) en la que se realizaron tinciones consecutivas en
cada cambio de medio. Como control negativo (caja 2) se incubé con DMEM
suplementado. Todas las incubaciones se realizaron a 37° C, con atmdsfera de 5%
de CO,. En el dia 8 de incubacidn se tifieron las cajas 1 y 2; se adicionaron 300 uL
de la solucion rojo oleoso al 0.5% en isopropanol, incubandose a temperatura
ambiente durante 20 minutos para posteriormente lavarse 2 veces con 300 L de
PBS frio y estéril, las preparaciones se observaron en un microscopio invertido con
aumento de 40x y 100x.

Ensayos de InhibiciOn de la ProliferaciOn Celular

También se determino la Clsg, para la cual se siguio la metodologia mencionada en

el apartado de cultivo de células 3T3-L1 y repitiendo los incisos 1 al 4. En

condiciones asépticas se prepara una suspension celular de 1,000,000 células por
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mL y se agrega 20uL a cada pozo con 80uL de medio suplementado, para asi
obtener 20,000 células por pozo; se deja incubando 24 horas a 37°C y 5% de CO».
Al concluir el tiempo, se aspira el medio y se agregan 90 uL de medio DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino y 10 pL de cada una de las
concentraciones preparadas de los compuestos de coordinacién y del control
positivo (Picolinato de Cromo). La administracién de las soluciones a evaluar sera

como se indica en la Figura 6.

Figura 6. Diagrama de la administracion de las soluciones a evaluar para evaluar la inhibicion de la
proliferacién celular, realizado en una placa tipo ELISA de 96 pozos

1: Blanco de proliferaciéon compuesto 1 7: Blanco de proliferacion compuesto 2
2: 10 pg/mL del compuesto 1 8: 10 pg/mL del compuesto 2
3: 20 pg/mL del compuesto 1 9: 20 pg/mL del compuesto 2
4: 30 pg/mL del compuesto 1 10: 30 pyg/mL del compuesto 2
5: 40 pg/mL del compuesto 1 11: 40 pug/mL del compuesto 2
6: 50 ug/mL del compuesto 1 12: 50 pug/mL del compuesto 2
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A los pozos que se emplearon como blancos de proliferacion para
evaluar la inhibicion de la proliferacién celular, se agregé solo el
medio correspondiente, la linea celular en ausencia de la adicidon de
compuesto de coordinacion, realizado en una placa tipo ELISA de 96
pozos. de CO,.

Al término de la incubacidn, se aspira el medio y se fijan las células
con 100pL de &cido tricloroacético al 10% durante 1 hora a 4°C,
posterior a esto se lavan con agua destilada 5 veces y se deja secar a
temperatura ambiente.

TinciOn con Sulforrodamina-B y Lectura

Una vez seca la placa, se adicionan 50uL de solucién de
Sulforrodamina-B al 0.4% en acido acético al 1% a cada uno de los
pozos, se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se retira el exceso de colorante lavando con &acido
acético al 1% por 5 veces, al término de este se deja secar por
completo a temperatura ambiente. Se solubiliza el colorante
agregando 100 pL de Tris base 10 mM dejandolo reposar 5 minutos
con agitacion hasta observar la solubilizacién y homogenizacion, se
procede a su lectura en un lector de microplacas a una longitud de
onda de 564 nm. El porcentaje de viabilidad se determina con la
siguiente formula, donde AP se refiere a la absorbancia del pozo con
el compuesto prueba (cis-platino o compuestos de coordinaciéon) vy
AB, a Ila absorbancia del pozo correspondiente al blanco de
proliferacion (sin compuesto) y que se considerara como el 100% de
viabilidad.

% PROLIFERACION CELULAR= AP x 100

AB

Por ultimo, para conocer el porcentaje de proliferacién a cada una de
las concentraciones es necesario determinar dicho porcentaje para

cada uno de los pozos y obtener el promedio.



Tratamiento con los compuestos de coordinaciOn y protocolo de
diferenciaciOn de las c&lulas 3T3.

b) Después de la confluencia a 80% (dia 0), se realizd el plagueo,
para el cual se hace una suspension celular para colocar 10,000
células por pozo, agregando el medio de diferenciaciéon 1, y al mismo
tiempo agregando los compuestos a evaluar en concentraciones de
0.01, 0.1, 1 y 10 pg/mL. (Etapa 1) Al segundo dia se cambid el
medio por el medio de diferenciacién 2, este se mantuvo por dos
dias mas. A partir del cuarto dia, el medio de mantenimiento de
adipocitos se remplazé cada dos dias, hasta llegar al dia 8.

c) Para la segunda etapa del experimento se evaluaron los
compuestos, adicionandolos después de la diferenciacién celular de
fibroblastos a adipocitos (dia 8) y dejandolos en exposicion a estos
por 72 h.

TinciOn de adipocitos

Para ambas etapas se realizd la tincion con rojo oleoso, para la cual,
se elimind el medio de cultivo y las células se lavaron dos veces con
100puL de PBS frio y estéril. Se adiciond 200puL de solucidn rojo oleoso
al 0.5% a cada pozo, se incubaron a temperatura ambiente durante
20 minutos, se lavaron con PBS y se observaron al microscopio. Para
la lectura del rojo oleoso, se eluyd con 100uL de isopropanol cada
pozo y se cuantificd mediante el lector de placas a 540 nm.



6 Resultados

Implementacion del modelo de diferenciacion de los
fibroblastos de la linea celular 3T3-L1 a adipocitos.
Se lograron diferenciar de fibroblastos de la linea 3T3-L1 a adipocitos
a través de medios de diferenciacién, conteniendo insulina,

dexametasona e isobutilmetilxantina.

Se observd que la morfologia de los adipocitos es circular, poseen

vesiculas de acumulacion de grasa.

En la Figura 7 se muestra la linea celular antes y después de llevarse

a cabo la diferenciacién adipogénica.

Figura 7 . Diferenciacién de las células 3T3-L1. La linea celular 3T3-L1 de
fibroblastos de ratéon cultivados en DMEM suplementado con 10% de SFB se
diferencié durante 8 dias como se indica en la seccion de metodologia, se muestra
en la imagen “"A”las células en estado de fibroblasto con un aumento de 10x y en la
imagen de la derecha.



Figura 7 . Diferenciacién de las células 3T3-L1. La linea celular 3T3-L1 de
fibroblastos de ratéon cultivados en DMEM suplementado con 10% de SFB se
diferencié durante 8 dias como se indica en la seccion de metodologia, se muestra
en la imagen "B” se observa las células en estado de adipocito con un aumento de
40x y tefiidas con el colorante rojo oleoso, en estas se ve la acumulacion de grasa
en forma de gotas pequenas.

Posteriormente se hizo un seguimiento durante las diversas etapas

involucradas en la diferenciacion celular (Figura 8)




Figura 8 . Etapas de la diferenciacion de las células 3T3-L1. Se muestra “A” las

células en estado de fibroblasto, “"B” se observa las células después de la adicidon del
medio 1, “C” las células se encuentran en estado de preadipocito después de la
adicién del medio 2, “"D” se observa las células en estado de adipocito en estas se
ve la acumulacion de grasa en forma de gotas pequeras. Todas estas imagenes
fueron tomadas con un aumento de 10x. “E”y “F” corresponden a células en estado
de adipocito al dia 11, ya que en el dia 8 se le incorporo el colorante rojo oleoso

como se indica en la seccién de metodologia. “F” se tomd con un aumento de 40x.



“G” células no diferenciadas observadas a 40x, “H” células no diferenciadas tomada

con aumento 10x.

Ensayos de InhibiciOn de la ProliferaciOn Celular

Se determind la CIsg de solo 11 compuestos de coordinacion sobre la
linea celular 3T3-L1 in vitro en un rango de concentraciones del 10

Hg/mL hasta 50 pg/mL, se hizo la seleccién de solo 11 de los 25
compuestos de coordinacion ya que se cree que algunos tienen cierto
interés atribuido a las estructuras quimicas que presentan, las cuales

no se muestran debido a la patente. En este ensayo se cuantifico la
cantidad de Sulforrodamina B que se une a las células 3T3-L1, se
realizd por sextuplicado y se obtuvo su lectura en un lector de

microplacas a una longitud de 564 nm.
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Figura 11. Clsp de los compuestos mCPP0O9Cu, PicCr, CoCIl,*6H20.

Primera y Segunda etapa de diferenciaciéon adipogénica.

Se evalud el efecto de la adicion de los 24 compuestos previo vy
posterior a su diferenciacion celular in vitro, cuantificando la cantidad
de rojo oleoso en un lector de microplacas a una longitud de 540 nm,

sefialando en rojo a los compuestos mas activos.



Tabla 6. Compuestos evaluados durante la etapa de prediferenciacién
adipogeénica.

Compuesto \ Concentracion (ug/mL )

| 0.01 | 01 | 1 10

\ Porcentaje de rojo oleoso

5-HTP 91.53 |85.89 [89.19 | 85.86

5-HTP01Co | 67.73 |70.59 |29.36 [47.77

5-HTP02Co | 142.63|137.15/ 146.69| 106.54

5-HTP03Co | 37.69 |32.64 |66.61 |56.96

5-HTPO4Ni | 138.28130.831126.57|129.07

5-HTPOS5SNi | 144.46 | 165.56 1 173.14| 135.39

5-HTPO6Ni | 118.34192.09 | 78.46 |116.87

5-HTPO7Cu|99.93 | 64.25 | 77.87 |83.22

5-HTPO8Cu | 102.30{99.62 | 79.23 | 78.31

5-HTP0O9Cu|98.79 198.71 [ 69.63 |80.60

5-HTP10Zn| 110.77 137.78121.2396.42

5-HTP11Zn | 97.92 |134.62 128.20| 148.89

5-HTP12Zn|86.22 | 85.13 |71.28 |94.47




Tabla 7. Compuestos evaluados durante la etapa de prediferenciacién
celular*.

Compuesto ‘ Concentracién (pg/mL )

\0.01\0.1\ 1 \10

‘ Porcentaje de rojo oleoso

mCPP 87.97 |90.64 |89.53 |87.97

mCPP01Co 110.92/110.581 124.87|102.54
mCPP02Co 98.51 |91.46 |96.40 |94.43

mCPPO6Ni 108.86/107.36: 118.16|114.34
mCPP0O9Cu 113.67/114.95 101.77| 118.35
mCPP11Zn 141.121136.501 161.73|162.76
PicCr 107.25/112.611 102.03|114.96
Zn(NO3),*6H20 130.70| 122.73 131.93|127.85

*Se hidrolizan en agua



Tabla 8. Compuestos evaluados durante la etapa de prediferenciacién
adipogeénica.

Compuesto ‘ Concentracién (pg/mL )

‘0.01‘0.1‘ 1 ‘10

‘ Porcentaje de rojo oleoso

LOREO20 78.35 |68.05 |66.16 |50.93

CoCl,*6H,0 1 161.37 1 108.96 | 93.46 |148.73

NiCl,6H,0 | 55.21 [42.49 [44.61 |35.77

CuBr; 161.5 [126.98110.67 205.51




Tabla 9. Compuestos evaluados durante la etapa de
postdiferenciacién celular.

Compuesto ‘ Concentracion (ug/mL )

\0.01 \ 0.1 \ 1 10

‘ Porcentaje de rojo oleoso

5-HTP 129.641169.99| 106.20|92.05

5-HTP01Co | 221.67  347.76342.12|187.13

5-HTP02Co|84.16 |73.32 |57.34 |70.06

5-HTP03Co | 93.18 |183.521154.20|109.47

5-HTPO4Ni | 94.32 1 106.63|115.64|137.35

5-HTPOS5SNi | 149.11154.46 1 131.64| 154.56

5-HTPO6Ni | 84.40 |96.43 | 91.21 |127.47

5-HTPO7Cu| 150.43156.031127.90| 125.14

5-HTPO8Cu|81.71 |70.29 |64.10 |100.49

5-HTPO9Cu| 119.52/106.81/116.84|128.28

5-HTP10Zn|80.24 | 77.51 |72.51 |80.51

5-HTP11Zn | 98.28 |104.25 109.15|109.36

5-HTP12Zn | 120.27/110.93/96.34 |111.63




Tabla 10. Compuestos evaluados durante la etapa de
postdiferenciacion adipogénica*.

Compuesto ‘ Concentracién (pg/mL )

‘0.01‘0.1‘ 1 ‘10

‘ Porcentaje de rojo oleoso

mCPP 99.44 1 91.84 |98.37 | 91.19
mCPP01Co 155.86|142.811129.64|130.36
mCPP02Co 79.55 184.22 |87.35 |75.81
mCPPO6Ni 131.34|136.29 128.61| 137.63
mCPPO9Cu 83.96 |78.20 |72.99 |77.78
mCPP11Zn 139.50|131.27 138.69| 125.21
PicCr 79.54 |75.17 |81.57 |70.95
Zn(NOs3) ,*6H,0 | 108.10|104.25 1 111.61|111.56

*se hidrolizan en agua



Tabla 11. Compuestos evaluados durante la etapa de
postdiferenciacién celular.

Compuesto ‘ Concentracion (ug/mL )

‘0.01 ‘ 0.1 1 10

‘ Porcentaje de rojo oleoso

LOREO20 |97.84101.58|72.06 93.58

CoCly*6H,0 | 55.80| 65.95 |66.79]71.45

NiCl,»6H,0 | 70.79| 68.51 | 63.24 86.30

CuBr; 60.53| 77.82 | 83.39 98.07

En las tablas 6, 7, 8, 9, 10 y 11 se muestra la actividad bioldgica
obtenida al adicionar los distintos compuestos de coordinacién, es de
importancia observar los datos obtenidos por los compuestos 5HTP1-
Co, 5HTP3-Co, mCPP, mCPP02-Co, LORE020, NiCl,*6H,0 para el
tratamiento de prediferenciacion, y para los compuestos 5HTP2-Co,
S5HTP8-Cu, mCPP02-Co, mCPP09-Cu, PicCr y CoCl,*6H,0 para el

tratamiento postdiferenciacién.
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Figura 12. Compuestos activos en la etapa de prediferenciacion.
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Figura 13. Compuestos activos en la etapa de prediferenciacion.
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Figura 14. Compuestos activos en la etapa de prediferenciacion.
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Figura 15. Compuestos activos en la etapa de postdiferenciacion.
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Figura 17. Compuestos activos en la etapa de postdiferenciacion.



7 DiscusiOn

Implementaciéon del modelo de diferenciacién adipogénica en fibroblastos
de la linea celular 3T3-L1.

Se observd que la morfologia de los adipocitos coincide con la
reportada en la literatura >* logrando la diferenciacion de fibroblastos
a adipocitos mediante estimulos quimicos. Se observo que las células
3T3-L1 presentaron la inhibicion de crecimiento por contacto que se
reporta en la "ATCC".

Se logro el seguimiento de las etapas involucradas en la
diferenciacion bajo la adicidn de los distintos medios, observando que
las células eran mas anchas en comparacion con su morfologia inicial
fibroblastoide, asi como observando la cantidad de rojo oleoso
incorporado a las células el cual fue directamente proporcional a la
cantidad de lipidos citoplasmaticos en forma de vacuolas, lo que
corresponde a un efecto hipertréfico en contraste a lo observado en
el control negativo de diferenciacion en la figura 8 “"G” y “H”, donde a
pesar de haber sido tefiidas se observa que el colorante rojo oleoso
es homogéneo en toda la célula. Estos hallazgos nos indican el

adecuado establecimiento del modelo in vitro de adipogénesis celular.

Ensayos de InhibiciOn de la ProliferaciOn Celular

No se observd un efecto citotdxico con ninguno de los 11 compuestos

evaluados en un rango de concentraciones de 0.01 hasta 50 pg/mL.



Primera y Segunda etapa de diferenciaciéon adipogénica.

Se observé que la actividad de los compuestos difiere en funcion de si
son anadidos en un estadio inicial de fibroblasto o si se adicionan en
las células después del dia 8 de diferenciacién a adipocitos. Estos
resultados podrian deberse a diferentes mecanismos de accién o a
diferentes propiedades, por ejemplo su estereoquimica, Ia
liposolubilidad, la afinidad por ciertos receptores, por mencionar
algunos.

Se dividieron los 24 compuestos en la primera, segunda y tercera
serie para facilitar su administracion y evaluacion. Es importante

considerar que los compuestos pertenecientes a la segunda serie se

hidrolizan en presencia de agua.

Tu-Fa Lien y colaboradores sugieren que el PicCr es un buen
candidato contra la obesidad® sin embargo, los resultados obtenidos
en nuestro modelo indican que los compuestos pertenecientes a la
primera serie: 5-HTP01Co (47.78% IRO), 5-HTP03Co (56.97% IRO)
en la etapa de prediferenciacion presentan mejor actividad en
comparacién con el PicCr (70.95%IR0O) contradiciendo a los hallazgos
reportados en la literatura.

De los 11 compuestos que poseen mejor actividad antiadipogénica
fueron 5-HTP01Co, con una actividad de 48%IRO a una concentraciéon
de 10 pg/mL y el compuesto 5-HTPO3Co con 57%IRO a una
concentracion de 10 pg/mL, en la etapa de prediferenciacion.
LOREO20 51%IRO de absorcién con tincién rojo oleoso a una
concentracion de 10 pg/mL.

NiCl,6H20 con una actividad de 36% de absorciéon con tincién rojo
oleoso a una concentracion de 10 ug/mL.

5-HTP02Co con una actividad de 57% de absorcién con tincién rojo

oleoso a una concentracion de 1ug/mL.



5-HTPO8Cu con una actividad de 64% de absorcion con tincién rojo
oleoso a una concentracién de 1ug/mL, como se observa en las tablas

6,7,8y09.

En las graficas correspondientes a la diferenciacion adipogénica se
observa en la mayoria que se obtiene una mejor actividad
antiadipogénica de los compuestos a una menor dosis en
comparacién con una dosis alta, lo cual nos sugiere un efecto
hormético, un proceso por el cual la exposicion a una dosis baja de
un agente quimico o bien un factor ambiental que es dafiino a dosis
altas, induce una respuesta adaptativa y/o un efecto benéfico en la
célula o el organismo. Por lo mencionado anteriormente sabemos que
a lo largo de la evolucidén, los organismos vivos han tenido que
adaptarse a condiciones y agentes adversos para lograr sobrevivir,
por lo que han desarrollado diversos y complejos mecanismos para
lidiar con ellos. La respuesta hormética es transitoria, dinamica y
puede ser mediada por la activacién o inactivacion de enzimas, por la
modificacién de una gran cantidad de genes o bien por ambos
procesos. Sin embargo actualmente no se conocen con exactitud
todos los mecanismos y vias de transduccién de sefales por los
cuales la respuesta hormética se lleva a cabo; asi, la evidencia
experimental sugiere que no existe un mecanismo Unico sino varias
vias que son capaces de desencadenar la hormesis. Finalmente
podemos decir que existe un efecto de hormesis, sin embargo, se
requieren mas estudios para elucidar los mecanismos moleculares

involucrados.



8 Conclusiones

Se implementd de manera adecuada y eficaz el modelo de
diferenciacion adipogénica con fibroblastos de la linea celular
3T3-L1 in vitro, se empled con éxito este modelo para evaluar
la actividad antiadipogénica de los nuevos compuestos de
coordinacion.

Nuestro modelo demostr6 que es posible inhibir Ila
diferenciacion de fibroblastos a adipocitos utilizando los nuevos
compuestos de coordinacién. Son necesarios estudios tanto en
modelos de animales como celulares para la elucidacion del
mecanismo de accidn de estos compuestos y su efecto en tejido
adiposo. El estudio del proceso bioldgico de la adipogénesis es
de gran importancia ya que eventualmente nos permitird
intervenir con terapias efectivas contra la obesidad, uno de los
mas graves problemas de salud publica para la poblacién
mexicana.

Se observé que la actividad farmacolégica que poseen los
nuevos compuestos de coordinacion es distinta si esta se evalua
en las células en el estadio de fibroblasto o adipocito.

Se pudo evaluar a los compuestos observando que sdélo 11 de
ellos poseen posible actividad antiadipogénica.

No se logré determinar la concentracion inhibitoria 50 en un
rango de concentracion de 0.01 pg/mL hasta 50 pyg/mL, lo que
indica que los compuestos no son citotéxicos.

Los resultados son prometedores debido a la alta actividad y
baja toxicidad encontradas. Sin embargo, tendran que

corroborarse en estudios de eficacia y seguridad en animales.
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10 Apéndice
10.1 Definiciones

Las siguientes definiciones que se consideran importantes para la
elaboracion de este trabajo fueron consultadas de las normas
oficiales mexicanas NOM-015-SSA2-2010 para la prevencion,
tratamiento y control de la diabetes mellitus; NOM-030-SSA2-2009
para la prevencion, deteccion, diagndstico, tratamiento y control de la
hipertension arterial sistémica; NOM-174-SSA1-1998 para el manejo
integral de la obesidad; NOM-059-SSA1-2013 buenas practicas de
fabricacion de medicamentos; NOM-008-SSA3-2010 para el
tratamiento integral del sobrepeso y la obesidad; NOM-037-SSA2-
2012 para la prevencion, tratamiento y control de las dislipidemias.
Arteriosclerosis: El endurecimiento de las arterias.
Aterosclerosis: Es la variedad de arteriosclerosis, en la cual hay
infiltraciéon de la capa intima de la arteria con macrofagos cargados
de grasa, proliferacion de células musculares con fibrosis y reduccién
de la luz del vaso sanguineo. Algunas placas pueden llegar a
calcificarse.

Bioterio: Conjunto de instalaciones, muebles e inmuebles
destinados al alojamiento y manutencién de animales de laboratorio
durante una o varias de las fases de su ciclo vital; esto es,

nacimiento, desarrollo, reproduccion y muerte.



Buenas practicas de laboratorio: Conjunto de reglas,
procedimientos operacionales y practicas establecidas para asegurar
la calidad e integridad de las actividades realizadas en el laboratorio y
de los datos analiticos obtenidos de ensayos o pruebas.

Colesterol: Molécula esteroidea, formada por cuatro anillos
hidrocarbonados mas una cadena alifatica de ocho atomos de
carbono en el C-17 y un OH en el C-3 del anillo A.

Colesterol HDL: (por sus siglas en inglés, C-HDL, High Density

Lipoprotein), son un tipo de lipoproteina de alta densidad. Las HDL

participan en el transporte reverso del colesterol, de los tejidos hacia
el higado para su excrecion o reciclaje.
Colesterol LDL: (por sus siglas en inglés, C-LDL, Low Density

Lipoprotein), son un tipo de Ilipoproteina de baja densidad,

transportan el colesterol a los tejidos, su elevacién problemas
cardiovasculares.

Colesterol no HDL: Es todo el colesterol que no es trasportado
por el colesterol HDL.

Cetosis: La acumulacién de cuerpos cetdnicos en los tejidos vy
liguidos corporales.

Cetoacidosis: La complicacion aguda, por deficiencia absoluta o
relativa de la secrecion de insulina, conduce al catabolismo de las
grasas como fuente de energia, produciendo la formacién de cuerpos
cetonicos.

Diabetes mellitus: Es una enfermedad sistémica crénico-degenerativa
con predisposicion hereditaria y participacion de diversos factores
ambientales que se caracteriza por hiperglucemia crénica debido a la
deficiencia en la produccién o accién de la insulina.

Diabetes tipo 1: Existe destruccidon de células beta del pancreas,
generalmente con deficiencia absoluta de insulina.

Diabetes tipo 2: Se presenta resistencia a la insulina.

Diabetes gestacional: se detecta por primera vez durante el

embarazo.



Dislipidemias: Alteracion de la concentracidn normal de los lipidos
en la sangre.

Grasas Trans: A las grasas liquidas como los aceites que se
hidrogenan quimicamente. Aumentan el colesterol LDL y reducen el
colesterol HDL.

Hipertension Arterial Sistémica: Padecimiento multifactorial
caracterizado por aumento sostenido de la Presion arterial sistdlica,
diastdlica o ambas.

Hipoglucemia: Estado en el que se presentan manifestaciones
secundarias a descargas adrenérgicas o neuroglucopénicas debido a
valores subnormales de glucosa.

Insulina: Es una hormona poli peptidica de = 5.8 KDa en humanos.
indice de masa corporal (IMC): Es el peso corporal dividido
entre la estatura en metros elevada al cuadrado (Kg/m?).

Peso corporal, de acuerdo con el indice de Masa Corporal: indice de
masa corporal >18.5 y <24.9 peso normal, indice de masa corporal >
25y < 29.9 sobrepeso, indice de masa corporal > 30 obesidad.
Linea celular: Al tipo de poblacién celular con caracteristicas
definidas que se originaron por subcultivos seriados de una poblacién
celular primaria.

Nefropatia diabética: La complicacion renal tardia de la
diabetes. Se refiere al dafio predominantemente de tipo glomerular.
Resistencia a la insulina: Disminucion de la accién de esta
hormona en los tejidos muscular, hepatico y adiposo.

Sindrome metabodlico: Conjunto de anormalidades bioquimicas,
fisioldgicas y antropométricas, ocurren simultaneamente, pueden
producir o estar ligadas a la resistencia a la insulina y/o sobrepeso u
obesidad, que incrementan el riesgo de desarrollar Diabetes mellitus,
enfermedad cardiovascular o ambas.

Triglicéridos: Moléculas de glicerol, esterificadas con tres acidos
grasos. Principal forma de almacenamiento de energia en el

organismo.
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