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Resumen

Las sensaciones de apetito y saciedad estan reguladas por una red de vias neuronales localizadas en
el hipotalamo que funcionan mediante neuropéptidos y neurotransmisores encargados de
mantener el equilibrio entre la ingesta y el gasto caldrico. Entre estos neurotransmisores se
encuentra la serotonina, involucrada en la disminucién del apetito, reduccién del consumo de
alimento y pérdida de grasa corporal excesiva. A partir del conocimiento del papel de la serotonina
sobre los mecanismos de saciedad se ha buscado desarrollar alternativas terapéuticas eficaces en
el tratamiento de la obesidad, como parte de dichas alternativas se encuentra la administracion de
su precursor, el 5-hidroxitriptéofano. Por otro lado, es bien conocida la importancia de los
compuestos de coordinacion dentro de la medicina, se ha demostrado que estos complejos
metalicos de ligantes biolégicamente importantes pueden ser mds eficaces que dicho ligante libre,
puesto que incorporan una multifuncionalidad dentro de una sola molécula. Con base en esto, se
propuso el uso de dos compuestos de coordinacién basados en el ligante 5-hidroxitriptofano y que
poseen un centro metdlico, ya sea de cobalto o de cobre, los cuales podrian presentar eficacia
terapéutica como posibles adyuvantes al tratamiento de |la obesidad. El objetivo de este estudio fue
contribuir a la evaluacidon de seguridad y eficacia de estos compuestos de coordinacién como
tratamiento para la obesidad en un modelo de obesidad inducida por dieta. Para el estudio de la
seguridad se evalué la toxicidad aguda de los compuestos, obteniendo las DLsy de cada uno en
ratones Hsd:ICR (CD-1®) (NB5HO02: 613.9 mg/kg; NB5H08: 341.045 mg/kg) y ratas HsdHan®:WIST
(Wistar) (NB5H02: 95.90 mg/kg; NB5H08: 122.88 mg/kg), demostrando que dichos compuestos
presentan una toxicidad menor que cada uno de los metales y el ligante por separado. Ademas se
utilizaron ratas HsdBlu:LE (Long-Evans) como modelo de obesidad inducida por una dieta
hipercaldrica, en donde se evalué la toxicidad subcrénica y la eficacia antiobesidad de los compuesto
de coordinacién a las dosis de 2.6 y 3.8 mg/Kg, encontrando un incremento en los niveles de
fosfatasa alcalina a las dosis altas de ambos compuestos, asi como un aumento en el hematocrito,
eritrocitos y hemoglobina de los grupos correspondientes al compuesto de cobalto NB5H02. En
cuanto a la eficacia se observé que los grupos de dicho compuesto, NB5H02, presentaron valores
de glucosa menores a los demas tratamientos, asi como una tendencia a disminuir los valores de

colesterol y triglicéridos, y un menor grado de degeneracién hepatocelular. Aunado a esto,



especificamente el grupo con la dosis baja de este compuesto mostré un menor incremento de
peso, consumo de alimento e indice de masa corporal. Por lo tanto se concluyé que ningun
compuesto presenta una toxicidad importante a las dosis evaluadas y que la eficacia antiobesidad
es mayor en el compuesto de cobalto, principalmente a la dosis de 2.6 mg/Kg. Es importante
mencionar que el presente trabajo fue realizado bajo un sistema de gestion de la calidad y buenas
practicas de laboratorio lo cual garantiza la confiabilidad y exactitud de los datos con el fin de

promover la calidad y validez de las pruebas.

Palabras clave: Obesidad, 5-Hidroxitriptéfano, Compuestos de coordinacién, Cobre, Cobalto,

Obesidad inducida por dieta.
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Abstract

Appetite and satiety are regulated by a network of neuronal pathways located in the hypothalamus
that function through neuropeptides and neurotransmitters responsible for maintaining balance
between intake and caloric expenditure. One of these neurotransmitters is serotonin, which is
involved in decreasing appetite, reducing food intake and losing excessive body fat. From the
knowledge of the role of serotonin on satiety mechanisms, it has been sought to develop effective
therapeutic alternatives in the treatment of obesity, as part of these alternatives is the use of its
precursor, 5-hydroxytryptophan. On the other hand, is well known the value of coordination
compounds in medicine, it has been demonstrated that these metal complexes of biologically
important ligands can be more effective than free ligand, since they incorporate a multifunctionality
within a single molecule. Based on this, it was proposed the use of two coordination compounds
based on the 5-hydroxytryptophan which have either a cobalt or copper metallic center, that could
have therapeutic efficacy as possible adjuvants to the treatment for obesity. The objective of this
study was to contribute to the safety and efficacy evaluation of these coordination compounds as a
treatment for obesity in a model of diet-induced obesity. For safety assay, the acute toxicity of the
compounds was evaluated, obtaining the LDso of each in Hsd:ICR (CD-1®) mice (NB5H02: 613.9
mg/kg, NB5HO08: 341.045 mg/kg) and HsdHan®:WIST (Wistar) rats (NB5H02: 95.90 mg/kg; NB5H0S:
122.88 mg/kg), showing that this compounds have a lower toxicity than each of the metals and the
ligand separately. In addition, HsdBlu:LE (Long-Evans) rats were used as a model of induced obesity
by a hypercaloric diet, in which subchronic toxicity and anti-obesity efficacy of coordination
compounds were evaluated at 2.6 and 3.8 mg/kg, finding an increase in alkaline phosphatase levels
of high doses of both compounds, as well as an increase in the hematocrit, erythrocytes and
hemoglobin values of the groups corresponding to the cobalt compound NB5HO02. According
efficacy, it was observed that the groups of this NB5H02 compound, had lower glucose values than
the other treatments, as well as a tendency to decrease cholesterol and triglycerides values, and a
lower degree of hepatocellular degeneration. Additionally, specifically, low dose of cobalt

compound group, showed a lower weight increase, food consumption and body mass index.
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Therefore, it was concluded that no compound has an important toxicity at evaluated doses and
that antiobesity efficacy is greater in cobalt compound, mainly at dose of 2.6 mg/kg. It is important
to mention that the present work was performed under a quality management system and good
laboratory practices which guarantees data reliability and accuracy in order to promote quality and

validity of the tests.

Key words: Obesity, 5-Hydroxytryptophan, Coordination compounds, Copper, Cobalt,

Diet-induced obesity.
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Introduccion

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el sobrepeso y la obesidad se definen como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. La obesidad es
una enfermedad de curso crénico y gradual que suele iniciarse en la infancia y la adolescencia la
cual se caracteriza por la acumulacién de grasa y por ende ganancia de peso, que representa un
desequilibrio energético, que ocurre cuando el aporte o ingestion de energia de los alimentos
excede al gasto de la misma y, como consecuencia, el exceso se almacena en forma de grasa mas
alla del valor esperado segun el género, la talla y la edad. El balance positivo de energia es la causa
inmediata de la obesidad; sin embargo, esto tiene sus origenes en un sistema causal de gran
complejidad, que involucra una serie de factores bioldgicos, sociales, conductuales y ambientales
que se interconectan desencadenando un trastorno metabdlico y dificultando el control y

prevencion de esta enfermedad tanto a nivel individual como poblacional (1, 2, 3, 4).

La ingesta de alimentos es un factor importante para el desarrollo de la obesidad y es una conducta
dada por las sensaciones de apetito y saciedad, reguladas por una compleja red de vias neuronales
que se encuentran en el hipotdlamo. El ndcleo hipotaldmico ventromedial es el centro de la
saciedad, en tanto que el hipotidlamo lateral es considerado el centro del hambre. El sistema
nervioso central recibe informacién del estado energético en que se encuentra el organismo y en
consecuencia envia sefales hacia los diversos érganos y sistemas periféricos para lograr un balance

energético éptimo a corto y a largo plazo (5). (Figura 1)



Existen neuropéptidos y neurotransmisores implicados en el control hipotalamico de la sensaciéon
hambre/saciedad que se encargan de mantener el equilibrio entre la ingesta y el gasto calérico, son
varios los procesos reguladores que pueden influir sobre estos centros hipotalamicos, en ausencia
de alimento en el intestino y la reduccién de reservas de lipidos y de glucégeno, se activa la
expresion y liberacidon de diferentes sefiales peptidicas orexigénicas como el neuropéptido Y (NPY)
y la proteina r-Agouti (AgRP) que se sintetizan en el nucleo arqueado, por el contrario, la elevacion
de la glucemia o de la insulina, o la distencién gastrica producida con las comidas, son factores que
activan el centro de la saciedad mediante la liberacion de péptidos anorexigénicos como la
proopiomelanocortina (POMC) o la transcripcién regulada de cocaina y anfetamina (TRCA), con lo
cual se logra un punto de ajuste relativamente fijo de la adiposidad corporal para mantener una

homeostasis energética (6, 7). (Figura 1)
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Figura 1. Control hipotalamico del balance energético (8).

Otro péptido involucrado en la disminucion del apetito es la serotonina. En modelos experimentales
se ha observado que un aumento de los niveles de serotonina en areas hipotalamicas disminuye la
sensacion de hambre, reducen el consumo de alimento y la masa grasa sin alterar la actividad
locomotora (9,10). Asi mismo, se encontré que después del comienzo de la alimentacidn, se elevan
los niveles del aminodcido esencial triptdfano en cerebro, incrementando la saturaciéon del sustrato
de la enzima triptdfano hidroxilasa, la cual controla la sintesis de serotonina (11). Los receptores de
la serotonina modulan tanto la cantidad de alimento como la seleccién de los macronutrientes, es

decir, la estimulacién de estos receptores hipotalamicos reducen la ingesta en general, y de las



grasas en particular, con poco efecto sobre carbohidratos y proteinas, ademds promueve la pérdida
de grasa corporal excesiva y mejora los parametros metabdlicos asociados a la obesidad, mientras
que la delacién de éstos estimulos sobre los receptores serotoninérgicos promueve el desarrollo del
sobrepeso y obesidad. Estos datos evidencian el rol de este neurotransmisor en la regulacién del

consumo de alimentos y del peso corporal (9, 12, 13).

Existen diferentes métodos para determinar la composicidn corporal y los grados de desnutricion,
sobrepeso u obesidad, tales como la circunferencia de la cintura, la medicién del grosor de los
pliegues cutaneos, la bioimpedancia y el indice de masa corporal que es la medida mas utilizada
para identificar el sobrepeso y la obesidad, y se basa en la relacién que existe entre el peso y la
estatura de un individuo (kg/m?). Segun la clasificacién de la organizacién mundial de la salud, los
adultos con un IMC de 25 a 30 se definen con sobrepeso, mientras que aquellos que presentan un

IMC de 30 o mas presentan obesidad (14, 15).

Actualmente la obesidad y sobrepeso han alcanzado proporciones epidémicas y se han convertido
en el principal problema de salud publica a nivel mundial, razén por la que la Organizacién Mundial
de la Salud denomina a la obesidad como “la epidemia del siglo XXI”. Las personas con obesidad son
mayoria en paises de la OCDE y esta epidemia continla extendiéndose, no se ha visto alguna
reversion en esta tendencia desde que la epidemia comenzd. Hasta 1980, menos de una de cada
diez personas eran obesas en los paises de la OCDE, en las décadas siguientes, las tasas se duplicaron

o triplicaron, y contintan creciendo (4, 16, 17). (Figura 2)
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Figura 2. Tasa de obesidad en los paises pertenecientes a la OCDE (18).

En México se ha documentado uno de los incrementos mas rapidos en el mundo en la prevalencia
de peso excesivo (sobrepeso y obesidad) y sus comorbilidades, alcanzando el primer lugar en la

poblacién infantil y adulta a nivel mundial (1, 2). (Cuadro 1) (Figura 3)



Cuadro 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en México por grupos de edad (4).

Prevalencia de sobrepeso y obesidad por grupo de edad

Sobrepeso Obesidad
Grupo de edad
(%) (%)

Nifios menores de cinco afos 12.0 5.2
Nifics de cinco a nueve afios 16.2 12.1
Adolescentes 26.5 11.9
Mujeres 36.8 38.6
Hombres 42.5 325
Adultos mayores 41.9 33.5
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Figura 3. Proyecciones de la obesidad (19).



La obesidad es un importante problema de salud publica ya que esta asociada causalmente con la
pérdida de la salud puesto que es un factor de riesgo clave para el desarrollo de una serie de
enfermedades crénicas tales como la diabetes tipo 2, hipertensidn arterial, dislipidemias,
hipercolesterolemia, enfermedades cardiovasculares (especialmente la cardiopatia isquémica y los
infartos  cerebrales), enfermedades respiratorias y gastrointestinales, enfermedades
osteoarticulares, ciertos tipos de cancer como el de mama, préstata y colon, apnea del suefio y

varias otras enfermedades (1, 20).

A nivel individual, una persona con sobrepeso incrementa su riesgo de muerte aproximadamente
un 30% con cada 15 kg adicionales a su peso ideal. Asi mismo los gastos en cuanto a salud de una
persona obesa ascienden al menos un 25% mas que aquellas que se encuentras dentro de un peso
adecuado. Adema3s, la obesidad es causa de estigma social y en ciertas sociedades se asocia con

menor ingreso laboral, especialmente entre las mujeres (20).

En la mayoria de los paises la obesidad es responsable aproximadamente del 1 al 3% del gasto total
en salud, mientras que en México esto asciende drasticamente al 15%, de acuerdo a los estimados
realizados por la Secretaria de Salud en 2008, los efectos econémicos de la obesidad tuvieron un
costo directo anual de 42,000 millones de pesos en atencién médica para el sistema publico de salud
de 14 complicaciones derivadas de cuatro grupos de enfermedades vinculadas con la obesidad
(diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares, cancer de mama y osteoartritis), mientras
que el costo indirecto por pérdida de productividad fue de 25,000 millones de pesos. La suma total
estimada de los costos directos e indirectos alcanzo los 67,000 millones de pesos. En 2017 se estima
que el costo directo fluctue entre los 101,000 millones de pesos y el indirecto podria alcanzar los

73,000 millones de pesos(1, 20).



Dentro de los efectos secundarios que representa la obesidad se encuentra también la transferencia
de estos habitos alimentarios y de salud inadecuados a las mascotas, incluyendo una cierta pereza
y falta de reconocimiento de la salud nutricional de estos animales. En general, los propietarios de
animales con sobrepeso muestran menos interés por la salud preventiva que los propietarios de
animales con una condicién corporal ideal. En animales domésticos se considera sobrepeso cuando

estos exceden un 15% mas de su “peso 6ptimo”, y obesos cuando sobrepasan el 30% (21, 22, 23).

Si bien es cierto que en los animales también existen diversos factores individuales y ambientales
gue desencadenan un estado obesogénico tales como el género, la esterilizacién, la edad, la raza, el
componente alimentario, el hdbitat, la presencia de otros animales en casa y el modo de vida; el
humano desempefia un papel fundamental en la relacién de todos estos factores. Para sustituir la
compafia humana, las personas suelen “humanizar” sus mascotas, y en diversos estudios realizados

se ha observado que este antropomorfismo se asocia fuertemente con el sobrepeso (24).

Los costos elevados directos e indirectos de la obesidad y sus comorbilidades, asi como los efectos
de éstas, que aumentan la demanda de servicios de salud, imponen la necesidad urgente de actuar
con base en la mejor evidencia cientifica disponible para la prevencidn, tratamiento y control de

esta enfermedad.

Al ser la obesidad una patologia crdonica degenerativa, es en gran medida una enfermedad
prevenible, por lo que para su control es necesario plantear en primer lugar una etapa preventiva
con el objetivo de disminuir la prevalencia y, en segundo lugar, debido a su etiologia multifactorial,

un tratamiento multidisciplinario de los profesionales de la salud.



Se considera que el enfoque de salud publica en la prevencién primaria es la accion mas econdémica,
asequible, sostenible e importante para hacer frente a la epidemia de enfermedades crdnicas en

todo el mundo.

La adopcién de un enfoque basado en el conocimiento profundo de las causas mencionadas y de
sus multiples y complejas interrelaciones para prevenir las enfermedades crdnicas, representa un
avance importante de las ideas favorables a una politica sanitaria integrada puesto que resulta
esencial para cambiar los habitos de la poblacidn y modificar los determinantes de la obesidad. Una
combinacion de actividad fisica regular, variedad de alimentos en la dieta e interaccidn social amplia

constituye, probablemente, el abordaje adecuado para hacer frente a este problema (25, 26).

Asi mismo el tratamiento de la obesidad como tal es a través de un equipo multidisciplinario que
incluye al médico de primer contacto, asi como al internista, nutriélogo, enfermera, farmacéutico,
cirujano dentista, psicélogo, gerontdlogo, terapeuta, etc. Y estd basado totalmente en un
tratamiento no farmacolégico que supone la modificacion y adopcién de dietas adecuadas, actividad
fisica y una intervencion conductual y/o psicoldgica la cual pretende modificar el estilo de vida para

favorecer el control de peso (6, 7, 27).

El tratamiento farmacoldgico contra la obesidad esta indicado Unicamente en pacientes con un IMC
mayor o igual a 30 o en pacientes con un IMC superior a 27 con otras patologias asociadas como
diabetes tipo Il o dislipemias, y que hayan intentado una disminucion de peso infructuosa con
medidas dietéticas durante los dos o tres meses anteriores. El uso de estos farmacos sdlo se
justifica como coadyuvante al tratamiento dietético y de los cambios en el estilo de vida, pero no

debe utilizarse nunca como unico tratamiento (28).



Actualmente el Orlistat, es el Unico farmaco aprobado por la Food and Drug Administration (FDA)
para el tratamiento a largo plazo de la obesidad. Es un derivado de la lipstatina y actia como potente
inhibidor de las lipasas gastrointestinales, lo que reduce un 30% la absorcién de la grasa dietética.
No interfiere en la absorciéon de hidratos de carbono, proteinas y fosfolipidos aunque puede

disminuir la absorcién de las vitaminas liposolubles (A, D, E y K).

Los efectos adversos de Orlistat inicialmente descritos son principalmente de caracter digestivo y
con una alta frecuencia, por lo que hay que tener especial precaucion en caso de diabetes, patologia
renal o hepdtica. Su uso fue aprobado por la FDA en el 1999 y a partir del 2008 por la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA), sin embargo, desde el 2011, la misma EMA, ha iniciado un
proceso de revisidon de este principio activo por su potencial riesgo de hepatotoxicidad (9). (Cuadro

2)

Otros farmacos de prescripcion para la obesidad han mostrado efectos adversos, por ejemplo, en el
2008, la EMA recomendd no continuar la prescripcion y el uso de Rimonabant debido a los posibles
riesgos asociados con el farmaco, principalmente de tipo psiquiatrico, mientras que en el 2010, la
FDA recomendd no continuar la prescripcién y el uso de la Sibutramina debido a los posibles riesgos
cardiovasculares que produce en los pacientes con enfermedad cardiovascular conocida (29).

(Cuadro 2)

En los ultimos afios se han desarrollado algunos medicamentos tales como la Liraglutida que es un
analogo peptidico similar al glucagdn tipo 1 (GLP-1), una incretina de origen intestinal que estimula
la produccidn y secrecién de insulina; la Fentermina/Topiramato, una anfetamina en combinacion
con una molécula empleada como anticonvulsivante y en tratamiento de algunos tipos de migraia;

y la Lorcaserina que es un agonista selectivo de los receptores 5HT2c de serotonina (9). (Cuadro 2)
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Cuadro 2. Distintos tratamientos farmacoldgicos de la obesidad, mecanismos de accién y efectos

secundarios (9).

Farmaco

Mecanismo de accion

Efectos secundarios

Efedrina

Anfetamina

Anfepramona,
Clobenzorex y

Fenproporex

Sibutramina

Rimonabant

Orlistat

Naltrexona/

Bupropion

Lipolisis por activacién de los

receptores B3 (accion termogénica).

Estimula las vias noradrenérgicas
centrales, suprimiendo el apetito y

aumentando la termogénesis.

Agonistas adrenérgicos y

serotoninérgicos.

Inhibidor de la recaptacion de

serotonina y noradrenalina.

Antagonista de receptor

cannabinoide tipo 1 (CB1).

Inhibidor de las lipasas
gastrointestinales, reduce la

absorcién de la grasa dietética.

Antagonista de receptores
opioides/Estimula las neuronas
productoras de pro-

opiomelanocortina.
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Hipertensidn, taquicardia,

nerviosismo, etc.

Efectos adversos a nivel

cardiovascular.

Alteracion en las valvulas cardiacas
y de hipertension pulmonar,
dependencia y abuso tras uso

prolongado.

Riesgo de sufrir ictus, infarto de

miocardio y paro cardiaco.

Alteraciones psiquiatricas,
trastornos depresivos, intento de

suicido y suicidio consumado.

Aumento de las deposiciones y de
color blanquecino, incontinencia
fecal, flatulencia, hemorroides y

gastritis, riesgo de hepatotoxicidad.

Nauseas, dolor de cabeza,
estrefiimiento, mareos, vomitos y

boca seca.



Incretina que estimula la produccion
Riesgo de pancreatitis y posible
Liraglutida y secrecién de insulina, suprime el
desarrollo de cancer de pancreas.
apetito y la ingesta de energia.

Fentermina/
Anfetamina/ anticonvulsivante.
Topiramato

Agonista selectivo de los receptores
Lorcaserina
5HT2c.

Estos datos son de cierta forma desalentadores ya que no son exactamente un gran avance cientifico
pues, el lento desarrollo de alternativas eficaces pone de manifiesto los obstaculos que se presentan
en la investigacion para el tratamiento de la obesidad, ademds se ha registrado que en el 95% de
los casos el paciente recupera su peso a largo plazo, es por ello la gran importancia de nuevas
investigaciones enfocadas en la busqueda de tratamientos efectivos, seguros y que se puedan

mantener de forma cronica.

A partir del conocimiento del papel de la serotonina sobre los mecanismos de saciedad, se ha
buscado desarrollar alternativas terapéuticas que puedan ser eficaces en el tratamiento de la

obesidad.

La 5-hidroxitriptamina (5-HT), también conocida como serotonina es un neurotransmisor y
neuromodulador con un importante papel regulador en el sistema nervioso central (SNC). Tiene
implicaciones importantes en funciones fisioldgicas tales como el sueiio, el estado de animo, el
apetito, la conducta sexual, los ritmos circadianos, la temperatura entre muchos otros. En los

humanos, las alteraciones en el sistema serotoninérgico estan relacionadas con trastornos
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conductuales y neuroldgicos que incluyen los alimenticios, la depresidn, la epilepsia, la esquizofrenia

y la ansiedad (30, 31).

La sintesis de la serotonina inicia con la hidroxilaciéon del aminoacido esencial L-triptéfano (LT), el
cual se obtiene en la dietay es transportado a través de la barrera hematoencefalica hacia el cerebro
utilizando los transportadores de aminodacidos neutros, en donde compite con otros aminodacidos
como la fenilalanina, la leucina y la metionina. La enzima triptéfano hidroxilasa, que se encuentra
Unicamente en las neuronas serotoninérgicas del cerebro permite la conversidn del triptéfano a 5-
hidroxitriptofano (5-HTP), seguida por la descarboxilacion mediada por la descarboxilasa de
aminoacidos en 5-hidroxitriptamina; este proceso se lleva a cabo dentro de las nueve
subpoblaciones de neuronas serotoninérgicas localizadas en una zona cerebral llamada Nucleo de

Rafé (13, 32).

Existen diferentes enfermedades, por ejemplo, la depresion o la ansiedad en las que el objetivo de
su tratamiento es aumentar los niveles de serotonina y con esto provocar el efecto fisioldgico
deseado, que ayude a revertir dicho problema, sin embargo, un exceso de serotonina puede generar
efectos secundarios indeseados tales como salivacion, euforia, hiperreflexia, hipertermia,
taquicardia, midriasis, diarrea, hipertension, rigidez, temblores, mioclonia y convulsion
generalizada, hasta llegar en los casos mas graves a conducir a una afeccién potencialmente mortal

que se describe como el sindrome de serotonina, o la toxicidad de la serotonina (33).

Como parte de las alternativas terapéuticas con posible eficacia usadas en el tratamiento de la
obesidad, se encuentra la administracion del 5-hidroxitriptéfano, precursor directo de la serotonina,
se ha observado una disminucion de los niveles de serotonina en individuos obesos, estos niveles
bajos se asocian con ganas de comer carbohidratos y con atracones de comida, asi, el gran interés
reciente por este nutriente se debe a que se ha demostrado que incrementa los niveles cerebrales

del neurotransmisor, por lo cual ha sido también utilizado en el tratamiento de enfermedades como

-13 -



la depresidn, fibromialgia, insomnio, dolores de cabeza crénicos y Parkinson en donde se han

observado bajos niveles de serotonina (31).

Se sabe que el 5-HTP juega un rol en la conducta alimenticia como una molécula anoréxica, pues se
ha demostrado que la administracién oral de 5-HTP reduce el hambre, disminuye la ingesta de
alimentos, principalmente carbohidratos, aumentando el consumo de proteinas, y promueve la
presencia consistente de saciedad temprana. En consecuencia, aumenta significativamente la

pérdida de peso sin tener efecto en el comportamiento (34, 35).

Dentro de las ventajas del uso del 5-HTP sobre el triptéfano (LT) es que presenta una mayor eficacia

y seguridad, esto estd dado por lo siguiente:

1. Puesto que el 5-HTP no requiere de moléculas transportadoras, presenta una elevada absorcién

intestinal pues esta no se ve afectada por la presencia de otros aminoacidos (31, 36).

2. Con la ingestién directa de 5-HTP se evita la conversién de LT en 5-HTP. Esta reaccidn la cataliza
la enzima triptéfano hidrolasa (también denominada triptéfano 5-monooxigenasa), y es el paso
limitante en la sintesis de serotonina. Esta enzima puede verse inhibida por numerosos factores
como: estrés, resistencia a insulina, deficiencia de vitamina B6 y deficiencia de magnesio. Ademas,
todos estos factores junto con elevados niveles de cortisol y dosis elevadas de LT (mayores a
2.000mg) pueden incrementar la conversion de LT a kinurenina via triptéfano 2,3 dioxigenasa,

haciendo que LT no esté disponible para la produccion de serotonina (31, 36).

3. A diferencia de LT, la molécula de 5-HTP no puede ser dirigida hacia la produccién de niacina o de

proteinas corporales (31, 36).
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4. 5-HTP atraviesa facilmente la barrera hematoencefalica, sin necesidad de moléculas
transportadoras, cosa que si necesita LT. Debido a que las moléculas transportadoras de LT son
compartidas por 5 aminodcidos (tirosina, fenilalanina, valina, leucina e isoleucina), la presencia de
estos aminoacidos competidores puede inhibir el transporte de LT al cerebro, cosa que no ocurre
con el 5-HTP. Ademas, altos niveles séricos de kinurenina pueden inhibir el transporte de LT hacia

el sistema nervioso central reduciendo los niveles de serotonina (31, 36).

5. EI 5-HTP se obtiene a partir de semillas de una planta africana, Griffonia simplicifolia, evitando los
problemas de contaminacion que llevaron a la prohibicidn en la comercializacion de productos de
LT obtenidos mediante fermentacién bacteriana. La prohibicidn se debio a la aparicién de algunos
casos de productos de LT en los cuales se realizé un filtrado inadecuado y que provocaron sindrome
de mialgia eosinofilica. Actualmente el 5-HTP es comercializado en forma de tableras por diferentes
marcas como un suplemento para el tratamiento de las diferentes enfermedades mencionadas

anteriormente (31, 36).

Estos hallazgos junto con la buena tolerancia observada, sugieren que el 5-HTP podria utilizarse de

forma segura para tratar la obesidad (37).

Por otro lado, es bien conocido que algunos elementos inorganicos, en cantidades traza, son
esenciales para la vida, estos micronutrientes son suplidos, en condiciones normales, en cantidades
adecuadas por los procesos naturales. La quimica bioinorgdnica es una extensa disciplina que, en el
sentido mas amplio, se ocupa de las relaciones existentes entre estos elementos y los sistemas

bioldgicos (38).
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Dichos elementos denominados “trazas” intervienen en muchos aspectos en el metabolismo: en
enzimas, en procesos de transporte, en sintesis, en control de determinadas funciones, etc,;
actualmente se conoce que cuatro metales del grupo principal (Na, K, Mg y Ca) y diez metales de
transicién (V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo y Cd) son requeridos para las funciones bioldgicas
normales en humanos, se sabe, por ejemplo, que la sangre contiene hierro, desde los primeros
tiempos de la existencia del hombre se reconoce la importancia fisioldgica de la sal y se sabe
también desde hace tiempo, que aproximadamente un tercio de las enzimas conocidas requieren

iones metalicos para su actividad (39, 40).

La existencia de niveles adecuados de concentracion de tales elementos suele implicar un correcto
funcionamiento de los 6rganos o procesos en los que intervienen. Asi, la escasez de algunos iones
metadlicos puede provocar enfermedades. Ejemplos bien conocidos incluyen anemia perniciosa
resultante de la deficiencia de hierro, retraso del crecimiento derivado de insuficiencia de zinc en la

dieta y enfermedad cardiaca en los nifios debido a la deficiencia de cobre (39, 41).

El cobalto es un elemento traza esencial. Los rumiantes que se alimentan de pastos deficientes en
cobalto muestran retrasos en el crecimiento, pérdida de apetito y anemia; estos sintomas
desaparecen cuando se suministra al animal una dieta suplementaria de cobalto. La presencia del
cobalto en la coenzima B12 es la funcidn bioldgica mds importante de este elemento, ya que de esta
forma participa como cofactor en un amplio e importante grupo de reacciones enzimaticas. El
cuerpo del ser humano adulto contiene de 2 a 5 mg de vitamina B12 y sus derivados, principalmente

en el higado (39).

Recientemente se ha descubierto la presencia de cobalto como componente esencial de un sistema

enzimatico conocido cominmente como glucosa-isomerasa. Esta enzima cataliza la isomerizacién
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de D-glucosa a D-fructosa, asi como de D-xilosa a D-xilulosa. El equilibrio glucosa-fructosa se
establece en condiciones normales sélo muy lentamente, pero en presencia de la enzima se puede
obtener rdpidamente una mezcla de glucosa y fructosa que es fuertemente edulcorante. Este
“azlcar liquido” no cristalino se puede emplear directamente en la industria de los refrescos, en la

industria panadera o en la fabricacién de mermeladas (39).

Las sales de cobalto no son consideradas particularmente téxicas en animales, pero en hombres,
dosis suficientemente grandes producen irritacion en el tracto intestinal, nduseas, vémitos y
diarreas. Pequeiias cantidades de cobalto, sin embargo, son necesarias en el tratamiento de la

anemia perniciosa (39).

El cobre es un elemento traza que estd ampliamente distribuido en animales y plantas, siendo el
tercer metal de transicion mas abundante en el cuerpo humano, tras el hierro y el zinc,
encontrandose mayoritariamente en el higado, el cerebro, los pulmones, los rifiones y los ovarios,
asi como también en el iris. Los mariscos, las visceras, nueces, legumbres secas, chocolate y cacao y

algunas verduras son los alimentos que mayor cantidad de cobre aportan a la dieta (42).

El cobre posee unas caracteristicas que lo hacen idéneo para intervenir en procesos bioldgicos, ya
que cuenta con numerosas posibilidades de coordinacion. Gracias a esta amplia variedad de
posibilidades, el cobre puede adaptarse facilmente a ligantes con dtomos donadores de azufre,

nitrégeno y oxigeno, dentro de los cuales se encuentran los aminoacidos de las proteinas (39).

Todo esto explica que se hayan identificado un niumero relativamente grande de metaloproteinas

que lo contienen. El cobre esta también asociado a sistemas y procesos que involucran la utilizacién
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del oxigeno por parte de sistemas bioldgicos, apareciendo en el transportador de oxigeno
hemocianina, en diversas oxidasas y oxigenasas y en la superdxido-dismutasa y, por otra parte, estd

presente también en sistemas transportadores de electrones (39).

La absorcién de cobre tiene lugar en el estémago y en el intestino delgado, viéndose facilitada por
la presencia de ciertos aminodcidos y proteinas como la metalotioneina especifica para cobre, una
vez en el torrente sanguineo, la mayor parte del cobre esta enlazado a la proteina ceruloplasmina
gue promueve la fijacion de hierro y la biosintesis de hemoglobina. De este modo, una deficiencia
de cobre se traduce en una disminucion de la fijacion de hierro, y como consecuencia, en la aparicion
de anemia. El cobre celular, a diferencia del presente en el plasma, estd enlazado

fundamentalmente a metalotioninas, polinucleétidos y otras proteinas (39).

Asi mismo, la carencia de cobre causa anomalias dseas, debidas a una biomineralizacidn deficiente,
gue normalmente responden satisfactoriamente a la suplementacién de cobre. Ademas de anemias
y problemas dseos, entre las enfermedades asociadas a la deficiencia de cobre también cabe
destacar ataxias, asi como el desorden genético conocido como enfermedad de Menkes, que
conduce a una progresiva degeneracion cerebral, a lesiones dseas, hipotermias severas, anomalias

en las paredes arteriales y en las fibras eldsticas (39).

En cuanto a la acumulacion de cobre en el organismo, se sabe que puede desencadenar la
enfermedad de Wilson, originada por la acumulacion de cobre en el higado, y que se caracteriza por

la paulatina destruccidn de los tejidos hepaticos y nerviosos (39).

El cobre en exceso puede acumularse también en otros tejidos, principalmente en el rifndny cerebro,
aunque puede también verse como anillos marrones o verdes en la cdrnea. Se ha comprobado que
el exceso de cobre se acumula primero en el higado y después en el sistema nervioso central, lo que
puede producir cirrosis hepatica y deterioro mental. La extensidn de estos sintomas depende de la

cantidad de cobre presente (39).
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La quimica bioinorgdnica médica, es una importante rama dedicada a actuar en distintos campos
gue van desde el disefio de nuevos agentes terapéuticos y de diagnosis, hasta la posibilidad de
tratamiento y comprensidén de enfermedades intratables. La capacidad de reconocer, comprender
a nivel moleculary tratar enfermedades causadas por una inadecuada funcidn de los iones metalicos

constituye un aspecto importante de esta rama de la quimica inorganica (39, 43, 44).

En los ultimos afos se ha destacado que los compuestos de coordinacidn tienen potencial eficacia
en diversas areas de la medicina para servir como agentes anticancerigenos, antipaltdicos,
antimicrobianos o de diagndstico. Ademas, se ha demostrado que los complejos metalicos de
ligantes bioldgicamente importantes son a veces mas efectivos que el ligante libre, debido a sus
notables propiedades fisicoquimicas, Unicas y de gran interés en un contexto de quimica médica

(42).

El disefio de este tipo de compuestos utilizando ligantes que son farmacéuticamente activos por si
mismos, incorpora una multifuncionalidad dentro de una sola molécula. Actualmente se ha
incrementado mas la investigacién sobre la utilidad de los ligantes en compuestos terapéuticos
basados en metales, que aquella enfocada en agentes de diagndstico. En ambos casos, la porcion
del ligando puede ser disefiada para servir como un agente que direccione la molécula, ya sea hacia
un tejido particular, o una enzima. En los agentes de diagndstico, generalmente se puede esperar
que lamolécula completa permanezca intacta, desde la administracién hasta la excrecién. No ocurre
lo mismo con la terapéutica basada en metales, puesto que algunas de ellas ni siquiera funcionarian

si permanecieran intactas indefinidamente (42).

Los iones metdlicos comiUnmente presentan un comportamiento conocido como "acido de Lewis",

es decir, que se unen a a&tomos como el oxigeno en el agua o el nitrégeno en el amoniaco. Esto les
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permite ensamblar espontdneamente grupos de dtomos a su alrededor para formar un "complejo
metalico". También pueden unirse a ciertos atomos de oxigeno, nitrégeno o azufre en proteinasy
otras especies bioquimicas. De esta forma, pueden influir en las estructuras de las moléculas
organicas a las que se unen, formando ademas centros reactivos dentro de las especies bioldgicas a

las que se han unido (42).

Las principales propiedades de los complejos de coordinacién utilizados con fines terapéuticos son

las siguientes:

- Diversidad estructural: un atomo de carbono con cuatro sustituyentes diferentes puede estar
presente en dos enantidmeros diferentes, que no son superponibles. Por el contrario, un complejo
de metal de transicidon octaédrico con seis sustituyentes tiene 30 estereoisomeros diferentes. Si
tomamos como base el &tomo central (carbono o metal de transicidn) simplemente para orientar
los sustituyentes en el espacio tridimensional, entonces claramente, la diversidad estructural en los

complejos de metales de transicién excede la de los compuestos puramente orgdnicos.

- Aumento de la solubilidad: gran parte de la eficacia de un agente terapéutico depende de que

este tenga la capacidad de mantener una solubilidad suficiente en el entorno salino acuoso de la

sangre. Se ha observado que los complejos metalicos conceden a la molécula una mayor solubilidad
en agua, asi como una mayor estabilidad en medios aerobios acuosos y una mayor
biocompatibilidad y con esto potencializan significativamente la eficacia terapéutica de estos

compuestos (45).

- Interaccidén con proteinas séricas: la interaccidon de los metalofarmacos con las proteinas y otras
especies presentes en la sangre es un aspecto importante del metabolismo de los medicamentos
basados en metales, siendo esto capaz de afectar fuertemente la distribucidn, la biotransformacion

y, en ultima instancia, el mecanismo de accion del agente terapéutico (45).
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Las dos proteinas clave para los iones metalicos en el suero humano son la Apo-transferrina (apo-
Tf) y la albuimina sérica humana (HSA). La Apo-transferrina es una proteina de cadena simple bilobal
capaz de unirse estrechamente de forma reversible al Fe, y se ha demostrado que ademas se une a
una amplia variedad de otros iones metdlicos. Por otro lado, la albumina sérica humana, estd
presente a una concentracién considerablemente mayor que la apo-Tf, es una proteina globular de
tamafio grande que sirve para transportar metabolitos hidréfobos, por ejemplo, los acidos grasos,
asi como iones metalicos; la unién a HSA, es usada para aplicaciones de la inorgdnica medicinal. Las
consecuencias de la unidn de iones metdlicos a la HSA incluyen el retraso de la excrecion sistémica

y la prevencidn de su transformacion por reacciones redox (46).

- Estado de oxidacion y propiedades de 6xido-reduccidn: el estado de oxidacién es un factor critico
en la biodisponibilidad de farmacos basados en metales pues regula la respuesta in vivo inmediata,
a menudo haciendo la diferencia entre un beneficio y una respuesta téxica a la misma dosis
administrada de un ion metdlico, ademas de direccionar las rutas metabdlicas por las cuales se
integrara el compuesto. El estado de oxidacidon del ion metalico también dicta geometrias de
coordinacién particulares, por lo tanto, limita la unién apropiada para diferentes tipos de ligantes y
permite la adaptacién de la molécula para reconocer e interactuar con un objetivo molecular

definido (47).

Al optimizar la elecciéon de los ligantes y el estado de oxidacidn, es posible adecuar las propiedades
cinéticas y termodinamicas de los metalofdrmacos para necesidades terapéuticas especificas
permitiendo participar en reacciones de transferencia de electrones y actividad redox bioldgica lo

gue puede ser muy benéfico para la actividad medicinal del complejo metalico (38).

- Intercambio de ligantes: los complejos de coordinacidon poseen la capacidad de experimentar
reacciones de intercambio de ligantes, lo cual ofrece grandes oportunidades para que los metales

interactien y se coordinen con las moléculas biolégicas. Dicha capacidad de los compuestos
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organometalicos para someterse a un intercambio de ligantes puede conducir a aplicaciones

importantes en medicina.

Asi mismo es posible que en vez de interrumpir la actividad de un ligante debido a su liberacién del
complejo de coordinacion, este ligante liberado puede ser una molécula con un efecto medicinal
propio que podrd efectuar su actividad terapéutica. Se ha observado que, en medios acuosos, los

metales a menudo son bastante reactivos para cambiar los dtomos a los cuales estan unidos (45).

- Propiedades cataliticas: una propiedad fisico-quimica de los compuestos organometalicos que
hasta ahora se ha subestimado por su potencial en quimica médica y biologia quimica es su

capacidad para catalizar reacciones quimicas (48).

Con base en estos datos se propuso el uso de dos compuestos de coordinacidén que se sintetizaron
basados en el ligante 5-Hidroxitriptofano y que poseen un centro metalico, ya sea de cobalto o de
cobre, los cuales podrian presentar eficacia terapéutica como posibles adyuvantes al tratamiento

de la obesidad. (Figura 4)

OH HO

HN P N M

~, "
i

M: Co, Cu; X: Br

Figura 4. Estructura de los compuestos NB5H02 y NB5HOS8.
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Actualmente el desarrollo de nuevos farmacos se ha convertido en un proceso largo y complejo,
cada vez que aparece una nueva molécula con posibilidades de ser utilizada como farmaco, deberd
ser sometida a una serie de pruebas exigidas por las autoridades sanitarias, para demostrar, a lo
largo de sus distintas fases, que el nuevo medicamento reune los requisitos de eficacia, seguridad
y calidad exigidos para su comercializacién y administracidon en personas o animales. Estas fases
requieren de periodos largos de tiempo, un gran esfuerzo intelectual, grandes recursos tecnoldgicos

y un coste econémico enorme (49).

Los datos de estas actividades deben ser confiables para garantizar una base sdélida para decidir si
invertir en el desarrollo posterior de un producto. La disponibilidad de evidencia de calidad facilitara
la eleccién de nuevas estrategias para prevenir o combatir enfermedades, incluida la eleccién de
nuevos farmacos candidatos para un mayor desarrollo. La inversién en el candidato equivocado no
solo desperdiciard recursos y tiempo, sino que también obstaculizara el desarrollo de un candidato

mas prometedor (50).

Por lo general, los paises del hemisferio occidental se guian por las normativas de la Food and Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos, para la evaluacion de nuevos farmacos;
especificamente, en México es la Comisién Federal para la Proteccion de Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) quien se encarga de regular y vigilar el cumplimiento de las normatividades

correspondientes (51).

Se considera que para que un nuevo farmaco culmine todo el proceso de desarrollo desde el
descubrimiento de una molécula innovadora hasta que el medicamento llegue al mercado, pueden

transcurrir entre 8 y 12 afios durante los cuales se investiga de entre 5,000 y 10,000 compuestos
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diferentes; y la inversidn correspondiente a este proceso va desde los 500 a los 1000 millones de

ddlares. (Figura 5)

Descubrimiento + Preclinica Fase |l Aprobacion

= o 2
Meses (i ( 12 132 (=12 afios)

Figura 5. Fases del desarrollo de nuevos farmacos (49).

En el proceso de investigacion y desarrollo de un farmaco, hay que diferenciar cuatro fases:

1.- Fase de Descubrimiento. Es el primer paso en el proceso de desarrollo de nuevos farmacos y
consta en un inicio de la identificacion de una necesidad médica no cubierta, y con esto la
investigacion de posibles dianas terapéutica a las cuales serdn dirigidos los farmacos en desarrollo;
a partir de esto, inicia la busqueda, obtencién y adecuada caracterizacién de las moléculas en
estudio hasta su modificacién y mejoramiento con el fin de obtener un compuesto lider y el cual

serd sometido a las siguientes fases de evaluacién.

2.- Fase Preclinica. Esta fase consiste en la evaluacién exhaustiva del compuesto seleccionado con
el fin de confirmar que sera segura su administracion en humanos. Inicialmente se debe analizar la
formulacion del medicamento para su uso en pruebas clinicas; asi mismo se deben realizar las
evaluaciones correspondientes, ya sea, en animales integros (in vivo), o en drganos aislados de
animales, en tejidos, cultivos celulares o a escala molecular (in vitro), dependiendo del objetivo

farmacoldgico.
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El objetivo de las pruebas preclinicas es el de tener al menos una aproximacidn acerca del perfil
farmacocinético y farmacodindmico del producto, incluyendo su potencial toxicoldgico a corto y

largo plazo antes de iniciarse las pruebas en seres humanos.

Concretamente, lo que se pretende es averiguar cémo se distribuye o elimina el medicamento del
organismo y conocer sus efectos, a distintas dosis, en los 6rganos. La evaluacidn toxicolégica incluye
la realizacién de pruebas de toxicidad aguda, toxicidad subaguda y crdnica, efectos sobre el
comportamiento reproductivo, potencial carcinogénico, mutagénico y otras pruebas de toxicologia

de investigacidon como son la dosis sin efecto, la dosis letal minima y la dosis letal media o DLso.

Si con todos estos datos obtenidos es posible demostrar que el producto investigado presenta una
eficaciay seguridad aceptable, entonces las agencias reguladoras autorizaran el inicio de los ensayos

clinicos en humanos.

Gran parte del trabajo de desarrollo preclinico, especialmente el relacionado con las cuestiones de
seguridad, deben realizarse bajo un sistema formal y normalizado, conocido como sistema de
Buenas Practicas de Laboratorio (BPL), que constituye un sistema de garantia de calidad relativo al
modo de organizacién y las condiciones en que se planifican, se ejecutan, se controlan, se registran,
se archivan y se difunden los estudios de seguridad no clinicos referentes a la salud y al medio
ambiente; y que incluye aspectos tales como los procedimientos de mantenimiento de registros,

analisis de datos, calibracion de instrumentos y formacion del personal (52).

El objetivo de las BPL es eliminar, en lo posible, los errores humanos, asegurar la exactitud de los
datos y promover la calidad y la validez de las pruebas que sirven para establecer la seguridad de
los productos presentados antes las autoridades reguladoras. La aplicacién de estos principios de
BPL implica la aceptacién mutua de los datos procedentes de las pruebas para la evaluacién de los

productos realizados en un pais miembro de la OCDE, por los demas paises miembros con fines de

-25-



evaluacion y otras utilizaciones que tengan por propdsito la proteccién del hombre y del medio

ambiente (53).

Dichos principios deberan aplicarse a las pruebas de seguridad no clinicas practicadas en los
elementos contenidos en los productos farmacéuticos, los pesticidas, los cosméticos, los
medicamentos veterinarios, los aditivos para la alimentacidn humana y animal y para los productos
guimicos industriales. Los laboratorios son periédicamente evaluados para comprobar el
cumplimiento de los estdandares de BPL. La estricta disciplina impuesta por este sistema dificulta el
abordaje creativo necesario en los estadios mas precoces del descubrimiento de farmacos, por lo
gue los estandares de BPL normalmente no se adoptan hasta que los proyectos han sobrepasado la

fase de descubrimiento (52, 53).

3.- Fase Clinica. Se refiere a los procesos de evaluacion de un nuevo medicamento en el ser humano.
Esta fase es necesaria para saber cdmo actua el medicamento en las personas y para averiguar si se

trata de un medicamento adecuado y eficaz en el tratamiento de la enfermedad en cuestién.

Los estudios clinicos constan de la evaluacidon experimental de una sustancia o medicamento
mediante su administracién o aplicacién al ser humano con la finalidad de poner de manifiesto sus
efectos farmacodindamicos y farmacocinéticos, de establecer su eficacia para una indicacion
terapéutica, profilactica o diagndstica determinada y ademas conocer el perfil de sus reacciones

adversas y establecer la seguridad de dicho farmaco (51).

4.- Fase de Aprobacidn y Registro: En esta fase se lleva a cabo la solicitud, a las agencias reguladoras,

de la autorizacion para la comercializacidn del farmaco.
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Toda la informacidon obtenida a lo largo de todo el proceso de investigacién y desarrollo del
medicamento es recopilada en un informe que demuestre la eficacia y seguridad del nuevo farmaco

y es presentado ante las autoridades.

Una vez autorizado el farmaco, se llevan a cabo ensayos que se realizan después de su
comercializacidn para estudiar su eficacia y seguridad, asi como condiciones de uso distintas de las
autorizadas como, por ejemplo, nuevas indicaciones. Se lleva a cabo, por tanto, un seguimiento
detallado de las incidencias e irregularidades que el producto pueda generar, para modificar la
informacidn relativa a las recomendaciones de uso o, incluso, para retirar el farmaco del mercado

en el caso de que sea necesario (49).

Como se menciond anteriormente, para conocer el perfil farmacocinético y farmacodindmico de los
agentes con potencial eficacia terapéutica es necesario echar mano ya sea de modelos de cultivos
(in vitro) o de modelos animales. Actualmente se emplean lineas celulares de preadipocitos o de
células madre capaces de diferenciarse en adipocitos. Dichos modelos se utilizan en cultivos
tridimensionales, aisladas o co-cultivadas con otros tipos celulares para estudiar la relacidon del
tejido adiposo con otros tejidos. Desde hace mas de medio siglo se ha intentado desarrollar estos
modelos animales que mimeticen la mayor parte de los desérdenes fisioldgicos que posee un
individuo obeso. Un conocimiento detallado de las rutas moleculares que regulan el desarrollo y el
metabolismo del adipocito son necesarios para desarrollar estrategias frente a las enfermedades

metabdlicas ya mencionadas.

Los modelos animales han supuesto una gran contribucién para el entendimiento de los parametros
que regulan el apetito y el balance energético. Dentro de ellos se pueden clasificar diferentes tipos

segln el origen de la obesidad (54). (Cuadro 3)
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Cuadro 3. Modelos animales de obesidad (55, 56).

Modelos Ejemplos

Mutacién de un solo gen dominante Ratdn Agouti
Ratén Ob
Mutacién de un solo gen recesivo Ratén Db

Rata Zucker

Genéticos Raton Nueva Zelanda
Mutacion poligénica Raton KK
Raton NH
Mutacion al azar genéticamente Knockout NPY1r
modificada R. B-3 adrenérgico

Wistar con dieta de cafeteria o
dieta alta en grasa

Nutricionales Obesidad inducida por la dieta SD con dieta alta en grasa
SD DR/DS
. Ciproheptadina
Farmacologicos Clonidina
. Hipotalamo Lesiones hipotalamicas
Quirdrgicos - -
Ovarios Ooforectomia
Otros Apareamiento selectivo

Los modelos de obesidad inducida por una dieta alta en grasa se han utilizado como modelo
eficiente de la obesidad, dislipidemia y resistencia a la insulina en roedores pues representan la
etiologia de la obesidad en las sociedades modernas. En general estos modelos presentan la mayor
parte de las caracteristicas del fenotipo obeso humano, tales como un aumento de los acidos grasos
libres, triglicéridos, glucosa e insulina en sangre, esteatosis hepatica moderada o grave y aumento
de los factores inflamatorios. Las caracteristicas de dicho modelo dependeran del tipo de grasa, del
porcentaje presente en la dieta y de la duracién del periodo de induccidén. Existen numerosas
variantes de estos modelos, normalmente utilizando ratas Wistar, Sprague Dawley o Long Evans
alimentadas con dietas hipercaldricas como la dieta de cafeteria o las dietas con alto contenido en
grasa, cuyo contenido de este macronutriente esta en torno al 20-60%, y en donde el aumento de
peso es evidente después de 4 semanas de alimentacidén con este tipo de dietas. Una alimentacion
a largo plazo con dietas enriquecidas en grasas finalmente conduce a una moderada hiperglucemia

e intolerancia a la glucosa en la mayoria de las cepas de ratas y ratones (57, 58).
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Hipotesis

Se sabe que la adicién de ciertos metales a diferentes farmacos puede potenciar su efecto
terapéutico, por lo que se cree que la administracién de los compuestos de coordinacién NB5H02 y
NB5HO08 en ratas HsdBlu:LE (Long-Evans) obesas alimentadas con una dieta hipercalérica,

presentard una mayor eficacia antiobesidad que la administracion de Unicamente 5-HTP.
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Objetivos

Objetivo general

Contribuir a la evaluacién de seguridad y eficacia de dos compuestos de coordinacidn basados en el
5-hidroxitriptofano como tratamiento para la obesidad en ratas HsdBlu:LE (Long-Evans) con

obesidad inducida por la dieta.
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Evaluar la toxicidad aguda de los compuestos de coordinacién por via intraperitoneal en ratones

Hsd:ICR (CD-1®) y obtener la dosis letal 50.

Evaluar la toxicidad aguda de los compuestos de coordinacién por via intraperitoneal en ratas

HsdHan®:WIST (Wistar) y obtener la dosis letal 50.
Establecer un modelo de obesidad inducida por la dieta en ratas HsdBlu:LE (Long-Evans).

Evaluar la toxicidad subcrénica a dosis repetidas de los compuestos de coordinaciéon por via
intraperitoneal en ratas HsdBlu:LE (Long-Evans), mediante la medicion de parametros fisioldgicos,

bioquimicos y hematoldgicos asociados, asi como su evaluaciéon anatomopatoldgica.

Evaluar la eficacia de los compuestos de coordinacién administrados de forma subcrdnica por via
intraperitoneal en un modelo de obesidad inducida por la dieta en ratas HsdBlu:LE (Long-Evans),
mediante la medicién del peso y del consumo de alimento y agua, asi como la evaluacién de

parametros fisiolégicos y bioquimicos asociados a la obesidad.
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Material y métodos

El presente trabajo fue realizado bajo un sistema de gestién de la calidad y buenas practicas de

laboratorio.

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM y el Subcomité Institucional
para el Cuidado de Animales en Experimentacién (SICUAE) del Programa de Maestria y Doctorado

en Ciencias de la Produccién y de la Salud Animal, UNAM.

Preparacion de los compuestos de prueba

Los compuestos de coordinacion fueron proporcionados en estado sélido por el laboratorio de la
Dra. Norah Yolanda Barba Behrens, y en la UNIPREC se pesaron en una balanza analitica y se

solubilizaron utilizando DMSO al 10% y agua inyectable mediante agitacion constante. (Figura 6)
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Figura 6. Se muestran los compuestos de prueba solubilizados en DMSO al 10%.

Mantenimiento de los animales

Los ratones Hsd:ICR (CD-1®) y las ratas HsdHan®:WIST (Wistar) fueron adquiridos del Centro de
Produccion UNAM-ENVIGO en México y las ratas HsdBlu:LE (Long-Evans) de ENVIGO en Estados
Unidos, y permanecieron en la Unidad de Investigacién Preclinica (UNIPREC), del conjunto “E” de la
Facultad de Quimica, UNAM (Figura 7); en donde se mantuvieron en condiciones ambientales

controladas cumpliendo con la NOM 062-Z00-1999 (59).
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NIDAD DE INVESTIGACION
PRECLINICA

Figura 7. Unidad de Investigacion Preclinica, El desarrollo de este proyecto se realizd en la UNIPREC.

Los animales fueron identificados y alojados en sus cajas por un periodo de 5 - 10 dias para
aclimatarse a las condiciones del cuarto de experimentacion, durante este periodo se les dio acceso
al agua y a la comida ad libitum y permanecieron en observacion para verificar su buen estado de

salud (59).
Evaluacion de la seguridad de los compuestos de coordinacion

Al trabajar con moléculas nuevas es necesario realizar estudios de seguridad, en este caso se
realizaron pruebas de toxicidad para conocer los posibles efectos adversos de los compuestos de
coordinacion y con esto asegurar el bienestar de quien reciba el tratamiento y evitar posibles dafos

a su salud.
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Evaluacion de la toxicidad aguda de los compuestos de coordinacion
por via intraperitoneal en ratones Hsd:ICR (CD-1®) y obtencion de la

dosis letal 50

Se emplearon 30 ratones machos Hsd:ICR (CD-1®) “S.P.F.” (Specific Pathogen Free) adultos jovenes
de 4 a 5 semanas de edad. Al comienzo del estudio, las variaciones de peso de los animales eran
minimas (23 = 5 gramos), los animales estaban sanos y no habian sido utilizados en procedimientos

experimentales previos.

Se evaluaron cinco diferentes niveles de dosis (10, 50, 100, 500 y 750 mg/kg) espaciadas
apropiadamente para obtener un rango de efectos tdxicos y tasas de mortalidad (Cuadro 4). Con
estos datos fue suficiente para producir una curva dosis-respuesta y permitir una estimacion
aceptable de la Dosis letal 50 (DLso). Cada grupo de dosis por compuesto incluia tres ratones, a los
cuales se les administré un volumen no mayor a 2 mL/ratdn, de la solucién de los compuestos

NB5H2 y NB5H8 por via intraperitoneal.
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Cuadro 4. Dosis (mg/kg) de los compuestos de coordinacion utilizadas para la evaluacion de la

toxicidad aguda en ratén y rata.

Ratén Rata
NB5HO2 (mg/kg) | NB5HO8 (mg/kg) | NBSHO02 (mg/kg) | NBSHO8 (mg/kg)

10 10 50 100
50 50 75 125
100 100 100 130
500 500 125 135
750 750 150 140
145

150

175

200

Los animales se administraron y posteriormente se observaron individualmente para identificar
signos de toxicidad y la mortalidad principalmente dentro de las primeras 24 horas post-
administracién y por un total de 14 dias. Con estos datos se realizé la determinacién de la Dosis Letal
50 (DLso) para ratén (60). Este valor obtenido de DLso se extrapold a rata empleando la constante
metabdlica de cada especie y se calculd una DLsg tedrica (61). A partir de esta dosis se plantearon

nuevas dosis a utilizar en la determinacién de la DLso en ratas.
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D1 Km1l = D2 Km2

En donde:

D1: Dosis obtenida en ratén (mg/kg)
Km1: Constante metabdlica de ratdn (3)
Km2: Constante metabdlica de rata (6)

D2: Dosis en rata (mg/kg)

Evaluacion de la toxicidad aguda de los compuestos de coordinacion
por via intraperitoneal en ratas HsdHan®:WIST (Wistar) y obtencion

de la dosis letal 50

Se emplearon 75 ratas machos HsdHan:WIST (Wistar) “S.P.F.” (Specific Pathogen Free) adultos
jévenes de 7 a 8 semanas. Al comienzo del estudio, las variaciones de peso de los animales eran
minimas (170 + 20 gramos), los animales estaban sanos y no habian sido utilizados en

procedimientos experimentales previos.

A partir de la DLso tedrica obtenida para rata, se seleccionaron 5 dosis cercanas entre si (NB5H02:
50, 75, 100, 125 y 150 mg/kg; NB5HO0S8: 100, 125, 150, 175 y 200 mg/kg) dentro de un intervalo
donde se esperaba encontrar la DLso (Cuadro 4), y se administraron los compuestos NB5H02 vy
NB5HO08 en los grupos correspondientes con 5 ratas cada uno por via intraperitoneal, en una
solucion con un volumen no mayor a 4 mL/rata (Figura 8). Para el compuesto NB5HOS8 fue necesario
utilizar 4 niveles de dosis mas (130, 135, 140 y 145 mg/kg) para obtener una curva de mortalidad

mas representativa (Cuadro 4).
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Los animales se administraron y posteriormente se observaron individualmente para identificar
signos de toxicidad y la mortalidad principalmente dentro de las primeras 24 horas post-
administracién y por un total de 14 dias. Con estos datos se realizé la determinacion de la Dosis Letal
50 (DLso) para rata mediante un analisis de regresién Probit utilizando el software SPSS version 23.0

(60).

Figura 8. Administracion de los compuestos NB5H02 Y NB5HO8 por via intraperitoneal en ratas

HsdHan®:WIST para la evaluacion de la toxicidad aguda.
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Modelo de obesidad inducida por la dieta (DIO) en ratas HsdBlu:LE

(Long-Evans)

La evaluacién de la toxicidad subcrdnica y de la eficacia antiobesidad de los compuestos de
coordinacion se realizaron simultadneamente en los mismos individuos, para esto se establecidé un

modelo de obesidad inducida por la dieta (D/O).

Se utilizaron 75 ratas hembras HsdBlu:LE (Long-Evans) “S.P.F.” (Specific Pathogen Free) adultos
jovenes hembras de 7 a 8 semanas de edad. Al comienzo del estudio, las variaciones de peso de los
animales eran minimas (230 £ 20 gramos), los animales estaban sanos, eran nuliparas y no habian

sido utilizadas en procedimientos experimentales previos (Figura 9).

Figura 9. Modelo de obesidad inducida por la dieta utilizando ratas hembras HsdBlu:LE (Long-Evans).
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Una vez pasado el tiempo de aclimatacidn, se hicieron grupos al azar de al menos 8 ratas cada uno
y fueron alojadas en jaulas por parejas. Estos grupos de experimentacidn se sometieron a una dieta
hipercaldrica (40% grasa, 4.54 kcal/g; Research Diets Tso’s high fat diet) (Figura 10) por un periodo
de 12 semanas (62). Un grupo fue considerado como control y fue alimentado con una dieta
estandar (6.2% grasa, 3.81 kcal/g; Envigo 2018S Teklad global) (Figura 11). A estos grupos
alimentados con la dieta alta en grasa, también se les administré el compuesto de cobalto NB5H02,
el compuesto de cobre NB5HO08 o el 5-HTP ya sea a la dosis baja (2.6 mg/kg) o a la dosis alta(3.8
mg/kg). Estas dosis se determinaron con base en la DLsp y DLyo del compuesto mas toxico en ratas
(NB5H02, DLso: 95.90 mg/kg, DLso: 137 mg/kg) siendo la dosis baja la DLso y la dosis alta la DLgg
divididas entre los 36 dias de administracion. Los grupos experimentales se muestran en el siguiente

cuadro. (Cuadro 5) (Figura 12)

Tso's Low or High Fat Diet

) gm kcal
Proteinas 16.6 15
Carbohidratos 520 46
Grasas 200 40
Total 100
kcal/gm 454
Ingredientes gm kcal
Caseina 164 656
L- Cisteina 2.1 8
Almiddon 3031 1212
Maltodextrina 115 460
Sacarosa 899 360
Celulosa 58 6 0
Celulosa
Aceite de Soya 10 90
Mantequilla anhidra 190 1710
Total 1000.05 4543

Figura 10. Informacion nutricional del alimento alto en grasa utilizado en el modelo de obesidad

inducida por la dieta (62).
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2018S Teklad Global

Proteinas crudas % 18 6
Grasas % 62
Carbohidratos % 44 2
Fibra cruda % 35
Fibra Detergente Neutro % 14.7
Minerales % 53
Energia kcal/g (kJ/q) 31(130)
Calorias de Proteinas % 24
Calorias de Grasas % 18
‘Calorias de Carbohidratos o % - 58

Figura 11. Informacion nutricional del alimento utilizado en los grupos de dieta estandar (63).
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Cuadro 5. Grupos experimentales para la evaluacién de la toxicidad subcrénica y de la eficacia
antiobesidad de los compuestos de coordinacion. STD=Dieta estandar; DIO=Dieta inductora de

obesidad (alta en grasa).

Dieta Dieta Agua Compuesto | Compuesto

estandar | hipercaldrica | inyectable | con cobalto | con cobre

NB5H08 DB

- + - - 2.6 mg/kg -
(Dosis baja)
NB5H02 DA

- + - - 3.8 mg/kg -
(Dosis alta)
5-HTP DB 2.6

o + o o o
(Dosis baja) mg/kg
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Figura 12. a) Alojamiento de los animales por grupos y asignacién de dietas. b) Alimento alto en

grasa utilizado en el modelo de obesidad inducida por dieta.

A partir del dia 1 los animales fueron alimentados con las dietas correspondientes, ademas de que
a partir de este mismo dia inicid el régimen de administracion de los compuestos, el cual se realizé
via intraperitoneal, tres veces por semana durante un periodo de doce semanas, las dosis
administradas fueron calculadas en base a los resultados obtenidos en la toxicidad aguda. (Figura

12)

Evaluacion de la toxicidad subcronica a dosis repetidas de los
compuestos de coordinacion por via intraperitoneal en ratas

HsdBlu:LE (Long-Evans)

Los animales se revisaron diario de forma individual poniendo especial atencion en los posibles

signos de toxicidad que pudieran presentar.
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Se realizaron andlisis de bioquimica sanguinea en donde se midieron algunos analitos asociados a
toxicidad hepatica: Fosfatasa Alcalina (FA), Alanino aminotransferasa (ALT), Aspartato

aminotransferasa (AST) y Bilirrubina total (BT).

Se tomd una muestra basal y posteriormente una cada mes hasta el final del estudio (4, 8 y 12

semanas), con un total de 4 muestreos.

La muestra de sangre individual se obtuvo por via seno retro-orbital, los animales se sometieron a
un ayuno por un periodo de 6 h para posteriormente anestesiarlos en la cdmara de anestesia
utilizando isoflurano y tomar 500 pL de sangre por rata dentro de un tubo microtainer sin ningtn
tipo de anticoagulante (Figura 13). Las muestras de sangre se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min
y se tomo el suero con el cual se realizaron los analisis bioquimicos utilizando el equipo analizador

de quimica humeda por espectrofotometria Dirui CST-240.

cam

Figura 13. Toma de muestra sanguinea via seno retro-orbital.
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Para conocer el estado de salud final de cada uno de los animales se les realizé una biometria

hematica, por lo que en la Ultima toma de muestra sanguinea se obtuvieron 500 pL adicionales de

sangre de cada rata dentro de un tubo microtainer con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) con

la cual se midio:

— Hematocrito

— Eritrocitos

— Hemoglobina

— Volumen globular medio (VGM)

— Concentracién globular media en

hemoglobina (CGMH)

Leucocitos
Linfocitos
Monocitos
Neutrofilos
Eosinofilos

Plaguetas

Al final del estudio se les aplicé eutanasia a todos los animales utilizando una cdmara de CO; para

posteriormente realizar la necropsia y la obtencidn del higado, asi como cualquier otro érgano que

presentara un dafio o anomalia macroscépica. Todos los drganos obtenidos fueron fijados en formol

para posteriormente realizar un analisis histopatolégico en donde pudiéramos encontrar hallazgos

indicativos de toxicidad debida a los productos administrados.
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Evaluacion de la eficacia de los compuestos de coordinacion
administrados de forma subcronica por via intraperitoneal en un
modelo de obesidad inducida por la dieta en ratas HsdBlu:LE (Long-

Evans)

Para evaluar la eficacia de los compuestos de coordinacidn se realizd el pesaje de los animales dos
veces por semana durante las doce semanas del estudio, mientras que semanalmente se midio el

consumo de agua y alimento.

Ademas, se realizé la medicidon de la composicidn corporal de las ratas y de su presion arterial, asi
como un andlisis de bioquimica sanguinea, todo esto teniendo un muestreo de forma basal y

posteriormente otros a las 4, 8 y 12 semanas del estudio.

- Medicién de la composicidn corporal: indice de masa corporal (IMC), masa libre de grasa
(FFM) y masa grasa (FM) de cada rata mediante un equipo de espectroscopia de bioimpedancia
eléctrica (IMPEDIVET, Impedimed, Carlsbad, CA). Los animales se anestesiaron con isoflurano,
posteriormente para realizar las mediciones se colocaron dos agujas conectadas a los electrodos en

la punta de la nariz y dos mas en la base de la cola. (Figura 14)

- 46 -



Figura 14. Medicién de la composicién corporal mediante el equipo de espectroscopia de

bioimpedancia eléctrica “IMPEDIVET”.

- Medicidon de la presion arterial de cada animal mediante un equipo no invasivo de tecnologia
de sensor de registro de presion de volumen (CODA, Kent Scientific, Torrington, CT) (Figura 15). Para
esto cada rata fue sometida previamente a un periodo de adaptacion a los cepos por diez dias antes
de la medicidn basal, esto con la finalidad de que los animales estén familiarizados con el manejo y
no se alteren los valores al momento de hacer las mediciones debido al estrés que pudiera provocar

su manipulacién. (Cuadro 6)
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Figura 15. Medicion de la presién arterial mediante el equipo no invasivo “CODA”.
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Cuadro 6. Esquema de adaptacién de los animales a los cepos para la medicién de la presion

sanguinea.

Tiempo dentro

del cepo (min)

2 4
3 6
4 8
5 10
6 10
7 10
8 10
9 10
10 10

- Se realizaron analisis de bioquimica sanguinea para determinar el perfil lipidico de los
animales, por lo que se midieron algunos analitos asociados a la obesidad: triglicéridos, colesterol,

colesterol HDL, colesterol LDL y glucosa.

Se obtuvo la sangre de cada rata via seno retro-orbital, los animales se sometieron a un ayuno por
un periodo de 6 h para posteriormente anestesiarlos con isoflurano y tomar 500 plL de sangre por

rata dentro de un tubo microtainer sin algun anticoagulante.
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Las muestras de sangre se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min y se tomé el suero con el cual se
realizaron los andlisis utilizando el equipo analizador de quimica hiumeda por espectrofotometria
Dirui CST-240. Ademas, se realizé la medicidn de glucosa en sangre semanalmente mediante un

glucdmetro convencional.

La determinacion de las Dosis Letal 50 (DLso) en ratén y rata se realizd mediante un analisis de

regresion Probit utilizando el software SPSS version 23.0.

Los datos obtenidos en los estudios de toxicidad subcrdnica y estudios de eficacia fueron sometidos
a pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas, asi como calculo del error estandar (E.E.),
para posteriormente realizar los analisis estadisticos mediante pruebas de andlisis de varianza
(ANDEVA) de una o dos vias, pruebas t-Student pareada o U de Mann-Whitney en los casos en los
cuales no pasaba la prueba de normalidad, para determinar que existen diferencias significativas
con p<0.05 con relacion a los factores de estudio. En las pruebas de ANDEVA en donde hubo
diferencias significativas a p<0.05 se realizé la prueba post-hoc: prueba t por el método Holm-Sidak

(comparacién de medias), utilizando el software SigmaPlot version 13.0.
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Resultados

La evaluacion de la toxicidad aguda de los compuestos de coordinacion NB5H02 Y NB5HO8 en
ratones se realizd por via intraperitoneal, se evaluaron las dosis de 10, 50, 100, 500 y 750 mg/kg,
rango de dosis en el cual se pudiera obtener una curva para estimar la DLso, es decir, encontrar la
dosis en la cual se murieran el 50% de los animales. Una vez administrados los compuestos, los
animales se mantuvieron en observacién, poniendo atencién en los posibles signos de toxicidad,
con especial énfasis en ojos, mucosas, piel, sistema respiratorio, patrones de comportamiento,
actividad motora, (lagrimeo, salivacidn, piloereccién, ruido nasal, epistaxis, apnea, disnea,

somnolencia, miccion, defecacidn, ataxia, temblor, convulsiones, letargo, etc.)

De acuerdo a lo observado en los grupos administrados con el compuesto de cobalto NB5H02, se
puede decir que a la dosis mas baja (10 mg/kg) los animales no presentaron ningin signo de
toxicidad, pero conforme aumentaron las dosis se fueron presentado algunas signologias, en la dosis
de 50 y 100 mg/kg ninglin animal se murid, pero los animales presentaron postracion. A la dosis de
500 mg/kg la postracion fue mas notoria ademas de que empezaron a presentar una disminucion
en la movilidad de los miembros posteriores e irregularidad en la frecuencia respiratoria, pero lo
mas importante es que a esta dosis se murid el 30% de los animales. Mientras que a la dosis de 750
mg/kg los signos de toxicidad anteriormente mencionados fueron muy evidentes pues desde el
momento de la administracidon los animales empezaron a presentar estos efectos con mayor

intensidad y al final el 60% de los ratones murieron (A4).
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Aungue en ninguna dosis se murié el 100% de los animales, se realizé el analisis Probit con el cual
se estimd una DLso de 613.9 mg/kg (Cuadro 7), a partir de este valor se obtuvo una DLso calculada

para rata con base en las constantes metabdlicas de cada animal la cual fue de 306.93 mg/kg (Al.)

Cuadro 7. Determinacion de la dosis letal 50 (DLso) del compuesto de cobalto NB5H02 en ratones

Hsd:ICR (CD-1®) mediante el analisis de regresion Probit.

Ratén Hsd:ICR (CD-1°)

Compuesto Dosis (mg/kg) Vivos Muertos Total
10 3 0 3
50 3 0 3

NB5HO02 100 3 0 3
500 2 1 3
750 1 2 3
DLso = 613.869 mg/kg

En cuanto al compuesto de cobre NB5H0S, la administracidn de la dosis de 10 mg/kg no provocé en
los animales ningln signo de toxicidad, mientras que a partir de la dosis de 50 mg/kg los animales
empezaron a mostrar postracién, y en la de 100 mg/kg también presentaron cierta dificultad de
movimiento en los miembros posteriores, estos signos se fueron intensificando conforme
aumentaron las dosis. A partir de la dosis de 500 mg/kg los signos de toxicidad mencionados
anteriormente fueron mds evidentes, los animales tenian dificultad para respirar ademas de que en
esta dosis murieron el 60 % de los animales, mientras que en la dosis mas alta (750 mg/kg) murieron

el 100 % de los ratones (A5).
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A partir de estos datos se realizo el analisis probit con el cual se estimé una DLso de 341.045 mg/kg

(Cuadro 8), y con este valor se obtuvo una DLso calculada para rata mediante la férmula de

conversion de dosis entre especies con base en las constantes metabdlicas de cada animal la cual

fue de 170.52 mg/kg (A1).

Cuadro 8. Determinacién de la dosis letal 50 (DLso) del compuesto de cobre NB5HO8 en ratéon Hsd:ICR

(CD-1°®) mediante el analisis de regresidn Probit.

Ratén Hsd:ICR (CD-1°)

Compuesto Dosis (mg/kg) Vivos Muertos Total
10 3 0 3
50 3 0 3
NB5HO08 100 3 0 3
500 1 2 3
750 0 3 3

DLso = 341.045 mg/kg

La evaluacion de la toxicidad aguda de los compuestos de coordinacidn en ratas HsdHan®:WIST

(Wistar) se realizé por via intraperitoneal, se evaluaron dosis por arriba y por debajo de la DLso

calculada con base en la DLso en ratén. Cuando se administraron las dosis bajas y medias se

observaron signos de toxicidad severos como piloereccidn, disnea, ataxia, convulsiones y letargo,
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por lo que se decidié que antes de administrar dosis mayores se debia ajustar y disminuir las dosis

a utilizar (A6).

Para el compuesto de cobalto NB5HO02 se utilizaron dosis de 50, 75, 100, 125 y 150 mg/kg.
Inmediatamente después de la administracién todos los animales se encontraron aletargados y con
conductas agresivas hacia el investigador. Mas alla de estos signos de toxicidad, no se murié ninguno
de los animales correspondientes a la dosis mas baja. A la dosis de 75 mg/kg comenzaron a morir
los animales, dentro de este grupo se murié solo una rata la cual ademas de los signos de toxicidad
anteriormente mencionados, empezd a presentar postracidn hasta que finalmente murié. En el
grupo de la dosis de 100 mg/kg los signos de toxicidad se fueron intensificando y se presentaron
nuevos signos, pues se observé que mostraban dificultad para mover los miembros posteriores, asi
como dificultad para respirar, posteriormente tres de estos animales se quedaron postrados hasta
que finalmente murieron. En las ratas a las que se les administré una dosis de 125 mg/kg de este
compuesto, los signos de toxicidad fueron similares a los de la dosis que la precedia, con la diferencia
de que los animales presentaron algunos saltos, esto principalmente en los minutos previos a su
muerte, dentro de este grupo se murieron 4 ratas. En la dosis mas alta utilizada (150 mg/kg) se
observé que los signos de toxicidad evaluados y ya mencionados se exacerbaron provocando la

muerte de los cinco individuos pertenecientes a este grupo (A6).

Todos estos datos fueron analizados estadisticamente realizando un andlisis de regresion Probit,
mediante la cual pudimos obtener una DLsg estimada en rata de 95.90 mg/kg para el compuesto de

cobalto NB5H02 (Cuadro 9) (A2).
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Cuadro 9. Determinacion de la dosis letal 50 (DLso) del compuesto de cobalto NB5HO2 en ratas

HsdHan®:WIST (Wistar) mediante el andlisis de regresién Probit.

Rata HsdHan®:WIST (Wistar)

Compuesto Dosis (mg/kg) Vivos Muertos Total
50 5 0 5
75 4 1 5

NB5H02 100 2 3 5
125 1 4 5
150 0 5 5
DLso = 95.90 mg/kg

Para el estudio de toxicidad aguda en ratas HsdHan®:WIST (Wistar) del compuesto de cobre NB5H08
se probaron inicialmente las dosis de 100, 125, 150, 175, y 200 mg/kg ya que a dosis mas altas se
observé que todos los animales se morian y dentro de este rango se encontraba la DLs calculada a
partir del estudio en ratones. Durante la realizacién de la prueba se pudo observar que casi
inmediatamente después de la administracion, los animales de todos los grupos tuvieron un
comportamiento hiperactivo y agresividad hacia el investigador, posteriormente iban disminuyendo
su actividad hasta quedar aletargados. En cuanto a la relacién de ratas vivas y muertas se encontré
que en las dos dosis mas bajas, 100 y 125 mg/kg, ninglin animal murié, mientras que en las dosis
mayores todos los animales fueron presentando los signos anteriormente descritos, ademas de
presentar también dificultad para respirar, postracion y finalmente murieron. Al tener estos
resultados se replanted evaluar nuevas dosis intermedias entre la dosis de 125 mg/kg donde no
murié ningln animal y la de 150 mg/kg en la cual murieron todos con el fin de acotar el valor de la

DLso (A7).

Es por esto que se realizd un nuevo ensayo para este compuesto en el que se utilizaron dosis de

130, 135, 140, 145 y 150 mg/kg. La administracion de estas dosis en las ratas de todos los grupos,
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provocd una disminucién en su actividad hasta quedar aletargadas. Asi mismo, mostraban cierta
dificultad para respirar; pasados algunos minutos de la administracion aumentaron los signos de

toxicidad hasta que los animales quedaron totalmente postrados y finalmente murieron (A7).

Lo resultados arrojados se evaluaron estadisticamente mediante un andlisis Probit en el cual se
obtuvo una estimacion de la DLso de 122.88 mg/kg para la administracion intraperitoneal del

compuesto de cobre NB5HO08 (Cuadro 10) (A3).

Cuadro 10. Determinacion de la dosis letal 50 (DLso) del compuesto de cobre NB5HO8 en ratas

HsdHan®:WIST (Wistar) mediante el andlisis de regresién Probit.

Rata HsdHan®:WIST (Wistar)

Compuesto Dosis (mg/kg) Vivos Muertos Total
100 5 0 5
125 5 0 5
130 0 5 5
135 0 5 5

NB5H08 140 0 5 5
145 1 4 5
150 0 5 5
175 1 4 5
200 0 5 5
DLso = 122.88 mg/kg
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Evaluacion de la toxicidad subcronica a dosis repetidas de los
compuestos de coordinacion por via intraperitoneal en ratas

HsdBlu:LE (Long-Evans)

Bioquimica sanguinea

Se realizaron bioquimicas sanguineas en las que se evalud la concentracion en sangre de: Fosfatasa
Alcalina (FA), Alanino aminotransferasa (ALT), Aspartato aminotransferasa (AST) y Bilirrubina total
(BT) los cuales estan relacionados con la integridad hepatica. Se realizaron cuatro muestreos

durante todo el experimento, uno basal y posteriormente uno cada mes hasta el final del estudio.

De acuerdo a los resultados obtenidos de fosfatasa alcalina, se observa que en el muestreo basal los
valores de todos los grupos son similares y van de 254 a 307 UI/L, a partir del primer muestreo a la
semana 4 los valores disminuyeron en general y van de 142 a 214 Ul/L y se mantienen durante el
resto del estudio, a excepcidn del grupo de la dosis alta del compuesto de cobalto y de cobre
(NB5H02 DA y NB5H08 DA) (Figura 16) los cuales presentan una clara tendencia a aumentar los
valores casi como los basales en el tercer muestreo (12 semanas), siendo incluso estadisticamente
significativa las diferencia entre dicho grupo del compuesto de cobalto y el control de dieta alta en

grasa (U de Mann-Whitney (U=20; Tni=9, n2=11=124; p=0.028)) (Figura 17).
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Fosfatasa alcalina

a) NBS5HO02 DA b) NB5H08 DA
400 400 -
300 4 300
i
o <
S5 200 - S 200 1
100 4 100 4
0 0
Basal Primero Segundo Tercero Basal Primero Segundo Tercero
Muestreo Muestreo

Figura 16. Fosfatasa alcalina de NB5H02 DA Y NB5H08 DA durante los cuatro muestreos. Cada barra
representa el promedio de los valores de fosfatasa alcalina (U/L) + E.E. para los grupos administrados
con la dosis alta (3.8 mg/Kg) del compuesto de cobalto NB5H02 (a) y cobre NB5HO8 (b)
respectivamente durante los cuatro muestreos (basal=0, primero=4 semanas, segundo=8 semanas,

tercero=12 semanas). N.s. a p>0.05.
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Figura 17. Fosfatasa alcalina a las 12 semanas. Cada barra representa el promedio de los valores de
fosfatasa alcalina (U/L) £ E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de
cobalto (NB5H02 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto
de cobre (NB5HO08 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5HO8 DA), 2.6 mg/Kg de 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP DB), 3.8 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta
STD) y dieta inductora de obesidad (D/O), en el tercer muestreo (12 semanas). *NB5H02 DA Vs. DIO

diferencias significativas U de Mann-Whitney p=0.028.

Para los valores basales de ALT no se observaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales, estos se encuentran entre 81 y 99 UI/L, pero para los muestreos posteriores todos
disminuyeron significativamente a excepcién del grupo con la dieta estandar el cual se mantuvo
similar al valor basal durante todo el estudio; ademas del grupo con la dosis baja del compuesto de

cobalto, que aunque no presenta diferencias estadisticas se observa una tendencia a aumentar sus
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valores de forma progresiva durante los posteriores muestreos hasta alcanzar un valor de 75 UI/L

(Figura 18).

Alanino aminotransferasa

- Bl NB5H02 DB
120 - B NB5H02 DA
NB5HO08 DB
TN NBSHO8 DA
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. DO

100 -
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Figura 18. Alanino aminotransferasa. Cada barra representa el promedio de los valores de alanino
aminotransferasa (U/L) + E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de
cobalto (NB5H02 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto
de cobre (NB5H08 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5HO8 DA), 2.6 mg/Kg de 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP DB), 3.8 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta
STD) y dieta inductora de obesidad (DI/O), en el tercer muestreo (12 semanas). *Dieta STD Vs. DIO
diferencias significativas (ANDEVA p<0.001).
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En los valores obtenidos de AST no se encontraron diferencias significativas entre los grupos y

durante todo el estudio, en general estos valores van de 90 UI/L hasta 138 UI/L.

En cuanto a BT, los valores que presentan todos los grupos en el muestreo basal van de 2.03 mol/L
a 2.66 mol/L, éstos valores aumentan conforme avanza el estudio (3.64 mol/L hasta 5.30 mol/L),
siendo el grupo de la dosis alta del compuesto de cobalto el que alcanzé valores significativamente

mas altos en comparacién con los grupos controles (t de Student (tg1-18=3.572; p=0.00218)). (Figura

19).

Bilirrubinas totales

B NB5H02 DB
Bl \NB5H02 DA

5 NB5H08 DB
I NB5HO8 DA
B8 5-HTP DB
BN 5-HTP DA
Bl DIETASTD
S DIO

pumol/L

Tratamientos

Figura 19. Bilirrubinas totales. Cada barra representa el promedio de los valores de bilirrubinas
totales (umol/L) * E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de cobalto
(NB5HO02 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto de cobre
(NB5HO8 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5H08 DA), 2.6 mg/Kg de 5-hidroxitriptofano
(5-HTP DB), 3.8 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta STD) y dieta
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inductora de obesidad (DIO), en el tercer muestreo (12 semanas). Diferencias significativas a p<0.05:
*NB5HO02 DA Vs. Dieta STD y DIO diferencias significativas t de Student (tg-1s=3.572; p=0.00218);
+Dieta STD Vs. NB5H02 DB, NB5H08 DB, NB5H08 DA y 5-HTP DA diferencias significativas t de
Student (tg-14<3.109; p<0.00769).

Biometria hematica

Al realizar el estudio de la biometria hematica, se observd que las variables relacionadas con la linea
roja (hematocrito, eritrocitos y hemoglobina) presentan diferencias Unicamente en los dos grupos
correspondientes al compuesto que contiene cobalto NB5H02 (ANDEVA (F7,0.05=34.392; p=<0.001)),
en los cuales los valores aumentan significativamente en comparacion con todos los demds grupos
gue presentaron valores muy semejantes entre si y que no tienen diferencias significativas (Figura

20, Cuadro 11).
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Figura 20. Hematocrito. Cada barra representa el promedio de los valores de hematocrito (L/L)
E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DB), 3.8
mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5HO8 DB),
3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5HO8 DA), 2.6 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), 3.8
mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta STD) y dieta inductora de obesidad
(DIO). Diferencias significativas a p<0.05: ®°NB5H02 DB Vs. NB5HO8 DB y DA, 5-HTP DB y DA, Dieta
STD y DIO; *NB5H02 DB Vs. NB5HO8 DB y DA, 5-HTP DB y DA, Dieta STD y DIO, diferencias
significativas ANDEVA (F7,005=34.392; p=<0.001).
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Cuadro 11. Hematocrito, eritrocitos y hemoglobina. Cada dato representa el promedio de los valores
de hematocrito (L/L), eritrocitos (X10'%/L) y hemoglobina (g/L) para los grupos administrados con:
2.6 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02
DA), 2.6 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5HO8 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5H08
DA), 2.6 mg/Kg de 5-hidroxitriptofano (5-HTP DB), 3.8 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB),
dieta estdndar (Dieta STD) y dieta inductora de obesidad (D/O). Diferencias significativas a p<0.001:
* NB5HO02 DB y DA Vs. NB5HO8 DB y DA, 5-HTP DB y DA, Dieta STD y DIO.

NB5H02 NB5HO02 NB5H08 NB5HO08 5-HTP  5-HTP

STD DIO
DB DA DB DA DB DA
Hematocrito 0.53* 0.60* 0.47 0.46 0.47 0.47 0.46 0.47
Eritrocitos 9.06* 10.18* 7.96 8.06 7.88 7.85 7.74 7.80
170.56 181.89
Hemoglobina . . 150.63 149.00 150.67 151.80 148.75 148.55

En cuanto a las variables relacionadas con la linea blanca, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos, el rango de estos valores es de: VGM (57.88 — 60.55 fL), CGMH
(314.55 — 327.63 g/L), leucocitos (3.9 x10° — 5.17 x10°/L), linfocitos (3.06 x10° — 3.99 x10°/L),
monocitos (0.08 x10° — 0.34 x10°/L), neutrdfilos (0.48 x10° — 0.82 x10°%/L), eosinofilos (0.04 x10° —
0.13 x10%/L), plagquetas (862.89 x10° — 1415.8 x10°/L).

Evaluacion anatomopatolodgica

De acuerdo a los hallazgos encontrados en la evaluacién anatomopatoldgica macroscépica se
observé que en general todos los ejemplares presentaban una buena condicién corporal, con
mucosas (oral, pulmonar, conjuntival y vaginal) color rosa palido y buen estado de conservacion.

Internamente se observd una minima o discreta congestién pulmonar en todos los ejemplares. Los
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higados eran color rojo oscuro, los bordes eran redondeados y presentaban un patrén lobulillar
aumentado (congestion). Ademads, en el grupo de la dosis alta del compuesto de cobalto NB5HO02 se
encontré que tres animales presentaban discretas areas palidas multifocales en los Iébulos
hepaticos, asi como un ejemplar del grupo de la dosis baja de NB5HO08. El resto de los érganos de
todos los animales no presentaron lesiones patoldgicas evidentes, mas alld de la gran cantidad de

masa grasa presente en la zona abdominal de todos los animales a excepcién de aquellos

pertenecientes al grupo control que fueron alimentados con la dieta estandar (Figura 21).

Figura 21. Necropsias de los animales al final del estudio y evaluacidn anatomopatologica

macroscopica. Se observa la gran cantidad de tejido adiposo presente en la zona abdominal.

En cuanto a la evaluacidn microscdpica se encontrd que todos los animales presentaban de leve a
moderada distencién de los sinusoides hepaticos por abundantes eritrocitos. Ademas, fue evidente
la presencia de hepatocitos tumefactos, y en algunas ocasiones un citoplasma granular eosinofilico
en aproximadamente la mitad de los animales de todos los grupos, a excepcion del grupo control

que se le dio Unicamente la dieta alta en grasa, en el cual el total de los animales presentd esta
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caracteristica. Asi mismo se observé que en los grupos de las dosis altas del compuesto de cobalto
NB5H02, de cobre NB5H08 y de 5-HTP, los hepatocitos de algunas ratas presentaron vacuolas
anfofilicas intracitoplasmaticas las cuales desplazaban el nicleo a la periferia; aunado a esto se
identificé a una rata del grupo de la dosis baja de 5-HTP la cual tenia una moderada cantidad de

eritrocitos fuera de los lechos vasculares hepaticos (Cuadro 12).

Aparte de estos hallazgos se identific6 que una o dos ratas de cada uno de los dos grupos del
compuesto de cobre NB5HO8 y de los dos grupos de 5-HTP exhibian escasos linfocitos alrededor de
los vasos sanguineos hepaticos. Los dos grupos controles, uno con la dieta estandar (2018S Teklad
global) el otro con la dieta alta en grasa (Tso’s high fat diet) presentaron un leve infiltrado
inflamatorio compuesto por linfocitos dispuestos de forma aleatoria en dos animales cada uno,
mientras que en el grupo de la dosis baja del compuesto de cobre NB5H02 se observé que una rata
presentaba un area de infiltrado inflamatorio compuesto por escasos neutroéfilos, asi como algunos

linfocitos (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Relacion de animales por grupo y descripcion de hallazgos microscépicos para los grupos
administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de
cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5H08 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto
de cobre (NB5HO08 DA), 2.6 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), 3.8 mg/Kg de 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta STD) y dieta inductora de obesidad (DIO), donde

F=focal, M=multifocal, +=discreto, ++=moderado, +++=severo, N/P=no presentd.

GRUPO
) =L
-] -] E
HALLAZ GO MICROSCOPRICO g g &
I
I
& =
Fd Fd th
M + 4de9|2de9|3ded|7ded|3de9|2de10/4ded|5de?
Congestion M ++ S5de9|6de?|(5de8|1ded|6de9|7de 10|/ 4ded|4de?
M +++ NP 1de® MN/P N/P MN/P MN/P MN/P M/P
M + S5de9|3de9 |5ded|3ded|1de9|5de10|3ded|5de?
Degeneracion
B M ++ NP ([Zded| NP [2ded|2de9|2del10] NP |4de
hepatocelular
M +++ NP | 1ded| MNP N/P N/P MN/P MN/P N/P
Degemera:i&n F + NP Tde9 MN/P 1ded MN/P MN/P MN/P NS
]IEpi!tﬂ-l:‘-Ellllilr grasa M ++ NP NP MI/P 1ded NP |1 de 10 N/ NS
Infiltrado
neutrofilico F + M/P NP [Tded| NP M/P M/P N/P NP
linfoplasmocitico
I"_ﬁ Hrade F ++ NP NP | 1Tded| NP MNP MNP MN/P NP
perivascular
Infiltrado
perivascular M + M/P M/P WP | 2ded|1de9|1de10 MNP NP
linfoplasmocitico
Hemorragia M ++ NP N/P N/P NP [1Tde9| NP M/FP N/P
Infiltrado F + N/P NP MN/P MNP MNP MN/P 1ded|1de9
linfaplasmocitic M + N/P N/P N/P N/P N/P NP | 1ded|1de9
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Evaluacion de la eficacia de los compuestos de coordinacion
administrados de forma subcronica por via intraperitoneal en un
modelo de obesidad inducida por la dieta en ratas HsdBlu:LE (Long-

Evans)

Incremento de peso

El porcentaje de incremento de peso se calculd con base en el peso inicial que presentaron los
animales y conforme a las mediciones obtenidas 2 veces por semana durante las 12 semanas. Los
valores calculados nos indican un incremento de peso mayor en el grupo de la dieta alta en grasa
en relacion con el grupo de dieta estandar. Respecto a los grupos con tratamientos farmacolégicos
se observa que todos mostraron un incremento de peso similar o mayor al grupo control con
alimento alto en grasa, a excepcion del grupo administrado con el compuesto de cobalto NB5H02 a
una dosis baja en el cual se observa un incremento de peso significativamente menor (t de Student

(t14=2.7; p=0.0172))(Figura 22).
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Incremento de peso
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Figura 22. Incremento de peso. Cada punto representa el promedio del porcentaje de incremento
de peso (%)  E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02
DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5H0S8
DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5H08 DA), 2.6 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB),
3.8 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta STD) y dieta inductora de
obesidad (DIO), en los dias de pesaje. *DIO Vs. NB5H02 DB y Dieta STD diferencias significativas (t
de Student, p<0.0172).

Consumo de alimento

De acuerdo a los datos obtenidos en relacion al consumo de alimento que tuvieron los animales se
puede observar que en las primeras tres semanas todos los grupos presentaron un importante

aumento en el consumo de alimento, siendo en el grupo administrado con la dosis baja del
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compuesto de cobalto NB5H02 en el que este aumento fue menor significativamente (ANDEVA
(Fa80,00s=2.875; p<0.017)). A partir de esta tercera semana, el consumo de alimento del grupo
alimentado con la dieta estdandar se mantuvo constante, mientras que los demas grupos
presentaron una disminucién en el consumo durante aproximadamente dos semanas y pasado este

tiempo se mantuvo constante el consumo de alimento hasta el final del experimento (Figura 23).

Consumo de alimento
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Figura 23. Consumo de alimento. Cada punto representa el promedio de consumo de alimento (g)
+ E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DB), 3.8
mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5HOS DB),
3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5H08 DA), 2.6 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), 3.8
mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta STD) y dieta inductora de obesidad
(DI0), durante 12 semanas. +NB5H02 DB Vs NB5H02 DA, NB5H08 DB y DA, 5-HTP DB y DA, Dieta
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STD y DIO, diferencias significativas (ANDEVA p<0.017); *Dieta STD Vs. NB5H02 DB y DA, NB5H08
DBy DA, 5-HTP DB y DA y DIO, diferencias significativas (ANDEVA p<0.027).

Consumo de agua

En cuanto a la medicion del consumo de agua de los animales se observa un consumo constante

durante todo el experimento y no se observan diferencias significativas entre los diferentes grupos.

Composicion corporal

Se realizd la medicion de la composicidon corporal mediante el equipo de espectroscopia de
bioimpedancia eléctrica “IMPEDIVET”. De los valores obtenidos de indice de masa corporal, se
puede observar que, en todos los grupos en la medicion basal dichos valores van de 9.7 a 10.4 y
éstos se mantienen en los muestreos posteriores a excepcion del grupo de dieta estandar en el cual
el indice va disminuyendo hasta llegar a valores de 8.6 en el Ultimo muestreo (12 semanas) y que es
significativamente diferente a los demds grupos (ANDEVA(F147,005=3.431; p<0.001)), asi como el
grupo de las dosis baja del compuesto de cobalto NB5H02 que presenta diferencias estadisticas con
relacidn a los grupos de las dosis alta del compuesto de cobre NB5HO8 y el grupo alimentado con la
dieta alta en grasa (ANDEVA(F147,005=3.431; p<0.019)), los cuales presentaron los mayores IMC
(Figura 24). En cuanto a los valores de masa grasa y masa libre de grasa no se encontraron

diferencias importantes entre los grupos.
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Figura 24. indice de masa corporal. Cada barra representa el promedio de los valores de indice de
masa corporal £ E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de cobalto
(NB5H02 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto de cobre
(NB5HO08 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5H08 DA), 2.6 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano
(5-HTP DB), 3.8 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta STD) y dieta
inductora de obesidad (DIO), en el tercer muestreo (12 semanas). +NB5H02 DB Vs. NB5HO8 DA vy
DIO diferencias significativas (ANDEVA p<0.019); *Dieta STD Vs. NB5H02 DB y DA, NB5HO8 DB y DA,
5-HTP DBy DAy DIO diferencias significativas (ANDEVA p<0.001).

Presion arterial

Para los valores obtenidos de presién arterial no se encontraron cambios importantes entre
muestreos ni diferencias significativas entre grupos tanto para la presion diastdlica ni para la presion

sistdlica.
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Bioquimica sanguinea

Asi mismo, se realizaron analisis de bioquimica sanguinea en los que se midieron algunos analitos
asociados a la obesidad. Con base en la medicidn de triglicéridos se presentaron diferencias
importantes, se puede observar una marcada elevacién en los niveles de este analito en el grupo
control con dieta hipercaldrica y en el grupo de la dosis alta de 5-HTP siendo este aumento mas

notable en el Ultimo muestreo (12 semanas) (ANDEVA(F90,0.05=0.864; p<0.05)) (Figura 25).
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Figura 25. Triglicéridos. Cada barra representa el promedio de los valores de triglicéridos (mmol/L)
+ E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DB), 3.8
mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5HO8 DB),
3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5H08 DA), 2.6 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), 3.8
mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta STD) y dieta inductora de obesidad
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(DIO), en el tercer muestreo (12 semanas). *DIO Vs. NB5H02 DB y DA, 5-HTP DB Y Dieta STD
diferencias significativas (ANDEVA p<0.036); +5-HTP DA Vs. NB5H02 DB, NB5H02 DA y 5-HTP DB
diferencias significativas (ANDEVA p<0.05).

Los resultados arrojan un patrén similar para los valores de colesterol y colesterol HDL puesto que
en los dos analitos existe una disminucidn significativa de los valores a partir del primer muestreo
(4 semanas) y que se mantienen disminuido hasta el final (12 semanas). Esto sucede en casi todos
los grupos a excepcién del grupo control de la dieta estandar el cual mantiene valores similares al

basal durante los muestreos posteriores (Figura 26).

EEEm NB5HO2 DB
Colesterol S NES5HO2 DA
A NB5H08 DB
CT™T NB5HOS DA
&= 5-HTP DB
* B 5-HTP DA
B8 DIETA STD
B DIO

mmol/L

Tratamientos

Figura 26. Colesterol. Cada barra representa el promedio de los valores de colesterol (mmol/L) * E.E.
para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DB), 3.8 mg/Kg
del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5H08 DB), 3.8 mg/Kg
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del compuesto de cobre (NB5H08 DA), 2.6 mg/Kg de 5-hidroxitriptofano (5-HTP DB), 3.8 mg/Kg de
5-hidroxitriptofano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta STD) y dieta inductora de obesidad (DI/O), en
el tercer muestreo (12 semanas). *Dieta STD Vs. NB5H02 DB, NB5H02 DA y 5-HTP DB diferencias
significativas (ANDEVA (F290,0.0s=0.674; p<0.014)).

En cuanto al colesterol LDL también se observa una disminucién de los valores de todos los grupos
a partir del primer muestreo y hasta el final, a diferencia de que en el Ultimo muestreo los valores
del grupo control con la dieta hipercaldrica aumentan ligeramente en comparacién con los demas

grupos (Figura 27).

Colestero LDL EEEm NB5H02 DB
B \NB5H02 DA
0.5 1 NB5HO08 DB
TN NB5H08 DA

g 5-HTP DB

—— EBE=S 5-HTP DA
Bl DIETASTD

SN DIO

mmol/L

Tratamientos

Figura 27. Colesterol LDL. Cada barra representa el promedio de los valores de colesterol LDL
(mmol/L) * E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02
DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5HO8
DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5H08 DA), 2.6 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB),
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3.8 mg/Kg de 5-hidroxitriptofano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta STD) y dieta inductora de

obesidad (D/0), en el tercer muestreo. No se encontraron diferencias significativas a p<0.05.

En la medicidn bioquimica de la concentracion de glucosa en sangre se encontraron las principales
diferencias en el muestreo de las 12 semanas en donde el grupo control con dieta alta en grasay los
grupos administrados con el compuestos de cobre son los que presentaron valores mayores
(superiores a 10 mmol/L) comparado con los grupos del compuesto de cobalto, el grupo de la dosis
alta de 5-HTP y el grupo control de dieta estandar, los cuales presentaron valores
considerablemente menores (por debajo de 9 mmol/L) (Figura 28). Ademas, se realizé la medicidn
de glucosa en sangre mediante un glucometro convencional en donde se encontré que los grupos
control de dieta estandar y los dos grupos administrados con el compuesto de cobalto son los que
presentaron valores de glucosa significativamente por debajo del grupo control de dieta alta en
grasa(t de Student (t17=-3.268; p=0.00454)), siendo los valores de los grupos de cobalto menores

incluso que el control de dieta estandar (Figura 29).
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Figura 28. Glucosa, medicién por espectrofotometria. Cada barra representa el promedio de los
valores de Glucosa (mmol/L) + E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto de
cobalto (NB5H02 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del compuesto
de cobre (NB5H08 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5HO8 DA), 2.6 mg/Kg de 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP DB), 3.8 mg/Kg de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta
STD) y dieta inductora de obesidad (DIO), en el tercer muestreo (12 semanas). +D/O Vs. NB5H02 DB,
NB5HO02 DAy 5-HTP DA diferencias significativas (ANOVA, F250,0.05=1.918, p<0.003); *NB5H08 DB Vs.
NB5HO02 DB, NB5H02 DA y 5-HTP DA diferencias significativas (ANOVA, F290,0.05=1.918, p<0.038).
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Figura 29. Glucosa, medicion por glucémetro convencional. Cada punto representa el promedio de
los valores de glucosa (mg/dL) * E.E. para los grupos administrados con: 2.6 mg/Kg del compuesto
de cobalto (NB5H02 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobalto (NB5H02 DA), 2.6 mg/Kg del
compuesto de cobre (NB5H08 DB), 3.8 mg/Kg del compuesto de cobre (NB5HO8 DA), 2.6 mg/Kg de
5-hidroxitriptéfano (5-HTP DB), 3.8 mg/Kg de 5-hidroxitriptofano (5-HTP DB), dieta estandar (Dieta
STD) y dieta inductora de obesidad (D/O), durante 9 muestreos. *D/O Vs. NB5H02 DB, NB5H02 DAy
Dieta STD diferencias significativas (t de Student, p=0.00454).
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Discusion y Conclusiones

En este estudio se realizd la evaluaciéon de la seguridad y la eficacia de dos compuestos de
coordinaciéon sintetizados para el tratamiento de la obesidad, estos compuestos presentan un
centro metalico ya sea de cobalto o de cobre y contienen como ligante al 5-hidroxitriptéfano.
Inicialmente se realizaron pruebas de toxicidad aguda para conocer el potencial toxicoldgico a corto
plazo de la administracién de una Unica dosis de los compuestos de coordinacion. Se logré obtener
la dosis letal 50 de ambos compuestos tanto en ratones como en ratas. Los valores en ratén fueron
de 613.8 mg/kg para el compuesto de cobalto NB5HO02 y 341 mg/kg para el compuesto de cobre
NB5HO08, ambos valores son superiores al de 298 mg/kg por lo que resultan menos toxicos de forma
aguda que lo reportado como DLsp en ratdn via intraperitoneal para el ligante sélo (5-HTP) (64). En
cuanto a las ratas, se habia estimado una DLs, tedrica de 306.9 mg/kg para el compuesto de cobalto
con base en las constantes metabdlicas, pero el valor obtenido fue menor (95.9 mg/kg), de la misma
forma que para el compuesto de cobre para el que se le habia estimado una DLs, tedrica de 170.5
mg/kg, y la obtenida fue de 122.8 mg/kg experimentalmente, y que al igual que para ratdn, estas
estan por encima de los 91 mg/kg reportados en la literatura como DLs via intraperitoneal en rata

para el ligante 5-HTP sélo (65).

A partir de estos datos podemos sefialar que los dos compuestos presentan una toxicidad mayor en
ratas que en ratones, inclusive mayor al valor estimado mediante la conversidon con base en la
constante metabdlica, lo cual puede atribuirse a diferencias en el proceso farmacocinético
(absorcion, distribucién, biotransformacién y excrecion), en la sensibilidad farmacodinamica de los

receptores tisulares, o en las respuestas fisiolégicas compensadoras (66).

Por otro lado, se observa una toxicidad menor de ambos compuestos comparada con la que
presenta el 5-hidroxitriptofano por si sélo (65), asi como una toxicidad marcadamente menor a la

DLso reportada para cada uno de los metales (Co: 35 mg/kg; Cu: 20 mg/kg) (67, 68).
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Esto posiblemente es debido a que cada compuesto lo constituyen sélo un porcentaje de cada
componente que aunado con el resto forman el 100 % de la dosis total administrada de cada
farmaco lo que disminuye la toxicidad conjunta. Ademas, se sabe que los complejos metdlicos de
ligantes bioldgicamente activos a veces logran presentar una toxicidad menor que la del ligando
libre, debido a que las propiedades del metal pueden mejorar la distribucion de éste, mediante la
formacién de complejos estables, solubles y no téxicos evitando su acumulacion en tejidos

especificos (42, 45).

Durante la evaluacién de la toxicidad aguda de los compuestos de coordinacidon también se observé
gue los animales presentaron algunos signos clinicos y comportamientos especificos los cuales
responden a los sintomas caracteristicos presentes en el sindrome serotoninérgico tales como:
ansiedad, hiperactividad, comportamiento agresivo, incoordinacién, contraccidon de los miembros
posteriores, ataxia, rigidez, convulsiones, disnea e hipoactividad, los cuales pueden deberse al
incremento en los niveles de serotonina producido por la administracién de las dosis mas elevadas

de los compuestos basados en el 5-HTP (69, 70).

La evaluacién de la toxicidad subcrénica se realizéd con el objetivo de conocer los efectos de la
administracién de multiples dosis de los compuestos durante tiempos prolongados, dato que es
muy importante puesto que posiblemente la utilizacién del farmaco seria de manera crénica en la
practica clinica. Todos los animales fueron revisados diariamente durante toda la ejecucién del
estudio para detectar los sintomas o comportamientos que pudieran evidenciar la presencia de
algun indicio de toxicidad debido a la administracidn de los compuestos. No se observé ningun signo
o manifestacion clinica, lo cual indica que a este nivel no se presentd una toxicidad importante en

ninguno de los grupos experimentales.

En cuanto a los resultados obtenidos en los estudios bioquimicos se cree que las diferencias
existentes en las concentraciones de fosfatasa alcalina entre niveles de muestreo se observan

debido a que en el muestreo basal los valores de FA son mayores en comparacién con los demds
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muestreos en todos los grupos y de hecho sobrepasan los valores de referencia (95-254 Ul/L) (71).
Esto puede estar asociado a la edad de las ratas, pues se sabe que animales jovenes tienen una
actividad enzimatica de fosfatasa alcalina de origen dseo mayor que animales adultos (72). Sin
embargo, para los grupos de las dosis alta del compuesto de cobalto, dosis baja y alta del compuesto
de cobre, dosis baja de 5-HTP y DIO se observa un incremento de fosfatasa alcalina a las 8 semanas
del estudio que no puede ser asociado al crecimiento de los animales pues al tiempo de este
muestreo ya son considerados adultos, lo anterior es indicativo de que el origen de este incremento
es hepatico, derivado de una disminucién en el flujo biliar, este aumento persiste en los grupos
correspondientes a las dosis altas de ambos compuestos, mientras que en los otros disminuyen a
las 12 semanas. Esto no quiere decir que el flujo biliar se haya restablecido, pues al observar las
diferencias en bilirrubina total y correlacionandolas con la fosfatasa alcalina se observa que en todos
los grupos existe un incremento de bilirrubina total dependiente del transcurso del tiempo; para los
grupos de la dosis baja del compuesto de cobalto y ambas dosis del compuesto de cobre este
incremento se observa hasta el tercer muestreo (12 semanas), mientras que en los demas grupos,
si bien las concentraciones de bilirrubina estan por afuera del valor de referencia (1.32-3.28 umol/L)
(71), disminuyen ligeramente a las 12 semanas pero no vuelven a valores normales. Lo anterior
sugiere fuertemente que el flujo biliar se afectd en este estudio, aunado al hecho de que se observé
ligera ictericia en el suero de 27 animales de los 64 que recibieron el alimento alto en grasa lo que
le da mayor peso a estos hallazgos. Si bien el grupo control alimentado con dieta estandar presenta
valores de bilirrubina mayores en el segundo y tercer muestreo (8 y 12 semanas) estos no son de la

magnitud de los demas grupos, ademas la fosfatasa alcalina en este grupo no se encuentra alterada.

Por otro lado, al realizar la comparacién entre grupos, dosis y muestreos de las concentraciones de
AST se encontrd que no tuvieron diferencias significativas y no se observan tendencias en el
transcurso del tiempo. Mientras que en las concentraciones de ALT todos los grupos, a excepcidn
del grupo control de dieta estandar, tienden a disminuir principalmente en el primer muestreo (4
semanas) manteniéndose estable en los muestreos posteriores. Lo anterior es un cambio no
esperado ya que en la evaluacién histopatoldgica se evidencié degeneracion hepatocelular de leve
a severa lo cual tendria que incrementar las concentraciones séricas de ALT. Debido a que no se

realizaron mas mediciones que nos ayuden a observar con mejor precision la cinética enzimatica no
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podemos decir que no existié un incremento de ALT secundario a un dano agudo; se sabe que
cuando la degeneracién hepatica es crénica las concentraciones de ALT pueden encontrarse en
valores de referencia y que ademas el grado de pérdida de masa hepdtica funcional también ejerce
un efecto negativo sobre las concentraciones de esta enzima. Este Ultimo punto podria explicar la
diminucidn de ALT en los grupos con degeneracién hepatica en comparacion con el grupo control el
cual no tuvo disminucidn en las concentraciones de esta enzima. Para definir si realmente la pérdida
de la masa funcional hepdtica es la causante de este hallazgo es necesario determinar analitos que
evalien funcién hepdtica, tales como gamma glutamil transferasa, albumina, tiempo de
protrombina y globulinas. Por otro lado se sabe que la actividad de dichas enzimas es proporcional
al contenido de proteinas de la dieta, por lo cual una dieta con un contenido muy alto de grasa en
relacion con el de proteinas puede generar condiciones catabdlicas que promuevan una disminucion

en la actividad de estas enzimas, proceso que podria explicar los resultados obtenidos (73).

Los resultados observados en relacién a la biometria hematica nos indican una elevacién de los
pardmetros asociados a la linea roja en los grupos tratados con el compuesto NB5H02. Se sabe que
algunas de las causas de la eritrocitosis son la deshidratacidn, el estrés y el aumento en la produccién
de eritrocitos (72), y dado a que estos grupos fueron administrados con un compuesto basado en
cobalto se puede atribuir este incremento en la cantidad de eritrocitos circulantes a un aumento en
la produccién de eritrocitos secundaria a la administracidn crénica de cobalto, pues se sabe que este

elemento participa de forma importante en el proceso de hematopoyesis (74, 75).

De acuerdo a la evaluacién anatomopatoldgica, tampoco se encontraron importantes signos de
toxicidad, y aunque en la mayoria de los animales se presentaba cierto grado de degeneracion
hepatica, la cual se presenta por una alteraciéon en la membrana de los hepatocitos, esta fue leve en
los grupos control y grupos de dosis bajas, mientras que en todos los grupos que recibieron las dosis
altas se presentd una degeneracién mayor, ya sea de moderada a severa. Estos hallazgos indican
que la administracién crénica de los agentes en estudio, provocd inclusive, cierto grado de

degeneracion grasa, la cual se da por un proceso adaptativo en la disposicion del metabolismo de
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los lipidos por una cierta toxicidad debida a una exposicién prolongada a agentes externos, pero

gue en ningun caso fue de una importancia relevante (76, 77).

En cuanto al modelo de obesidad empleado para evaluar la eficacia de los compuestos, podemos
constatar que fue adecuado para la realizacién de este estudio, pues como se menciond en la
revision bibliografica, la alimentacidon con una dieta alta en grasa (40%) indujo en los animales un
importante aumento de peso en comparacién con la curva de crecimiento reportada por ENVIGO
para esta estirpe de ratas (78) en comparacion con el grupo alimentado con dieta estandar (6.2%
de grasa), a pesar de que en este grupo, el consumo de alimento promedio de los animales fue
significativamente mayor que en los grupos alimentados con la dieta hipercaldrica, posiblemente
debido a la palatabilidad de este alimento. Ademas, los animales alimentados con la dieta alta en
grasa presentaron un importante aumento tanto en el indice de masa corporal como en los
triglicéridos y en los niveles de glucosa comparado con el grupo control, caracteristicas particulares
del fenotipo de los individuos con obesidad, lo cual nos dard un mejor acercamiento de los efectos

terapéuticos que pudieran tener los farmacos una vez que sean utilizados en la clinica.

Dentro de los grupos experimentales podemos destacar que, el grupo con la dosis baja del
compuesto de cobalto (2.6 mg/kg), fue el que tuvo un incremento de peso e indice de masa corporal
significativamente menor, mientras que los grupos de las dosis altas (3.6 mg/kg) de 5-HTP y del
compuesto de cobre fueron los que tuvieron un incremento de peso mayor y por lo tanto mayor
IMC. Esto teniendo en cuenta que todos los grupos experimentales, asi como el grupo control de la
dieta alta en grasa no presentaron diferencias estadisticamente significativas en el consumo de

alimento.

A partir de los resultados obtenidos en los analisis bioquimicos del perfil lipidico podemos destacar
que en cuanto a los niveles de triglicéridos, todos los grupos muestran una tendencia al incremento
con base en el tiempo. Este comportamiento es el esperado en ratas alimentadas con dietas altas

en grasa. Las principales diferencias significativas se observan en el Ultimo muestreo en el que el
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grupo control con dieta hipercaldrica y el grupo de la dosis alta de 5-HTP tienen concentraciones
séricas muy por encima de los demads grupos, mientras que los grupos administrados con el
compuesto de cobalto son quienes tienen menores concentraciones de este analito. Aunado a esto,
al analizar los datos obtenidos de la medicidn de las concentraciones de colesterol, colesterol HDL
y colesterol LDL se observa que en los tres analitos se presentd la misma tendencia en todos los
grupos: los valores disminuyen significativamente a partir del muestreo de 4 semanas a excepcién
del grupo control alimentado con dieta estandar, en el cual sus concentraciones séricas se
mantienen constantes durante los cuatro muestreos a lo largo de todo el estudio. Este hallazgo se
puede atribuir a la disminucién en el consumo de alimento que se suscitd en todos los grupos
experimentales alimentados con la dieta con un alto contenido energético después de la tercera o
cuarta semana de ingesta, pues corresponde con el muestreo en el que se registrd la diminucién en
los valores mencionados. Otra posible causa de esta reduccion puede ser la amplia capacidad de las
ratas de mantener las concentraciones séricas de colesterol, aun consumiendo dietas ricas en grasa,
al activar un mecanismo compensatorio en la eliminacién del colesterol via hepdtica y por lo cual no

se observé hipercolesterolemia en los grupos alimentados con esta dieta especial (79).

Aun con estos sucesos se puede observar que los grupos administrados con el compuesto de cobalto
NB5HO02 tienen una tendencia a presentar valores mas bajos que los demds grupos. Aunque hasta
la finalizacion de estudio las diferencias no eran estadisticamente significativas, estos ligeros

cambios se pueden atribuir a los efectos del farmaco sobre estos analitos.

Conforme a lo observado en los resultados del andlisis de glucosa obtenidos mediante el equipo de
guimica humeday los arrojados por la medicién con el glucémetro convencional, podemos destacar
qgue en los grupos tratados con el compuesto de cobalto NB5H02 en sus dos niveles de dosis se
observan mediciones (NB5H02 LD 8.3 mmol/L, NB5H02 LD 8.2 mmol/L) por debajo de las
presentadas en los demds grupos experimentales. Y aunque en todos los casos, lo valores se
encuentran dentro del rango de referencia (6-14 mmol/L) (78), se observa una tendencia de los

grupos de cobalto a disminuir. Esto se observd particularmente en la medicidn con el glucometro
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en la que estadisticamente existen diferencias, lo que sugiere que el tratamiento con el compuesto

basado en cobalto tiene efectos en el control de la glucemia en ratas obesas.

Los hallazgos mencionados anteriormente se complementan con lo observado en el analisis
histopatoldgico en el que se observé un mayor grado de degeneracion celular en las dosis altas de
cada compuesto y 5-HTP, encontrando incluso cierta degeneracidn grasa con presencia de vacuolas
anfofilicas de gran tamafio. Se sabe que estas se desarrollan por la acumulacién de lipidos
provenientes de fuentes energéticas con alto contenido de grasa y no de carbohidratos (76);
mientras que entre los diferentes tratamientos, en los grupos correspondientes al compuesto

NB5HO02 se encontro este tipo de degeneracién en menor grado de presencia y severidad.

Al conjuntar los resultados obtenidos podemos destacar que en las variables analizadas el
compuesto de cobalto NB5H02 presenta mayor efecto que el compuesto de cobre NB5H08 y el 5-
Hidroxitriptéfano solo, pero que en relacién a cada tratamiento, las dosis bajas, en todos los casos,
muestran una mayor eficacia que las dosis altas. Este fendmeno puede explicarse conforme a lo
encontrado en diversas fuentes bibliograficas, en las que se menciona que, al administrar dosis muy
elevadas de triptofano en ratas, suficientes para elevar los niveles de triptéfano cerebral mucho mas
alla de su rango normal, la actividad de las neuronas del nucleo de rafe liberadoras de serotonina
disminuye marcadamente como parte de un sistema de retroalimentacion para mantener la
liberacion de serotonina dentro de un rango fisioldgico. Sin embargo, si las ratas reciben pequeias
dosis de triptéfano suficientes para elevar ligeramente los niveles de triptéfano cerebral, pero no
mas alld de sus picos normales, no se produce una disminucién en la actividad de las células
pertenecientes al nucleo de rafe. En general este es un proceso muy comun con diversas sustancias
en las que se desarrolla cierta tolerancia farmacodinamica determinada por los cambios adaptativos
en los sistemas afectados por el farmaco, disminuyendo la respuesta a una concentracién especifica
de dicha sustancia ya sea por modificaciones en la densidad de los receptores o en la eficiencia de

los mismos (11. 66).
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A partir de la realizacién de este estudio, se da la pauta para continuar con la evaluacién de estos
compuestos en trabajos posteriores en los que se podrd ampliar la informacién en cuanto a su
toxicidad y posibles efectos sobre el comportamiento reproductivo (conducta de apareamiento,
reproduccion, prefiez, parto, descendencia, teratogénesis y defectos congénitos), asi como algun
posible potencial carcinogénico o mutagénico, ademas de otras pruebas de toxicologia. Asi mismo,
es recomendable un ajuste de dosis con base en las utilizadas en este estudio y que presentaron
mejor respuesta ante las variables relacionadas con la obesidad, asi como diferentes esquemas y
vias de administracidn principalmente del compuesto NB5H02 para potenciar su eficacia. Ademas,
se sugiere hacer nuevos estudios enfocados en ampliar la informacién relacionada con la
farmacocinética y farmacodinamia de estas moléculas, pues aun resta un largo camino de esfuerzos,

investigaciones y conocimientos en el desarrollo de estos nuevos agentes terapéuticos.

En Conclusidn, podemos mencionar que se logré obtener las DLso via intraperitoneal de los
compuestos de coordinacidn sintetizados, tanto en ratones Hsd:ICR (CD1®) (en los que el
compuesto de cobre NB5H08 presenté una mayor toxicidad) como en ratas HsdHan®:WIST (en las
que el compuesto de cobalto NB5H02 presenté una toxicidad mas elevada) y que para ambos
compuestos la toxicidad fue mayor en rata que en raton. Ademas, los dos compuestos
presentaron una menor toxicidad aguda en comparacion con la reportada para el 5-
Hidroxitriptofano solo. Asi mismo, en la evaluacion de la toxicidad subcrénica via intraperitoneal
a dosis repetidas de los compuestos de coordinaciéon y el 5-Hidroxitriptéfano en ratas HsdBLu:LE
no se logré observar a simple vista signos de toxicidad en la salud fisica o el comportamiento de
los animales, mientras que en el andlisis a nivel bioquimico y anatomopatoldgico el compuesto
de cobalto NB5HO02 fue el que mostré menores indicios de toxicidad comparado con el compuesto

de cobre y el 5-Hidroxitriptéfano.

El modelo de obesidad inducida por la dieta alta en grasa fue adecuado para evaluar la eficacia
antiobesidad de los compuestos de coordinacion puesto que emularon el fenotipo adquirido por
los individuos con obesidad. Con esto se logré conocer que las dosis bajas de todos los

tratamientos farmacoldgicos fueron las que presentaron una mejor respuesta antiobesidad, y que
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el compuesto de cobalto NB5H02 fue el que en general mostr6 mayor eficacia tanto en
disminucién de peso como en indice de masa corporal, triglicéridos, y glucosa, comparado con el

compuesto de cobre NB5H08 y el 5-hidroxitriptéfano solo.
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Anexos

Estimaciones de los pardmetros

Intervalo de confianza

al 95%
Error Limite Limite
Pardmetro Estimacioén | tipico Z Sig. inferior superior
PROBIT* Dosis 4,804 2,842 1,690,091 -,767 10,375
Interseccion® NB5HO02 -13,393 7,938 -1,092 -21,331 -5,455
1,687
NB5HO08 -12,167 7,791 -1,118 -19,958 -4,376
1,562

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccidn + BX (Las covariables X se transforman utilizando el

logaritmo en base 10.000.)

b. Corresponde a la variable de agrupacion Compuesto
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Limites de confianza

Limites de confianza al 95%

Limites de confianza al 95%

para Dosis para log(Dosis)?

Limite | Limite Limite | Limite

Compuesto Probabilidad | Estimacidn | inferior | superior | Estimacién | inferior | superior
PROBIT NB5H02 ,010 201,275 2,304
,020 229,371 2,361
,030 249,197 2,397
,040 265,233 2,424
,050 279,036 2,446
,060 291,348 2,464
,070 302,590 2,481
,080 313,023 2,496
,090 322,824 2,509
,100 332,116 2,521
,150 373,523 2,572
,200 410,083 2,613
,250 444,288 2,648
,300 477,429 2,679
,350 510,343 2,708
,400 543,670 2,735
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,450 577,985 2,762
,500 613,869 2,788
,550 651,981 2,814
,600 693,132 2,841
,650 738,396 2,868
,700 789,300 2,897
,750 848,178 2,928
,800 918,923 2,963
,850 1008,868 3,004
,900 1134,649 3,055
,910 1167,310 3,067
,920 1203,857 3,081
,930 1245,366 3,095
,940 1293,419 3,112
,950 1350,490 3,130
,960 1420,768 3,153
,970 1512,196 3,180
,980 1642,907 3,216
,990 1872,237 3,272
NB5HO08 ,010 111,822 2,049
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,020

,030

,040

,050

,060

,070

,080

,090

,100

,150

,200

,250

,300

,350

,400

,450

,500

,550

,600

,650

127,431

138,446

147,355

155,023

161,863

168,109

173,905

179,350

184,513

207,517

227,828

246,831

265,244

283,529

302,045

321,109

341,045

362,219

385,081

410,228
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2,105

2,141

2,168

2,190

2,209

2,226

2,240

2,254

2,266

2,317

2,358

2,392

2,424

2,453

2,480

2,507

2,533

2,559

2,586

2,613




,700

,750

,800

,850

,900

,910

,920

,930

,940

,950

,960

,970

,980

,990

438,509

471,219

510,523

560,493

630,373

648,518

668,823

691,884

718,580

750,287

789,331

840,125

912,744

1040,152

2,642

2,673

2,708

2,749

2,800

2,812

2,825

2,840

2,856

2,875

2,897

2,924

2,960

3,017

a. Base del logaritmo = 10.
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Estimaciones de los parametros

Intervalo de confianza al

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se

transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)

b. Corresponde a la variable de agrupacién Compuesto

Limites de confianza

95%
Error Limite Limite
Pardmetro |[Estimacidnftipico Z Sig. inferior superior
PROBIT?® Dosis 12,404 2,970 4,176  [,000 6,582 18,225
Interseccion®NB5HO2 |-24,582  [5,943 -4,136 |,000 -30,525 -18,639

Limites de confianza al 95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis [log(Dosis)?
Limite Limite Limite Limite
Probabilidad]Estimacién [inferior superior Estimacién |inferior superior
PROBIT ,010 l62,271 39,621 75,184 1,794 1,598 1,876
,020 |e5,504 43,406 78,139 1,816 1,638 1,893
,030 le7,641 45,974 30,109 1,830 1,663 1,904

-99 -




,040 l69,294 47,992 81,645 1,841 1,681 1,912
,050 70,669 49,688 82,933 1,849 1,696 1,919
,060 71,861 51,172 84,058 1,856 1,709 1,925
,070 72,922 52,502 85,068 1,863 1,720 1,930
,080 73,886 53,717 85,992 1,869 1,730 1,934
,090 74,773 54,841 86,849 1,874 1,739 1,939
,100 75,600 55,891 87,654 1,879 1,747 1,943
,150 79,119 60,394 01,161 1,898 1,781 1,960
,200 82,033 64,139 94,182 1,914 1,807 1,974
,250 84,618 67,451 96,976 1,927 1,829 1,987
,300 87,009 70,489 99,671 1,940 1,848 1,999
,350 89,285 73,342 102,352 1,951 1,865 2,010
,400 91,499 76,070 105,083 1,961 1,881 2,022
/450 93,694 78,713 107,920 1,972 1,896 2,033
,500 95,905 81,308 110,918 1,982 1,910 2,045
,550 98,169 83,883 114,142 1,992 1,924 2,057
,600 100,523 86,471 117,668 2,002 1,937 2,071
,650 103,017 89,106 121,594 2,013 1,950 2,085
,700 105,711 91,834 126,060 2,024 1,963 2,101
,750 108,698 94,719 131,275 2,036 1,976 2,118

- 100 -




,800

,850

,900

,910

,920

,930

,940

,950

,960

,970

,980

,990

112,123

116,252

121,664

123,009

124,486

126,131

127,994

130,153

132,735

135,980

140,417

147,706

97,863

101,447

105,862

106,917

108,059

109,311

110,705

112,293

114,157

116,448

119,503

124,357

137,583

145,623

156,827

159,720

162,946

166,597

170,802

175,767

181,834

189,648

200,664

219,559

2,050

2,065

2,085

2,090

2,095

2,101

2,107

2,114

2,123

2,133

2,147

2,169

1,991

2,006

2,025

2,029

2,034

2,039

2,044

2,050

2,058

2,066

2,077

2,095

2,139

2,163

2,195

2,203

2,212

2,222

2,232

2,245

2,260

2,278

2,302

2,342

a. Base del logaritmo = 10.
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Estimaciones de los pardmetros

Intervalo de confianza al

95%
Error Limite Limite
Pardmetro | Estimacion tipico Z Sig. inferior superior
PROBIT® Dosis .044 .014 3.193 .001 .017 .071
Interseccion -5.416 1.874| -2.890 .004 -7.290 -3.542

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para Dosis

Probabilidad Estimacion Limite inferior Limite superior
PROBIT? .010 70.101

.020 76.285

.030 80.210

.040 83.161

.050 85.563

.060 87.606
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.070 89.398
.080 91.003
.090 92.462
.100 93.805
.150 99.367
.200 103.787
.250 107.579
.300 110.984
.350 114.140
.400 117.134
450 120.031
.500 122.882
.550 125.733
.600 128.630
.650 131.624
.700 134.780
.750 138.185
.800 141.977
.850 146.397
.900 151.958

-103 -




.910 153.302
.920 154.761
.930 156.365
.940 158.157
.950 160.201
.960 162.602
.970 165.554
.980 169.478
.990 175.663

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
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Toxicidad aguda de NB5HO02 en ratones Hsd:ICR (CD1%)

Dosis ) Animales
Observaciones
(mg/kg) muertos
10 Ode3
50 Postracion Ode 3
100 Postracion Ode 3

500 Postracidn, saltos, dificultad de movimiento en los e
miembros posteriores, dificultad para respirar

250 Postracidn, saltos, dificultad de movimiento en los 5 de 3
miembros posteriores, dificultad para respirar
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A5.Toxicidad aguda de NB5H08 en ratones Hsd:ICR (CD-1°)
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A6. Toxicidad aguda de NB5H02 en ratas HsdHan®:WIST

Toxicidad aguda de NB5HO02 en ratas HsdHan®:WIST

los miembros posteriores, postracion

Dosis . Animales
Observaciones
(mg/kg) muertos
50 Letargia, agresividad hacia el experimentador Ode5
Letargia, agresividad hacia el experimentador
75 EFAE i ‘ 1de5
postracion
Letargia, agresividad hacia el experimentador,
100 dificultad para respirar, dificultad de movimiento en 3des
los miembros posteriores, postracion
Letargia, agresividad hacia el experimentador,
125 dificultad para respirar, dificultad de movimiento en 4de5
los miembros posteriores, postracion
Letargia, agresividad hacia el experimentador,
150 dificultad para respirar, dificultad de movimiento en Ldeb
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Toxicidad aguda de NB5HO08 en ratas HsdHan®:WIST

Dosis . Animales
Observaciones
(mg/kg) muertos
100 Hlpera:tlvlq:‘lad, agresividad }'!acla el dde’
experimentador, letargia
e Hlperactlwf'iad, agresividad kfa-::la el Goak
experimentador, letargia
130 Letargia, dificultad para respirar, postracion 5de>5
135 Letargia, dificultad para respirar, postracion Sde5
140 Letargia, dificultad para respirar, postracion 5de>5
145 Letargia, dificultad para respirar, postracion dde5
Hiperactividad, agresividad hacia el
150 experimentador, letargia, dificultad para respirar, Sde5
postracién
Hiperactividad, agresividad hacia el
175 experimentador, letargia, dificultad para respirar, dde5
postracién
Hiperactividad, agresividad hacia el
200 experimentador, letargia, dificultad para respirar, Sde5
postracién
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