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Resumen

Las piperazinas son una variedad de compuestos caracterizados por un
anillo con la presencia de dos nitrégenos opuestos, 4 carbonos entre los
dos nitrégenos. Las piperazinas son conocidas por su uso recreativo, ya
que generan efectos similares a las anfetaminas. Este tipo de compuestos
ejerce diversas acciones fisioldgicas, ya sea actuando como agonista a
diversos receptores o inhibiendo la recaptura de alguna bioamina, como
la serotonina. Los receptores con los que mas se les relaciona son los del
tipo 5-HT. En algunos casos clinicos se ha reportado que pacientes con
sobredosis por el uso recreativo, dentro del cuadro clinico se reportd
episodios de hipoglicemia. Estos podrian estar relacionados con la accién

de la serotonina sobre el pancreas y la liberacion de insulina.

Tomando como punto de que algunas piperazinas poseen afinidad por los
receptores de serotonina y generan episodios de hipoglicemia, se propuso
la evaluacién del compuesto 1-[(3,4-metilendioxi)-fenil]-piperazina sobre
los niveles de glucosa en rata. Aplicando el método de prueba de
tolerancia a la glucosa. Al comprobar que posee accién sobre los niveles
de glucosa, se buscd determinar si este efecto podria ser generado a
través de los receptores 5-HT2, por lo que se evalué el efecto del
compuesto al ser administrado de manera conjunta con un antagonista
de 5-HT,, para este estudio se utilizd ketanserina, que al ser
coadministrados se observé que el efecto del compuesto se ve abatido, lo
cual sugiere que podria actuar por esta via. A partir de otro estudio se
sugiere que la estimulacion de los receptores 5-HTir presentes en células
a en el pancreas disminuye la secrecién de glucagon. Por lo que se evalud
con forskolina, buscando el efecto contrario del receptor 5-HTif, pero al
ser administrados de manera conjunta no genera modificacién en el efecto
del compuesto. Por lo que se sugiere que el compuesto podria actuar por
la via de 5-HT..




1 Antecedentes

1.1Diabetes

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
niveles elevados de glucosa en sangre de manera cronica resultado de la
ineficiente o nula secrecion de insulina del pancreas, y la accién
defectuosa de la insulina sobre sus receptores presentes en las células;
en algunos casos se da la combinacion de ambos escenarios (Kharroubi,
2015).

Desde un punto de vista médico, representa una serie condiciones
metabdlicas asociadas hiperglucemia y es causada por una insuficiencia

parcial o total de la insulina (Egan & Dinneen, 2018).

1.2Tipos de diabetes
Existen diferentes tipos de esta enfermedad que se clasifican de acuerdo

con la condicién en la que es generada la hiperglucemia.

1.2.1 Diabetes Tipo I

También llamada insulinodependiente. En este tipo de diabetes las células
B del pancreas son destruidas por sistemas inflamatorios autoinmunes,
un ejemplo es la accion de citosinas como interleucina-22, interferén-a y
factor de necrosis tumoral-f3, que inducen una respuesta inflamatoria por
la formacién de especies reactivas de oxigeno(Yang, 2008). Este proceso
destructivo concluye en una total deficiencia de insulina (Egan & Dinneen,
2018).




1.2.2 Diabetes Tipo 11
Es un complejo desorden metabdlico asociado con la disfunciéon de las

células B y la resistencia a la insulina en diversos niveles.

Esta variedad representa la mayoria de los casos a nivel mundial y esta
asociada, en gran medida, a un peso corporal excesivo y a la inactividad
fisica (OMS, 2017;Egan & Dinneen, 2018).

1.2.3 Otros tipos de diabetes

Diabetes gestacional es definida como una intolerancia a los carbohidratos
en un primer reconocimiento durante el embarazo, excluyendo a aquellas
mujeres que probablemente tengan diabetes pregestacional (Punthakee,
Goldenberg, & Katz, 2018).

Existen otros tipos de diabetes que aparecen de manera menos comun en
pacientes, que se relacionan con defectos genéticos, también son
causados por enfermedades o agentes quimicos. Algunos ejemplos se

muestran en la Tabla 1.




Tabla 1. Clasificacidén de los tipos de diabetes menos comunes (Egan & Dinneen, 2018)

Defectos genéticos que afecta la funcion Defectos que afectan la accion de la

de células B

HNF-4a (MODY 1)
Glucocinasa (MODY 2)
HFN-1a (MODY 3)

IPF-1 (MODY 4)

HNF-13 (MODY 5)

NeuroD1 o BETA 2 (MODY 6)

ADN mitocondrial

Enfermedades del pancreas exocrino

Pancreatitis
Trauma en el pancreas o
pancreatectomia

Neoplasia

Fibrosis cistica

Hemocromatosis

fibrocalculos en el

Diabetes por

pancreas

Inducida por farmacos o sustancias

quimicas

Pentamidina
Acido nicotinico
Glucocorticoides
Hormona tiroidea
Diazoxido
Agonistas de receptores B-
adrenérgicos

Tiazidas

Clozapina

Inhibidores de proteasa
Antipsicoticos de segunda generacion
Inhibidores del

inmunitario

punto de control

Resistencia a la insulina tipo A
Sindrome Donohue
Sindrome Rabson-Mendenhall

Diabetes lipodistrofica

Endocrinopatias

Sindrome de Cushing
Acromegalia
Glucagonoma
Feocromocitoma
Somastostatinoma
Aldosteronoma

Hipertiroidismo

Infecciones

Rubeola congénita




1.3 Diabetes en México y el mundo

A la fecha México ocupa el sexto lugar al nivel mundial en la prevalencia
de diabetes, proyecciones de especialistas internacionales refieren que
para el ano 2025 México ocupara el quinto lugar. En México una tercera
parte de los ataques al corazén y la mitad de las fallas renales crénicas,

son consecuencias directas de la diabetes (Arredondo et al., 2019).

La diabetes ha captado la atencién del mundo como un problema mayor
de salud publica, esto debido al incremento acelerado en su prevalencia.
En el mundo se tiene una prevalencia de 420 millones de personas,
afectando en un 9% de los hombres y un 8% a las mujeres, de esos 420
millones de personas un 90-95% de los casos se refiere a diabetes tipo
2. La Federacion Internacional de Diabetes, estima que para el afio 2045
un total de 693 millones casos de diabetes (Cho et al., 2018).

Segun la Federacién Internacional de Diabetes en el afio 2017, el 79% de
los adultos con diabetes vivia en paises de ingresos medianos y bajos. La
edad promedio de las personas con diabetes se encontraba de 40 a 59
anos. Una de cada dos personas con diabetes no se encontraba
diagnosticada. Mas de 1,106,500 nifios vivian con diabetes tipo 1. Un total
de 352 millones de personas se encontraban en riesgo de desarrollar
diabetes tipo 2 (IDF, 2017).

De acuerdo con el INEGI, de 2010 a 2017 han muerto un total de 742,923
personas a causa de la diabetes en México, lo cual se describe en la grafica
de la Figura 1 (INEGI, 2017).
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Figura 1. Defunciones por diabetes mellitus en México de 2010-2017. (INEGI)

Los datos anteriores nos indican que esta es una enfermedad con
aumento en su prevalencia, tanto en el mundo como en México, siendo la

segunda causa de muerte en nuestro pais.

1.4 Fisiopatologia de la diabetes

Para entender el mecanismo responsable de la hiperglucemia, es
necesario entender el mecanismo de como los niveles de glucosa son
controlados de manera normal. Esto ocurre debido al equilibrio que existe
entre la accidon y la secrecion de insulina. Las células B del pancreas
normales se adaptan a los cambios que existen en la accién de la insulina,
por ejemplo, la disminucidn en la accidén de la insulina es complementada
con un aumento de secrecién por parte de las células B (Stumvoll,
Goldstein, & Haeften, 2010).

La diabetes tipo I y tipo II se presentan cuando no existe una senalizacién
por parte de la insulina, provocando un desbalance en el metabolismo de
carbohidratos, lo cual genera efectos en otros sistemas metabdlicos

(Moini, 2019). En la diabetes de tipo I, sin la presencia de insulina, el




tejido adiposo y el tejido muscular no realizan la captura de glucosa para
su metabolismo, lo que desencadena un aumento en los niveles de
glucosa. De igual manera la ausencia de insulina provoca que los niveles
de glucagén se eleven en sistema, lo que genera una estimulacion en los
procesos de glucogénesis, glicdlisis y lipdlisis en el higado. El aumento de
la lipolisis causa la elevacién de acidos grasos en sistema, una parcialidad
de estos es tomada por el higado donde son incorporados en lipoproteinas
(Dasgupta & Wahed, 2014). Esto desencadena el aumento en sangre de
lipoproteinas de densidad muy baja y lipoproteinas de baja densidad,
aumentando el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares como
aterosclerosis acelerada, enfermedad de la arteria coronaria e infarto al
miocardio. Asi mismo al tenerse una elevada lipolisis se genera la
produccién de los cuerpos cetdnicos, que al aumentar sus niveles genera

una condicién dafina conocida como cetoacidosis (Moini, 2019).

La diabetes tipo II es similar en muchas maneras a la diabetes tipo I. La
diabetes tipo II difiere del tipo I en los procesos de glicélisis y lipdlisis, ya
gue no son tan excesivos debido a la presencia y accion de la insulina.
Conforme avanza este tipo de diabetes se desarrolla una condicion
conocida como sindrome hiperglucémico hiperosmolar no ceténico, en el
cual, el cuerpo trata de eliminar el exceso de glucosa por la orina, lo que

desencadena en dafio e infecciones en el tracto urinario (Moini, 2019).

1.5 Resistencia a insulina

Se presenta cuando la insulina no genera la accién que es esperada de
manera normal, como la captacion en el musculo y la disminucion de
produccién de glucosa por parte del higado. En el higado, la insulina se
encarga de disminuir la glucogénesis. Cuando existe una resistencia a la

insulina por parte de las células del higado, aumenta la glucogénesis;




aumentando asi los niveles de glucemia, siendo la mayor fuente de

glucosa en los pacientes con diabetes (Stumvoll et al., 2010).

1.6 Disfuncion de las células B del pancreas

Se sabe que la baja en la produccién de insulina es causada por la
toxicidad que generan las altas concentraciones de glucosa; la cual
desencadena en un dafio en los componentes para la produccidon de
insulina(Robertson, Harmon, Tran, Tanaka, & Takahashi, 2003). En las
células B, el metabolismo de la glucosa generara especies reactivas de
oxigeno. La hiperglucemia se ha propuesto que es uno de los motivos por
los cuales se genera un dafio a los componentes celulares debido a las
grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno, aunado a que las
células B poseen una baja cantidad de proteinas encargadas de la
regulacion reduccién-oxidacion. Con el paso del tiempo esto desencadena
una disminucién en la produccion de insulina por parte del pancreas,
principalmente en pacientes que presentan la enfermedad en estados
avanzados (Stumvoll et al., 2010).




1.7 Secrecion normal de insulina

La glucosa es rapidamente internalizada por las células B del pancreas por
medio de sus transportadores especificos de tipo 2 (GLUT2, Glucose
trasnporter 2 por sus siglas en inglés). Posteriormente, su metabolismo
catabdlico genera ATP. La proporcion entre ATP/ADP estimula los
dominios de sulfonilurea de los canales Katp el cual da paso al cierre del
canal de potasio, cambiando el voltaje de la membrana celular abriendo
los canales de calcio dependientes de voltaje. El calcio se une a los
granulos de la insulina y se liberan, como se puede observar en la

siguiente figura (Figura 2)(Stumvoll et al., 2010).

v
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Célula B del

pancreas

Figura 2. Liberacién de insulina por las células B del pancreas, se presentan los
principales componentes celulares que estan involucrados en su liberacién. Al ser
internalizada la glucosa se procesa, generando como producto final ATP, al aumentar la
proporcion entre ATP y ADP, genera la activacién de los receptores de sulfonilurea
cerrando los canales de K*, permitiendo la entrada Ca?* lo cual da paso a la liberacién
de insulina. (GLUT2: transportador especifico de glucosa de tipo 2, ATP: Adenosin
trifosfato, G-6-P: glucosa 6-fostato, SUR 1: Receptor de sulfonilurea de tipol). Esquema
tomado v modificado de Stumvoll et al., 2010




1.8 Tratamientos de la diabetes

La mayor parte del tratamiento de la diabetes consiste en una dieta
saludable y actividad fisica, junto con la reduccion de la glucemia, para lo
cual se tienen diversas opciones de farmacos. El principal tratamiento
para la diabetes tipo 1 es la aplicacién de insulina; en algunos casos se
administra en combinacién con otros tratamientos como el uso de
metformina e inhibidores de cotransportadores de sodio-glucosa tipo 2
(SGLT2, por sus siglas en inglés, sodium-glucose trasnsporter) (ADA,
2018). Sin embargo, para la diabetes tipo II se tiene una gran variedad
de tratamientos, asi como otros que se encuentran en desarrollo; y en

algunos casos se combina con la administracion de insulina (OMS, 2017).

El desarrollo de los tratamientos se ha logrado gracias a que se ha descrito
de manera mas especifica la fisiopatologia de esta enfermedad, con el
objetivo de mejorar el control de los niveles de glucosa en sangre,
retrasando el avance de este padecimiento (Tahrani, Bailey, Del Prato, &
Barnett, 2011).

Los tratamientos farmacoldgicos empleados para combatir la diabetes se
pueden clasificar en dos vias. La via clasica (Tabla 2) que se enfoca en la
estimulaciéon de las células B para la liberacion de insulina y la absorcién
glucosa por los tejidos, como tejido muscular y adiposo. La via no-clasica,
gue se enfoca en 6rganos como rifones, intestino y cerebro; tiene como
objetivo que no exista una absorcion de glucosa al sistema (Kahn, Cooper,
& Del Prato, 2014).




1.8.1Via clasica

Tabla 2. Tratamientos para la diabetes; un ejemplo de cada tratamiento, sus mecanismos de accién y ventajas y desventajas,

enfocados en la via clasica (Kahn et al., 2014).

Ejemplo

Metformina

Nateglinida

Pioglitazona

Mecanismo de accion

Glibenclamida Estimulan la libracion de insulina

uniéndose al  receptor de
sulfonilurea 1, causando |la
despolarizacion de las células B.

Disminuyen la produccion de
glucosa por parte del higado, y
aumentan la sensibilidad a
insulina en musculo

Se wune al receptor 1 de
sulfonilureas, pero en diferente
sitio a las sulfonilureas,
resultando en una liberacion
rapida y corta de insulina
Incrementa la sensibilidad a
insulina en células y reduce la
produccion de glucosa por parte
del higado

Ventajas
Bajo costo, no
presentar efectos

secundarios y efectos
adversos a largo plazo

Seguridad a largo
plazo, no hay aumento
de peso, no presenta
hipoglucemia
Rapida y con un efecto
a corto plazo

Bajo riesgo de
hipoglucemia

Desventajas
adversos Yy
secundarios)
Puede generar episodios de
hipoglucemia y ganancia de
peso.

(efectos
efectos

Se ha descrito que puede
generar acidosis lactica vy
también genera una
deficiencia de vitamina B12
Existe una ganancia de peso
y episodios de
hipoglucemia.

Podria generar una falla de
corazon y edema




1.8.2 Via no clasica

Estos tratamientos se pueden describir de acuerdo con el érgano donde
actuan. Los que actuan a través de intestino incluyen a los inhibidores de
a-glucosidasa, como la acarbosa, que disminuyen la absorcién de glucosa
debido a que inhiben la degradacién de carbohidratos complejos a

carbohidratos mas sencillos, evitando su absorciéon (Kahn et al., 2014).

Los productos relacionados con las incretinas, que estan disenados para
mimetizar o aumentar la accién del péptido similar al glucagoén tipo 1
(glucagon-like peptide-1, GLP-1 por sus siglas en inglés) y el polipéptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (glucose-dependent insulinotropic
peptide, GIP por sus siglas en inglés). Ambos estan involucrados con la
reduccidén de los niveles de glucosa, ya que estimulan la liberacidon de
insulina y la supresién de liberacion de glucagdén, por lo que se ha
propuesto el uso de agonistas de receptores de GLP-1, un ejemplo de un
agonista comercializado en el mercado es exanatida (Zappas, Gentes, &
Walton-Moss, 2017). Otra via que se busca explotar para aprovechar la
accién de las incretinas es inhibir su degradacién y asi aumentar su accion
en pancreas, esto se logra con la inhibicion de la enzima dipeptil petidasa-
4 (dipeptidyl peptidase-4, DPP-4 por sus siglas en inglés), que es la
encargada de degradar la mayoria de las incretinas, un inhibidor de DPP-

4 que ya es comercializado es la sitagliptina (Tahrani et al., 2011).

Otro 6rgano blanco son los riflones, ya que se encargan de la excrecién y
reabsorcién de glucosa. La reabsorcion esta mediada por el
cotransportador de sodio-glucosa 2 (sodium-glucose co-transporter-2,
SGLT2 por sus siglas inglés), por lo que su inhibicidn desencadena una
disminucion de la glucosa en sangre, un ejemplo de estos inhibidores es
la dapagliflozina (ADA, 2018).




También se puede aprovechar al SNC (Sistema Nervioso Central) para
complementar el tratamiento y reducir los niveles de glucosa en sangre,
por medio de agonistas del receptor de dopamina, como bromocriptina,
modificando el ciclo circadiano en la parte relacionada con genes de

distintos sistemas relacionados con el metabolismo (Kahn et al., 2014).

1.9 Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una bioamina derivada del
aminoacido triptéfano (Figura 3). En las células productoras de
serotonina, el triptéfano es hidroxilado por la enzima triptéfano
hidroxilasa (TPH), para después ser descarboxilada por la descarboxilasa

acida aromatica (El-Merahbi, Loffler, Mayer, & Sumara, 2015).

H COH

NH, s
Triptéfano

Acido (2S)-2-amino-3-(indolin-3-il)propiénico

N
\
H

l Triptéfano-hidrolasa

H COH

HO. NH, 5-Hidroxi-triptéfano

Acido (2S)-2-amino-3-(5-hidroxi-indolin-3-
il)propiénico
N
\
H

l L-DOPA-descarboxilasaa

HO. NH,
5-Hidroxi-triptamina (=Serotonina)
N 3-(2-Aminoetil)indolin-5-ol
L)
H

Figura 3. Biosintesis de serotonina, se ha descrito que la serotonina es sintetizada tanto
en SNC como en la periferia, ejerciendo diversas funciones tanto en la periferia como en
el SNC.

La serotonina funciona como neurotransmisor, en la que sus efectos estan
mediados por al menos 13 receptores distintos acoplados a proteinas G
basados en sus caracteristicas estructurales, traduccionales vy

operacionales, divididos en 7 familias (5-HT1 a 5-HT7), una de las cuales




es un canal para iones positivos (5-HT3), las familias son descritas en la
tabla 3. (Hannon & Hoyer, 2008)

Tabla 3 Clasificacién de los subtipos de receptores de serotonina, asi como el tipo de
proteina al cual se encuentran acoplados y el segundo mensajero que es liberado
(Hannon & Hoyer, 2008).

Subfamilia Proteina acoplada al Segundos mensajeros
receptor

5-HT; Gi AMPc |

5-HT2 Gq IP3 y Ca%*t

5-HTs Canal idnico Es un canal inespecifico para

iones positivos

5-HT4 Gs AMPc 1

5-HTs Gi AMPc |

5-HTe Gs AMPc 1

5-HTy Gs AMPc 1

Abreviaturas: AMPc: adenosine monophosphate cyclic, adenosin monofosfato ciclico,
IPs: inositol trisphosphate, inositol trifosfato.

1.9.1 Acciones fisiologicas de la serotonina

La serotonina no cruza la barrera hematoencefalica, por lo que posee
acciones distintas tanto en el cerebro como en la periferia (Berger, Gray,
& Roth, 2009). En el cerebro se encarga de la regulacién de aspectos
como comportamiento y el aprendizaje (Lesch, Araragi, Waider, Van den
Hove, & Gutknecht, 2012). En el cerebro se produce un total 5% del total
de serotonina del organismo, el 95% restante es producida por los
organos periféricos. La mayoria de la serotonina periférica es producida
en el tracto gastrointestinal, donde pueden actuar de manera local o
puede entrar a la circulacion. También se ha demostrado que otras células
pueden producir serotonina, como las células B del pancreas o adipocitos
(El-Merahbi et al., 2015).

1.9.2 Serotonina en pancreas
La estimulacién del pancreas por la serotonina fue propuesta hace mas
de 40 afos (Lundquist, Ekholm, & Ericson, 1971; Marco, Hedo, &




Villanueva, 1977). La serotonina es liberada de manera simultanea con la
insulina, que en conjunto juegan un papel importante en el metabolismo
y en el balance energético. Estudios recientes demuestran que, durante
estados de alta demanda metabdlica, como en el embarazo o en el
consumo de dietas altas en grasas, la serotonina es producida en los
islotes del pancreas para mantener la homeostasis de la glucosa. Se
tienen reportes que indican que las células B en seres humanos poseen
las enzimas encargadas de la sintesis de serotonina de manera normal,
ademas de que es capaz de liberarla en concentraciones ideales para que
puedan unirse a sus respectivos receptores (A. M. Martin et al., 2017). En
las células del pancreas se ha detectado la expresion de diferentes
subtipos de receptores de serotonina, siendo mas abundantes los
receptores de la familia 5-HT1, 5-HTsa y 5-HT3e. Resalta la presencia de
receptores 5-HTir en las células pancreaticas alfa, cuya estimulacion por
serotonina reduce la secrecién de glucagon y provoca disminucion de la

glucemia en ratas pretratadas con estreptozotocina (Almaca et al., 2016).

Anteriormente se habia descrito la accién que ejerce la serotonina sobre
pancreas es a través de los receptores 5-HT2s y 5-HT3 (Ohara-Imaizumi
et al., 2013). Se ha reportado que este neurotransmisor forma parte del
mecanismo para la liberacion de insulina en las células B, tanto que es
producida en las mismas y que estan presentes receptores especificos
para el mismo; lo que indica que existe una estimulacion autocrina por

parte de la serotonina en el pancreas (Almaga et al., 2016).

Los receptores con mayor importancia son los receptores de tipo 5-HT2g
ya que al ser activados desencadenan en el aumento de calcio
intracelular, lo que es responsable de la liberacion de insulina (Hoyer,
Pharma, & Basel, 2007; Paulmann et al., 2009).




1.9.3 Agonistas y antagonistas serotoninérgicos

Los agonistas de los receptores de serotonina poseen estructuras
quimicas distintas y diversas propiedades farmacoldgicas (Brunton
Laurence L., Lazo John S., 2011). Las piperazinas son compuestos que
tienen afinidad y efecto sobre diversos receptores de serotonina, por
ejemplo, las familias de 5-HTi, 5-HT2 y 5-HT3. Las piperazinas forman
parte de la estructura de varios farmacos utilizados en la clinica.
Funcionan como antidepresivos por ejemplo la buspirona que actua sobre
receptores 5-HT> (Howland, 2015). Como anticancerigenos solo se ha
reportado el imatinib. Existe una gran variedad de piperazinas usadas
como antipsicéticos, un ejemplo es la clozapina que tiene afinidad sobre
receptores de dopamina de tipo 2 (D2) y receptores de serotonina 5-HT>

(Nucifora, Mihaljevic, Lee, & Sawa, 2017; Shaquiquzzaman et al., 2015).

En algunos reportes de casos, se ha observado que pacientes con
sobredosis por el consumo de forma recreativa de piperazinas, en
especifico 1-bencilpiperazina, presentan episodios de hipoglucemia
después de su consumo, en otros casos la hipoglucemia se observa
después de 24 horas, ambos con el uso de 1-bencilpiperazina (Gee,
Jerram, & Bowie, 2010).

Se ha reportado que estos compuestos poseen actividad serotoninérgica,
ya sea que actuen como inhibidores en la recaptura de serotonina, o
actuando como agonistas de receptores de serotonina. En especial la 1-
benzilpiperazina, posee afinidad por los receptores de tipo 5-HT> y 5-HTs3,
aungue sobre estos ultimos con menor afinidad (Arbo, Bastos, & Carmo,
2012; Shaquiquzzaman et al., 2015).

Las propiedades de los antagonistas de los receptores de la serotonina
son muy variadas, en la actualidad existen diversos antagonistas de los
receptores de 5-HTza2c Y 5-HT3. Los miembros de estas familias de

farmacos poseen estructuras quimicas diversas y no tienen una




caracteristica en comun con la que se pueda predecir si existe afinidad a
los receptores ya mencionados (Brunton Laurence L., Lazo John S,
2011). En los afios 90 se demostré6 que el uso de antagonistas no
selectivos de receptores de serotonina genera episodios de hiperglucemia
(Wozniak & Linnoila, 1991).

1.10 Sintesis de bencil- y fenil-piperazinas.

Quimicamente, los compuestos piperazinicos son compuestos ciclicos que
contienen 2 nitrégenos en posiciones opuestas y 4 carbonos entre los 2
nitrégenos. Las piperazinas pueden ser clasificadas de 2 formas, las
bencilpiperazinas como la 1-bencilpiperazina (BZP) y el andlogo 1-(3,4-
metilendioxiobenzil) piperazina y las fenilpiperazinas como 1-(3-
clorofenil) piperazina, 1-(3-trifluorometilfenil) piperazina. Siendo la
diferencia, el carbono que se encuentra entre el anillo de piperazina y el
anillo de benceno de Ilas bencilpiperazinas, mientras que Ilas
fenilpiperazinas no lo poseen. Estas estructuras se ejemplifican en la
Figura 4. (Arbo et al., 2012)




Cl

[3] [4]

Figura 4. Estructuras de diferentes piperazinas, [1] 1-bencilpiperazina y [2] 1-(3,4-
metilendioxiobenzil) piperazina pertenecen a la clase bencilpiperazinas, mientras que [3]
1-(3-clorofenil) piperazina y [4] 1-(3-trifluorometilfenil) piperazina pertenecen a las fenil
piperazinas.

La 1-bencilpiperazina puede ser producida por la reaccidon de
monohidrocloruro de piperazina con (clorometil) benceno; sélo que en
este método se obtiene la piperazina en una menor proporcién, que se
describe en la reaccion [1] figura 5. Otros métodos describen la mezcla
de piperazina hexahidratada y piperazina dihidroclorada monohidratada,
para después agregar cloruro de bencilo, como se representa en el
esquema de la reaccién [2] de la figura 5, obteniendo como producto
predominante 1-bencilpiperazina en su forma de sal con dihidrocloruro
(Yeap, Bian, Fahmi, & Abdullah, 2010).

Originalmente la 1-benzilpiperazina fue sintetizado por investigadores de
la compafia Burroughs, Wellcome & Co. Como un agente antiparasitario
para ganado, aunque no existen datos sobre este como tratamiento para

parasitos intestinales. En la década de los 70, se investigaron las




propiedades de la BZP como un agente antidepresivo, pero se dejaron
debido a que presentd efectos similares a los de anfetaminas, como

estimulante y generacién de placer (Kerr & Davis, 2011).

Las fenilpiperazinas pueden ser sintetizadas por una reaccién entre sales
de bis-(2-haloetil)-aminas y anilinas; por ejemplo, el reflujo de bis-(2-
cloroetil)-amina con una solucidn de anilina en metanol, como se muestra
en la reaccion 3 de la figura 5, fueron empleadas por Prelog y Blazek,

para la obtencién de fenilpiperazinas.

Otra forma de obtencidn consiste en una mezcla de benceno sustituido y
piperazina en la cual, la mezcla se calienta a 100° C por 24 horas,
ocurriendo una reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica, se muestra

la descripcidn en la reaccién 4 de la figura 5 (Martin G. et al., 1989).
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Figura 5. Diferentes metodologias para obtener derivados de piperazinas, siendo los
métodos [1] y [2] los empleados para la sintesis de bencilpiperazinas. Mientras que los
métodos [3] y [4] son usados para la obtencidén de fenilpiperazinas.




1.11 Prueba de tolerancia a la glucosa

La prueba de tolerancia a la glucosa oral es ampliamente usada en la
clinica para realizar el diagnostico de diabetes. Este método también es
usado en la investigacion en modelos con animales, enfocados en la
homeostasis de la glucosa, la resistencia o sensibilidad de insulina.
Ademas, este modelo ha sido usado para mimetizar el estado postprandial
de hiperglucemia, el cual provee informacién en la disminucién de glucosa
como consecuencia de su metabolismo. De manera general este método
nos demuestra la dinamica entre la glucosa y la insulina bajo condiciones
fisioldgicas normales. La elevacidén postprandial de insulina permite la

absorcion de glucosa presente en sangre (Cheng, Li, & Cheng, 2014).

Debido a que la respuesta de la insulina a la glucosa en sangre durante
la prueba refleja la capacidad de las células B del pancreas para secretar
insulina y la sensibilidad de los tejidos a la insulina, muchas veces este
modelo es usado para evaluar la funcion de las células B y resistencia a

la insulina (Stumvoll et al., 2010).




2 Planteamiento del problema

La diabetes es un problema de salud publica en la que cada dia aumenta
el niumero de pacientes que la padecen, se tiene una variedad de
tratamientos ya establecidos, los cuales ayudan a mantener los niveles
de glucosa bajos; pero este control no es sostenible con la monoterapia,
ademas de que muchos de estos tratamientos tienen efectos secundarios,
por ejemplo episodios de hipoglicemia, también el organismo genera
tolerancia contra estos medicamentos (Tahrani, Piya, Kennedy, & Barnett,
2010).

Se ha explorado de manera muy extensa el papel de la serotonina en el
pancreas y su relacion con la liberacién de insulina por parte de las células
B, asi como también se ha descrito cuales son los receptores
serotoninérgicos presentes en el pancreas, por lo que es una via con
potencial para la generacion de nuevos tratamientos. Pero no se han
liberado farmacos en el mercado utilizados como tratamiento en la

diabetes.

La BZP es un agonista serotoninérgico que es utilizada de forma recreativa
y en algunos casos se combina con otras drogas; en casos de sobredosis
de la BZP y anéalogos de esta, se ha reportado que los pacientes generan

episodios de hipoglucemia (Gee et al., 2010).

Tomando como referencia los episodios de hipoglucemia reportados en
casos clinicos sobre el efecto de la BZP, descritos por P. Gee, T. Jerram y
D. Bowie, se propone investigar si la 3,4-MDFP tendra la misma actividad

sin presentar los efectos no deseados de la BZP.

En estudios previos se evidencid la poca actividad nootrdpica en el modelo
de evitacion pasiva de 3,4-MDFP, por lo que se podria sugerir que este
compuesto posee poca actividad sobre el sistema nervioso central,

ademas de que a dosis inferiores a 30 mg/kg no posee toxicidad, al no




provocar la muerte en los roedores, por lo que se selecciond para realizar
su estudio para este trabajo y comprobar si posee efecto hipoglucemiante,
asumiendo que no tendra actividad sobre el sistema nervioso central, pero
si en la en la regulacion de la glucemia, por actuar en los receptores de

serotonina en el pancreas.




3 Hipotesis

El compuesto 1-[(3,4-metilendioxi)-fenil]-piperazina (3,4-MDP)
presentara un efecto antihiperglucémico en la prueba de tolerancia a la
glucosa, debido a la accion agonista de los receptores de serotonina 5-
HT. presentes en el pancreas.

4 Objetivos

e General

Realizar la sintesis de la 1-[(3,4-metilendioxi)-fenil]-piperazina (3,4-MDP)
y evaluar su efecto antihiperglucémico en presencia y ausencia de

ketanserina.
e Particulares

Sintetizar la 3,4-MDFP a partir de la 3,4-(metilendioxi) anilina y la bis-(2-

cloroetil) amina.

Determinar el efecto sobre los niveles de glucosa de 3,4-MDFP por medio

de la prueba de tolerancia a la glucosa en ratas Wistar.

Evaluar el efecto sobre los niveles de glucemia de 3,4-MDFP al ser
coadministrada con ketanserina (un antagonista de los receptores 5-HT>)
y forskolina (un activador de adenilato ciclasa), en ratas Wistar

normoglucémicas.




5 Metodologia

5.1 Generalidades
Para la sintesis del compuesto a evaluar, se emplearon las materias
primas bis-(2-cloroetil)-amina y 3,4-Metilendioxianilina que fueron

adquiridas de la compania Sigma Aldrich®.

Para la evaluacion bioldgica se utilizaron ratas Wistar macho con un peso
corporal entre 150-200 g. Los animales se obtuvieron del Centro de
Produccion UNAM-Envigo, Envigo México S.A. de C.V. y se mantuvieron
con libre acceso a agua y alimento. Cada grupo de estudio consintié de 8
animales y después de cada experimento los animales fueron sometidas

a eutanasia por hipoxia en camara de COx.

Asi mismo, se aplicaron los lineamientos marcados por la Norma Oficial
Mexicana para el Cuidado y Manejo de Animales (NOM-062-Z00-1999) y
los procesos se llevados a cabo procurando aplicar las 3 R’s en el manejo
de los roedores. El nUmero de ratas fue el minimo necesario para tener
un analisis estadistico confiable. Se obtuvo la autorizacién del protocolo
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica (Oficio CICUAL/218-2/17,

Anexo 1).

5.2 Obtencion del (3,4-Metilendioxifenil)-piperazina (3,4-MDFP)

De manera general, para la obtencidon del compuesto se parte de las
condiciones de sintesis ya reportadas en trabajos anteriores, en donde se
utiliza las materias primas bis-2-cloroetilamina y anilina para generar el
anillo de piperazina. La reaccion se realizé en 2 etapas, en un primer
paso se busca la union del grupo amino de la anilina con la bis-(2-
cloroetil)-amina y posteriormente el cierre del anillo de piperazina (ver

esquema de sintesis en la Figura 6).
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Figura 6. Procedimiento para la reccidén, con los pasos que se siguieron de manera
general.

Para lo anterior se realizé lo siguiente:

1. Se agregaron las materias primas de manera equimolar; 4.48 g (40
mEQ) de bis-(2-cloroetil) amina (Sigma Aldrich) y 7.14 g (40 mEqQ)
3,4-metilendioxi anilina (Sigma Aldrich). Ambas materias se
disolvieron en 40 mL de n-butanol.

2. La reaccion se mantuvo en condiciones de calor y agitacion
constante, con una temperatura entre 50 y 60°C.

3. La reaccién fue monitoreada por medio de cromatografia en capa
fina, utilizando como sistema eluyente metanol y acetonitrilo (9:1)
y revelandose en camara de yodo.

4. Al transcurrir 48 horas de reaccion, se realizd la comprobacion de
la desaparicién de la materia prima, usando la cromatografia en
capa fina; se agregé de manera equimolar carbonato de sodio, lo
qgue origind una neutralizacion del medio, dando asi paso al cierre
del anillo de piperazina

5. La reaccidn continué por otras 48 horas bajo las mismas
condiciones, de temperatura de 50-60°C y agitacién.

6. Al término de la reaccion se elimind el n-butanol mediante
evaporacion a presiéon reducida, el curdo de reaccion fue

recristalizado de MeOH.




A partir del sélido obtenido, se realizé la determinacion de punto de fusion
con el equipo de Fisher-Jones, ademas de la determinacion estructural
por medio de resonancia magnética nuclear (RMN) tanto de 'H como de
13c_

5.3 Evaluacion biolégica
Para la evaluacién bioldgica y elucidar un posible mecanismo de accion,
se realizaron tres experimentos de acuerdo con el siguiente diagrama,

Figura 7.

Evaluacion con ketanserina Evaluacion con forskolina

Evaluacion sobre los niveles de glucosa

Evaluacién de las dosis
0.1, 0.3, 1, 3, 10 mg/kg
del compuesto 3,4-MDFP
sobre los niveles de
glucosa, y su comparacion
con un control normal y
un grupo testigo.

Se evalud la dosis de 10
mg/kg, que fue la dosis
con mayor efecto, como

posible agonista de
receptor 5-HT,, al
administrar el compuesto
en conjunto con
ketanserina como
antagonista de los

Se evalud la dosis de
10mg/kg, como agonista
de receptores de tipo 5-
HT,, al ser administrado
en conjunto con forskolina
como un activador de
adenilato ciclasa que es el
efecto contrario de los
receptores 5-HT;.

receptores de 5-HT,.

Figura 7. Esquema general del procedimiento experimental aplicado para la evaluacién
sobre los niveles de glucosa, ademas de evaluacién con ketanserina y determinar si
existe interaccidon con los receptores 5-HT2y en el caso de forskolina, deteterminar si
posee efecto sobre receptores 5-HTi.

Para determinar si el compuesto posee efecto sobre los niveles de glucosa
se aplico la prueba de tolerancia a la glucosa oral a los roedores, para las
determinaciones de glucosa se utilizé un glucometro marca One Touch®,
aplicando una carga de 2 g/kg de glucosa (Chavez Guzman, 2016),
tomando la muestra de sangre mediante puncién en la punta de la cola
del roedor; evaluando las dosis de 0.1, 0.3, 1, 3 y 10 mg/kg del
compuesto 3,4-MDFP, utilizando como vehiculo solucion salina isotdnica
(SSI), administrados por via intraperitoneal; ademas se compard con 2

grupos adicionales, un grupo testigo donde se administré una dosis de 20




mg/kg de glibenclamida por via oral, esto debido a que es insoluble en
agua y lo que hace complicada su administracion intraperitoneal, y el otro
grupo fue un grupo como control normal administrado a los roedores solo
con vehiculo. La metodologia aplicada fue la prueba de tolerancia a la
glucosa oral, para lo cual se siguieron los pasos del diagrama en la Figura
8.

12 horas de ayuno

A los roedores se les
coloca en una jaula de
manera individual, solo con
acceso a agua durante 12
horas

—

Determinacion de
niveles de glucosa
basales

Al finalizar las 12 horas se
determinaron los niveles de
glucosa, y se consideraron
como niveles basales

Determinacion de
niveles e glucosa

Cada 30 minutos se
determinaron los niveles de

Administracion del
tratamiento
correspondiente

Después de
determinacion de
niveles de glucosa, se
administré el tratamiento
correspondiente

Administracion de
carga de glucosa

30 minutos después de la
administracion del

tratamiento, se administro
una carga de 2 g/kg por via
oral

glucosa, esto dentro de un
periodo de 2 horas

Figura 8. Esquema de la metodologia aplicada para la evaluacion sobre los niveles de
glucosa, donde se aplicaron diferentes dosis.

Posteriormente se realizd la evaluacidon con ketanserina, en donde se
compararon los siguientes tratamientos, Grupo 1: tratado con una dosis
de 2.5 mg/kg de ketanserina; Grupo 2: tratado con la dosis de 10 mg/kg
del compuesto 3,4-MDFP, esta dosis fue seleccionada debido a que fue la
dosis que presentd mayor efecto; Grupo 3: tratado con la dosis de 2.5
mg/kg de ketanserina y con la dosis de 10 mg/kg de 3,4-DMFP de manera
conjunta, Grupo 4: grupo control, al que solo se administré SSI. La
ketanserina, tanto el grupo donde se administra de manera individual
como de manera conjunta con el compuesto 3,4-MDFP, fue administrada

30 minutos antes de determinar el nivel basal de glucosa y antes de la




administracién de los tratamientos correspondientes, esto para generar
el bloqueo de los receptores 5-HT2, con lo cual se buscod determinar si el
compuesto posee efecto sobre estos receptores. Lo anterior se realizé de

acuerdo con el siguiente diagrama, Figura 9.

12 horas de ayuno Administracion del Determinacion de
tratamiento de niveles de glucosa
ketanserina basales

A e s & 53 ° Para los casos donde se traté e Al finalizar las 12 horas se
coloca en una jaula de con ketanserina, esta se determinaron los niveles de
manera individual, solo con administré 30 minutos antes glucosa, y se consideraron
acceso a agua durante 12 de que se administrara el como niveles basales

pares tratamiento de 3,4-MDFP u
Administracion del

Determinacion de Administracion de tratamiento
niveles e glucosa carga de glucosa correspondiente

Cada 30 minutos se 30 minutos después de la
determinaron los niveles de administracion del Después de

glucosa, esto dentro de un tratamiento, se administré determinacién  de
)

periodo de 2 horas una carga de 2 g/kg por via niveles de glucosa, se
oral administré el tratamiento

correspondiente

Figura 9. Diagrama de la metodologia aplicada para la evaluaciéon con el antagonista
ketanserina.

Posteriormente se realizé el experimento para determinar la participacién
de los receptores 5HTir presentes en las células a del pancreas, a través
de administracion forskolina. Ya que estudios demuestra que los
agonistas del receptor 5-HTif presentes en éstas células inhiben la
produccion de AMPc y asi disminuye la liberacion de glucagén generando
asi un efecto hipoglucemiante; la forskolina actia como un activador de
adenilato ciclasa, generando el efecto contrario a los receptores 5-HTir
(Almaca et al., 2016). Para lo cual se compararon los siguientes grupos,
Grupo 1: administrado con la dosis 84 ug/kg de forskolina; Grupo 2:
administrado con 168 pg/kg de forskolina, ambos administrados por via
intraperitoneal; Grupo 3: tratado con la dosis de 10 mg/kg 3,4-MDFP;

Grupo 4: tratado con la dosis de 84 pg/kg de forskolina de manera




conjunta con la dosis de 10 mg/kg de 3,4-MDFP; Grupo 5: tratado con la
dosis de 168 mg/kg de forskolina de manera conjunta con la dosis de 10
mg/kg y Grupo 6, como grupo control. En el caso de los grupos donde se
administré la forskolina, ésta fue administrada 30 min antes de realizar
la determinar la glucosa basal. Lo anterior se realizé de acuerdo con el

siguiente diagrama, Figura 10.

12 horas de ayuno Administracion del Determinacion de
tratamiento de niveles de glucosa
forskolina basales

A los roedores se les a Para los casos donde se traté e Al finalizar las 12 horas se
coloca en una jaula de con forskolina, esta se determinaron los niveles de
administré 30 minutos antes glucosa, y se consideraron
de que se administrara el como niveles basales

manera individual, solo con
acceso a agua durante 12

e tratamiento de 3,4-MDFP o
Administracion del

Determinacion de Administracion de tratamiento
carga de glucosa correspondiente

niveles e glucosa

Cada 300 minutosh e 30 minutos después de la
determinaron los niveles de e administracion oel e detam -
glucosa, esto dentro de un tratamiento, se administré determinacién  de

periodo de 2 horas una carga de 2 g/kg por via niveles de glucosa, se
oral administré el tratamiento

correspondiente

Figura 10. Diagrama de la metodologia aplicada para la evaluacién con forskolina,
como activador de AMPc.




5.4 Tratamiento de datos

Con los datos obtenidos se determinaron los porcentajes de variacion de
cada valor y asi se construyd un curso temporal de cada uno de los
tratamientos, donde se graficd el porcentaje de variacion vs tiempo en
minutos. El porcentaje de variacion se obtuvo de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

R /4
%Variaciéon = 7 X100

i

Donde Vr representa los valores de glicemia al tiempo t y Vi representa

los niveles basales de glucosa.

Con el curso temporal correspondiente a cada tratamiento se calculd el
area bajo la curva (ABC), por la cual se realizé la comparacion estadistica
por un analisis de varianza de una via con una con un valor de significancia
de a=0.05, seguido de una prueba post hoc de Tukey. Esto con el fin de
determinar si existe diferencia entre cada uno de los tratamientos, el
medicamento testigo y el control normal, el cual fue tratado con los

vehiculos.




6 Resultados

6.1 Sintesis y caracterizacion

Se obtuvieron 3.41 g, correspondiente a un rendimiento del 41.4%, de

cristales blanquecinos con un punto de fusién de 250-254°C. En la Tabla

4 se proporcionan las sefales de resonancia magnética nuclear de

hidrégeno y de carbono-13. En el espectro de RMN proténica las sefiales

del anillo de piperazina aparecen como dos senales multiples en 3.36 y

3.44 ppm, la sefal del metileno aparece en 5.98 ppm y las sefnales del

anillo aromatico aparecen como tres sefiales entre 6.6 y 6.9 ppm. En el

espectro de RMN de C-13 aparecen 9 sefales, ya que las sefales de los 4

carbonos del anillo de piperazina aparecen como dos sefiales a 43.16 y

48.12 ppm. Los espectros se presentan en las Figuras 11y 12.

Tabla 4: Sefiales correspondientes de los espectros de RMN de 'H y de 3C.

1H NMR (400 MHz, D,O) & 6.90 (H-5;d,1H)
5 6.80(H-2; d, 1H); & 6.62 (H-6; dd, 1H); & 5.98
(H-a; CH2, s,2H); & 3.44 (H-1'y H-4"; m, 2H); &
3.36 (H-2"y H-3'; m, 2H)

13 NMR (101 MHz, D,0) & 147.91 (C3);
5 145.02 (C1); & 142.81 (C4); & 110.83 (C5);
5 108.47 (C6); & 101.25(Ca); 5 101.08 (C2) )
48.12 (C1'y C4"); 5 43.16 (C2°y C3"),
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Figura 11. Espectro de RMN H (400 MHz, D20), del compuesto sintetizado, realizado para su elucidacion estructural.
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Figura 12. Espectro de RMN 3C (400 MHz, D20) del compuesto sintetizado, realizado para su elucidacion estructural.




6.2 Evaluacion biologica

En la curva de tolerancia a la glucosa, los niveles de glucemia de los
animales tratados con 3,4-MDFP a dosis menores de 1 mg/kg no
presentaron diferencia significativa respecto al grupo control. En cambio,
a las dosis de 3 y 10 mg/kg el compuesto 3,4-DMFP provocd la
disminucion de la glucemia por debajo de los niveles basales. La
glibenclamida, utilizada como farmaco testigo, disminuyo los niveles de
glucemia manteniendo el porcentaje de variacion cerca de 0 después del
minuto 90 (Figura 13).

A partir de la grafica del curso temporal correspondiente a cada
tratamiento se calcula el area bajo curva, para observar de mejor manera

el efecto antihiperglucémico de 3,4-MDFP (Figura 14).

Vehiculo (SSI)
Glibenclamida 20 mg/kg
0.1mg/kg 3,4-MDFP
0.3 mg/kg 3,4-MDFP

1 mg/kg 3,4-MDFP

3 mg/kg 3,4-MDFP

10 mg/kg 3,4 MDFP
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Figura 13. Curso temporal del porcentaje de variacién de niveles de glucosa, al minuto
60 se observa la elevacién de los niveles de glucosa, lo que se conoce como pico
postprandial (n= 8+EEM)
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Figura 14. Areas bajo la curva de cada tratamiento obtenida del curso temporal de los
niveles de glucemia vs tiempo de la figura anterior. (*P<0.05vs vehiculo) analisis de
varianza (ANADEVA) de una via, seguida de la prueba post-hoc de Tukey.

6.3 Evaluacion con ketanserina y forskolina

En la Figura 15 se presenta la grafica del porcentaje de variacién de los
niveles de glucosa de los grupos tratados con 10 mg/kg de 3,4-MDFP, con
2.5 mg/kg de ketanserina y la coadministracion de ketanserina (2.5
mg/kg) y 10 mg/kg de 3,4-MDFP. Se calculé el area bajo la curva (ABC)
de cada tratamiento (Figura 16), con lo que fue posible observar que la
ketanserina generd una modificacion en el efecto antihiperglucémico de
3,4-MDFP.
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Figura 15. Porcentaje de variacidon de glucosa correspondiente a los tratamientos del
vehiculo, la dosis de 10 mg/kg de 3,4-MDFP, el tratamiento con ketanserina y la
coadministracion de los dos anteriores con respecto al tiempo. (n= 8+EEM).
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Figura 16. Grafica de areas bajo la curva de los tratamientos de la dosis de 10 mg/kg
de 3,4-MDFP, administrada de manera individual y coadministrada con Ketanserina. Con
una prueba estadistica de andlisis de varianza (ANADEVA) de una via, con una prueba
post-hoc Tukey. (*P<0.05)

En la Figura 17, se presenta la grafica del curso temporal de la evaluacién
con forskolina, donde fueron administradas dosis de 84 y 168 ug/kg de
manera individual y en conjunto con la dosis de 10 mg/kg de 3,4-MDFP.
Se puede observar que forskolina a la dosis de 84 pg /kg impide la
elevacién de los niveles de glucosa, pero a la dosis de 168 ug/kg no
impidid que se presentara el pico postprandial. Sin embargo, en los casos
donde fue administrada la forskolina con la dosis de 10 mg/kg de MDFP
no modifico el efecto del compuesto 3,4-MDFP. En la Figura 18 se

presenta el ABC de la grafica anterior.
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Figura 17. Porcentaje de variacidon de glucosa correspondiente a los tratamientos del
vehiculo, la dosis de 10 mg/kg de 3,4-MDFP, el tratamiento con forskolina a las dosis de
84 y 168 ug/kg y la coadministracion de los anteriores con respecto al tiempo (n=
8+EEM).
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Figura 18. Grafica de areas bajo la curva de los tratamientos de la dosis de 10 mg/kg
de 3,4-MDFP, administrada de manera individual y coadministrada con forskolina. Con
una prueba estadistica de analisis de varianza (ANADEVA) de una via, con una prueba
post-hoc Tukey. (*P<0.05)




7Discusion

7.1 Reaccion

La formacién del anillo de piperazina ocurre por una reacciéon de
sustitucién nucleofilica SN2. La reaccidn ocurre en dos pasos, en un
primer paso ocurre el ataque de la amina de la anilina sustituida sobre el
carbon unido al cloro de bis-(2-cloroetil) amina, ya que el cloro es un buen
grupo saliente. Al agregar el carbonato de sodio se generd la
neutralizacién del medio, lo que da paso a la desprotonacion del nitrégeno
aumentando su nucleofilia, para dar lugar al ataque sobre el otro carbono
unido a cloro del bis-(2-cloroetil) amina para eliminar el cloro restante.
Generando el compuesto como clorhidrato. El mecanismo de reaccién se

muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Descripcién del mecanismo de reaccidon que ocurre en 2 etapas, en una
primera etapa se genera la unidn del grupo amino por la eliminacién del Cl y luego por
la agregacién de carbonato de sodio se genera el cierre del anillo de piperazina.




La metodologia empleada para la sintesis del compuesto ha sido aplicada
en trabajos anteriores y genera rendimientos altos. En este caso pudieran
existir diversas razones por las cuales no se obtuvo un rendimiento
satisfactorio, siendo que en trabajos anteriores se tienen registros de

rendimientos de alrededor de un 80% (Téllez Ballesteros, 2005).

Una de las razones que pudo afectar el rendimiento es su dificil
purificacion ya que fueron necesarias varias recristalizaciones para
obtener el compuesto sin contaminantes, algunos contaminantes son
subproductos de la reaccidon o algunos remantes de las materias primas.
Otro factor que interfiere en este rendimiento es la calidad y la pureza en
la que se encontraban los reactivos utilizados para esta reaccion. Un
método para eliminar algunas impurezas es realizar recristalizaciones con

carbon activado.

7.2 Analisis espectroscopico

El espectro de 'H se presenta en la Figura 11, las senales corresponden
con las presentadas en la Tabla 4. El hidrogeno de la amina secundaria
de la piperazina no se observa debido a que puede ser intercambiado con

el deuterio del agua deuterada (D20) en la que fue disuelta la muestra.

En la Figura 12, se puede observar el espectro RMN de carbono 13 (13C).
en total aparecen 9 sefnales, de las cuales las sefales que aparecen d
43.16 y & 48.12 ppm corresponden a los carbonos 17°,2°,3" vy
4" localizados en el anillo de la piperazina, aparecen solo 2 sefales en
lugar de 4 ya que los carbonos 1°,2" y 3", 4" se encuentran en el mismo
ambiente quimico. La sefial que aparece en & 101.25 corresponde al
carbono del metilendioxi. La sefial que aparece en 101.08 corresponde al
carbono 2 del anillo aromatico. Las sefales 8 108.47, 5 110.83, 8 142.81,
0 145.02 y 0 147.91 corresponden al resto de los carbonos presentes en

el anillo aromatico, y aparecen en la zona de aromaticos en el espectro.




7.3 Evaluacion bioldogica

En la Figura 13 se observa los porcentajes de variacion de los niveles
glucosa con respecto al tiempo y ademas se senala como se presenta el
pico postprandial que indica que existe una absorcion de glucosa después
de su administracidon. Esto sucede en los tratamientos control (SSI),
glibenclamida a 20 mg/kg y las dosis de 0.1, 0.3 y 1 mg/kg de 3,4-MDFP,
pero en los tratamientos de 3 y 10 mg/kg de 3,4-MDFP el pico
postprandial es abatido, lo que nos da un indicio de que efectivamente el
compuesto posee un efecto antihiperglucémico, probablemente por el
aumento en la liberacidon de insulina, disminuyendo la concentracién de
glucosa en sangre manteniendo los niveles por debajo del nivel basal, lo

que explica los porcentajes negativos.

El compuesto sintetizado (3,4-MDFP) no solo inhibi6 la elevacion de los
niveles de glucemia, sino que a las dosis de 3 y 10 mg/kg, presentd un
efecto antihiperglucémico tras la administracion de 2 g/kg de glucosa. Se
sabe que varias piperazinas actlan como agonistas serotoninérgicos, con
afinidad sobre varios subtipos de receptores como los 5-HT2 y los 5-HT3
(Arbo et al., 2012; Shaquiquzzaman et al., 2015). También se ha
reportado que algunos antagonistas de serotonina generan episodios de
hiperglucemia (Wozniak & Linnoila, 1991). La existencia de la serotonina
en el pancreas ha sido descrita ya en diversos estudios. Asi como la
descripcién de las acciones que posee la serotonina sobre el pancreas.
Algunos de los procesos en los que esta involucrada la serotonina son la
serotonilacidon de proteinas de exocitosis, la inhibicion en la secrecién de
insulina a través de receptores 5-HTip, e incremento en la secrecién de
insulina a través de los receptores 5-HT. y 5-HTs (A. M. Martin et al.,
2017).




En el caso de este estudio se evalud la posibilidad de que el compuesto
posee efecto sobre receptores 5-HT. presentes en pancreas. Pero para lo
anterior se tomaron en consideracién diversos factores, como la presencia
de los receptores presentes en pancreas y las proporciones en las que se
encuentran en los diferentes tipos de células, un estudio evidencio la
presencia de diversos receptores de serotonina como 5-HTse y 5-HT2g que
estan en menor cantidad en comparacién con 5-HTsa, y en el caso de 5-
HT1ir especificamente en células alfa del pancreas (Almaca et al., 2016).
Otro factor importante es el uso de ketanserina como antagonista a los
receptores 5-HTzg, es si la ketanserina posee afinidad por otros receptores
distintos como los dopaminérgicos o a-adrenérgicos, pero en ambos la
afinidad es menor comparado con el receptor 5-HT: (Iijima, 1991; Yoshio,
Taniguchi, Itoh, & Muramatsu, 2001). Otro factor importante es por qué
se administré la ketanserina antes de su tratamiento es para asegurar
que esta sea absorbida en el sistema y asi llegue a los receptores
presentes en el pancreas, ya que se tiene reportado que el pico de
concentraciéon en plasma se presenta en una hora y se selecciond la via
de administracidn intraperitoneal para evitar el efecto de primer paso
(Persson, Heykants, & Hedner, 1991), esto también aplico para el

compuesto evaluado.

Para la evaluacién con ketanserina se parte del hecho de que los
receptores e tipo 5-HT2 estan relacionados con los niveles de glucosa, ya
que existen estudios donde el uso de antagonistas para estos receptores

generan episodios de hiperglucemia (Wozniak & Linnoila, 1991).

Al observar la Figura 15 se observa como al ser administrado el
compuesto en conjunto con ketanserina inhibié el efecto hipoglucemiante
de 10 mg/kg de 3,4-MDFP, lo que sugiere que el compuesto puede actuar
como agonista de los receptores de 5-HT. presentes en el pancreas

(Lundquist et al., 1971; Marco et al., 1977), asociados a la liberacién de




insulina (Almaca et al., 2016). Aunque la ketanserina al ser administrada
de forma individual se observa como esta actia de manera similar al
control normal, en cambio al observar como se comporta el grupo que fue
administrado con ketanserina y con el compuesto, los niveles de glucosa
se elevaron por encima de los niveles del grupo de control normal, este
hecho podria tener varias explicaciones como que al estar unida la
ketanserina a los receptores 5-HT> el 3,4-MDFP puede generar el efecto
contrario en algun otro receptor generando el efecto contrario, o actuar
como modulador del efecto de la ketanserina ya que aumenta el efecto

hiperglucemiante del antagonista.

Por otra parte, considerando que la serotonina, en un estado
hiperglucémico, se libera de las células B del pancreas y estimula de
manera paracrina a los receptores 5HTir, acoplados a proteinas G;,
presentes en las células a pancreaticas provocando la disminucién de los
niveles de AMPc y la inhibicion en la secrecion de glucagén, con la
consecuente disminucion de los niveles de glucosa, de acuerdo a este
estudio en ratas diabéticas el uso de un agonista especifico para 5-HTir
disminuye los niveles de glucosa (Almaca et al., 2016). En la ldgica de
investigar si 3,4-MDFP pudiera actuar como agonista de los receptores
5HTir, se evalud el efecto de forskolina, Almacga y colaboradores (2016)
en su estudio demuestra como con el uso de forskolina aumentan los
niveles de AMPc y en consecuancia la liberacion de glucagon en las células
o, efecto contrario de los receptores de tipo 5-HTi, sin embargo, el
tratamiento con forskolina no modificé el efecto hipoglucemiante de 3,4-
MDFP, descartando la hipdétesis de que este compuesto pudiera actuar
como agonista de los receptores 5HTir. En el caso de este trabajo al
estimular la presencia de AMPc en células a con el uso de forskolina no se
observa un aumento en los niveles de glucosa ya que la glucosa

administrada por via oral inhibe la liberacién de glucagon.
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Figura 20. Esquema del posible mecanismo de acciéon del compuesto 3,4-MDFP.
Actuando sobre receptores 5-HT2 presentes en células B, mientras que en receptores 5-
HT:r células a del pancreas no tiene efecto.

De acuerdo con la Figura 20, se propone como mecanismo de accion la
unién del compuesto sobre los receptores 5-HT, al unirse a este receptor
desencadena el aumento de calcio intracelular estimulando asi la
liberacién de insulina. El uso del antagonista ketanserina que al ser
administrados en conjunto con 3,4-MDFP se observa como es abatido el
efecto antihiperglucémiante del compuesto, al impedir la accion sobre los
receptores 5HT.. Ademds, también de acuerdo con la evaluacion con
forskolina se observd que el compuesto 3,4-MDFP no posee efecto sobre

los receptores 5-HTir.

Para la evaluacion bioldgica se utilizd la prueba de tolerancia a la glucosa
por via oral, el cual es una técnica usada para el diagndstico de diabetes
en seres humanos (Michaek Stumvoll, 2000). Ademas, es una de las

pruebas utilizadas para determinar si nuevos compuestos o tratamientos




mejoran el control de la elevacién de la glucosa postprandial. (Cheng et
al., 2014)

Las piperazinas son compuestos que en un inicio se plantearon como
antiparasitarios, pero durante su desarrollo se determind que poseen
actividad sobre serotonina ya se actuando como inhibidores en la
recaptura o actividad como agonistas a receptores, por ejemplo 5-HT2 y
5-HTs3, al ser estudiados como posibles farmacos antidepresivos actuando

sobre este tipo de receptores.

Un punto importante que mencionar sobre la serotonina es que la mayor
parte de su produccion se genera en el sistema entérico, en donde es
producida por las células enterocromafines. Estas células actuan como
sensores dentro del tracto gastrointestinal que responden a los niveles de
nutrientes, estimulando la produccidon de serotonina. Dentro el sistema
gastrointestinal la serotonina, ejerce diversas acciones como la
modulacién en la motilidad intestinal por la via de receptores 5-HT3 y 5-
HT4 (A. M. Martin et al., 2017).

Otras bioaminas, como la adrenalina y dopamina, generan estimulacion
sobre el sistema entérico y en pancreas. Estudios han revelado que la
dopamina es liberada de manera conjunta con insulina y genera
estimulacidon sobre estas células, generando una estimulacién autocrina,
ya que en las células B se encuentran receptores especificos para
dopamina (Bucolo, Leggio, Drago, & Salomone, 2019). Por su parte, la
adrenalina incrementa la exocitosis de GLP-1 por la estimulacion de los
receptores dig, Q2a, Q2p Y PBi1; estos receptores estan presentes en las
células entero endocrinas de la linea L GLUTag, encargadas de la
produccidén y liberacién de la incretina GLP-1 (Harada, Kitaguchi, & Tsuboi,
2015).




La mayoria de los estudios sobre bioaminas se han enfocado directamente
en los efectos que generan sobre el sistema nervioso central y en corazon,
en el caso de adrenalina; pero poco a se ha puesto atencién en la accion
que ejercen en d6rganos especificos, como el pancreas, demostrando la
presencia de receptores y de cémo estimulan algunas acciones en
especifico, como la liberacion de hormonas, péptidos o proteinas. Lo cual
es el caso de la serotonina y los estudios sobre cdmo se relaciona con la

homeostasis de la glucosa en el sistema.




8 Conclusiones

Se logré sintetizar con un rendimiento del 41.4%, el compuesto 3,4-
Metilendioxifenilpiperazina (3,4-MDFP) con un punto de fusién de
250-254°C. Los espectros de resonancia magnética nuclear de
proton y 13C corresponden con la estructura propuesta para este
compuesto.

El compuesto 3,4-MDFP posee actividad antihiperglucemiante en la
prueba de tolerancia a la glucosa a las dosis de 3 y 10 mg/kg.

El efecto del compuesto 3,4-MDFP sobre los niveles de glucemia se
ve abatido al utilizar el antagonista de los receptores 5-HT:
ketanserina lo que sugiere que este compuesto actla por la via
serotoninérgica, estimulado los receptores 5-HT.. Sin embargo,
este compuesto mantiene su efecto sobre los niveles de glicemia al
ser coadministrado con forskolina, lo que indica que no actua sobre

los receptores 5-HTi.
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10 Anexos

Anexo 1: Carta de aprobacion del presente estudio por el CICUAL
Facultad de Quimica.

e R
FACULTAD DE QUiMICA
COMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO

Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO
OFICIO/FQ/CICUAL/218-2/17
ASUNTO: DICTA MEN

DR. ANDRES NAVARRETE CASTRO
DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Presente

Por éste medio le informamos que el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM, ha revisado su protocolo:

“Efecto de la actividad hipoglucemiante del (3,4-metilendioxifenil) piperazina”
con las correcciones solicitadas.
Le reiteramos que la revisién de los protocolos no puede efectuarse si no se entregan fisica y
electrénicamente.

No. de animales empleados en el estudio: 64 Ratas Wistar machos
Emitiendo el dictamen de:  APROBADO

Sin mas por el momento le enviamos un cordial saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Ciudad de México a 7 de septiembre del 2017

M. en C. Ma. Isabel Gracia Mora
Presidente

c.c.p. Dr. Felipe Cruz, Secretario Académico de Investigacion y Posgrado, FQ.
c.c.p. Mtra. Patricia Santillan, Secretaria Administrativa, FQ
c.c.p. Expediente CICUAL.
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