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Resumen

Debido al creciente padecimiento de obesidad en México y a sus
comorbilidades relacionadas (e.g., la diabetes mellitus tipo 2; DMT2, dislipidemias,
sindrome metabdlico, entre otras), esta patologia se ha convertido en blanco de
estudio para crear estrategias novedosas que permitan combatir sus efectos
deletéreos contra la salud. Este trabajo se disefid con la intencion de encontrar
nuevas alternativas terapéuticas y/o profilacticas potenciales para el combate
farmacoldgico contra la obesidad mediante el uso de las piperidinas. Las piperidinas
son aminas biogénicas histéricamente estudiadas en la Toxicologia porque
inicialmente se encontraron como alcaloides de la pimienta y en venenos de
insectos. Sin embargo, las piperidinas también se producen en el cuerpo humano y
sus acciones parecen estar relacionadas con la vigilia/suefio, el metabolismo y otros
fendbmenos cognitivos. Sorprendentemente, las piperidinas han sido un blanco de
estudio ignorado en torno a sus potenciales aplicaciones terapéuticas. En este
contexto, el 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido (1-Boc-piperidina) es una molécula
derivada de piperidina sin mecanismo de accién reportado, aunque Sus UusO0S
incluyen la sintesis de agonistas selectivos del receptor acoplado a proteinas G 119
(GPR119) que han sido patentados como posibles farmacos con efectos anti-
obesogénicos y anti-diabetogénicos. El GPR119 es un receptor huérfano que ha
sido propuesto como receptor putativo a cannabinoides. Algunos reportes previos
sugieren que la estimulacion del GPR119 podria producir un efecto anorexigeno
(i.e., disminucién de la ingestion de alimentos). Ademas, se ha propuesto que este
receptor produce un efecto protector de las células B pancreaticas mediado por un
aumento en la produccion y liberacion de insulina mediante la activacion de
hormonas intestinales tales como el GLP-1, GIP, PYY. Este trabajo de tesis tuvo
como eje central la evaluacion preclinica de la utilidad profilactica y terapéutica
potencial del 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido (1-Boc-piperidina) contra las

conductas obesogénicas y la obesidad en ratas.

Se analizaron los efectos profilacticos del 1-Boc-piperidina en el modelo de atracén
de alimentos hipercaldricos y sus efectos terapéuticos en animales susceptibles a

la obesidad inducida por dieta de cafeteria. En ambos casos, se analizo el efecto de



los modelos experimentales y de los tratamientos empleados. Se evalud la
seguridad hepatica del 1-Boc-piperidina usando como indicadores los niveles de las
enzimas hepaticas, aspartato y alanina aminotransferasas. Se realiz6 una
caracterizacion preliminar de los posibles mecanismos de accion del 1-Boc-
piperidina, mediante la evaluacion por modelado molecular e interaccion enzima-
ligando (docking) de su capacidad para interactuar con los receptores GPR119, 5-
HT6 y 5-HT7 (ya que dicha molécula se utiliza como sustrato en la sintesis de
agonistas y antagonistas selectivos para estos receptores). Finalmente, ya que la
ansiedad juega un papel fundamental en la aparicion de la conducta de atracén de
alimentos, evaluamos los efectos del 1-Boc-piperidina sobre la ansiedad en la
prueba de laberinto en cruz elevado. Nuestros resultados sugieren que 1-Boc-
piperidina: (i) inhibe el atracén de alimentos; (ii) retrasa el aumento de peso en
sujetos obesos altamente susceptibles a la obesidad; (iii) su uso crénico parece ser
seguro para las funciones hepaticas principales; y (iv) produce efectos ansioliticos.
Aungue no se pudo establecer un mecanismo de accion para los efectos antes
mencionados, nuestros estudios in silico sugieren la posible participacion del
GPR119 y desestiman la participacion de los receptores serotoninérgicos 5-HT6 y
5-HT7.



Abstract

Due to the growing obesity and its related comorbidities in Mexico (e.g., type
2 diabetes mellitus (T2DM), dyslipidemias, metabolic syndrome, among others), this
pathology has raised research lines focus in the development of novel strategies to
prevent its deleterious effects on health. This study was designed to find new
potential therapeutic and/or prophylactic alternatives for the pharmacological
treatment of obesity by using piperidines. Piperidines are biogenic amines
historically studied in Toxicology because they were initially found as alkaloids of
peppers and in insect poisons. However, piperidines are also produced in the human
body and their actions are related to wakefulness/sleep, metabolism, and other
cognitive phenomena. Surprisingly, piperidines have been an overlooked target of
study regarding their potential therapeutic applications. In this context, 1-Boc-
piperidine-4-carboxaldehyde (1-Boc-piperidine) is a piperidine-derived molecule with
no reported mechanism of action, although its uses include the synthesis of selective
agonists of the G 119 protein-coupled receptor ( GPR119) that have been patented
as possible drugs with anti-obesogenic and anti-diabetogenic effects. GPR119 is an
orphan receptor that has been proposed as a putative cannabinoid receptor. Some
previous reports suggest that GPR119 stimulation could produce an anorectic effect
(i.e., decreased food intake). In addition, this receptor may produce a protective
effect of pancreatic 3 cells has been proposed mediated by an increase in insulin
release through the activation of intestinal hormones such as GLP-1, GIP, PYY. This
thesis study exerted a preclinical evaluation of the potential prophylactic and
therapeutic utility of 1-Boc-piperidine-4-carboxaldehyde (1-Boc-piperidine) against
obesogenic behaviors and obesity in rats.

We analyzed the prophylactic effects of 1-Boc-piperidine in the binge-food model
and its therapeutic effects in animals with obesity induced by a cafeteria diet. In both
cases, the effect of the models and the treatments used was evaluated. The hepatic
safety of 1-Boc-piperidine was estimated using the levels of liver enzymes,
aspartate, and alanine aminotransferases as indicators. A preliminary
characterization of the possible mechanisms of action of 1-Boc-piperidine was

carried out, through the evaluation by molecular modeling and enzyme-ligand



interaction (docking) of its ability to interact with the GPR119, 5-HT6 and 5-HT7
receptors ( since this molecule is used as a substrate in the synthesis of selective
agonists and antagonists for these receptors). Finally, since anxiety plays a
fundamental role in the appearance of binge eating behavior, we evaluated the
effects of 1-Boc-piperidine on anxiety in the elevated plus maze test. Our results
suggest that 1-Boc-piperidine: (i) inhibits binge eating; (ii) delays weight gain in
obese subjects highly susceptible to obesity; (iii) its chronic use appears to be safe
for the main liver functions; and (iv) produces anxiolytic effects. Although a
mechanism of action could not be established for the effects, our in-silico studies
suggest the possible participation of GPR119 and disregard the participation of the
serotonergic 5-HT6 and 5-HT7 receptors.



1. Introduccioén

1.1 Mecanismos de control de laingestién de alimentos

Los mecanismos que controlan la ingestion de alimentos son muy complejos y
dependen de una serie de factores mecanicos, bioguimicos y conductuales como:
la masticacion, la deglucion, la digestion, la excrecion, el hambre, la saciedad, la
actividad fisica, el ayuno prolongado, las funciones endocrinas, la produccion de
insulina por las células beta pancreaticas, entre otras (Munoz Tedo, R. Carlson, &
Munoz Tedo, 2005). La homeostasis, un mecanismo de regulacion interna del
organismo, se compone de una serie de procesos fisioldgicos, entre ellos la
digestion, absorcion de nutrientes en los intestinos, gasto cal6rico, asi como de la
excrecion de residuos, entre otros; estas son funciones dependientes en gran
medida del sistema nervioso autonomo parasimpatico (Hall & Guo, 2017; Munoz
Tedo et al., 2005). En este sentido, el organismo busca conseguir un balance
energético interno, definido por la relacion de las calorias ingeridas con el consumo
0 gasto energético requerido; si la ingesta supera el consumo calérico, el exceso de
energia se almacena en el organismo en forma de grasas (Hall & Guo, 2017; Munoz
Tedo et al., 2005). Si el exceso en el consumo calérico se mantiene a lo largo de los
afos, el aumento de peso ira ocasionando sobrepeso u obesidad y eventualmente
sindrome metabdlico, es decir, la interaccion o coexistencia simultanea de factores
gue dan como resultado la obesidad, trastorno cominmente acompafado por
enfermedades como arterioesclerosis, hipertension, dislipidemia en un mismo
individuo (Furukawa et al., 2004). En marcado contraste, si la ingestion de nutrientes
y calorias fuera la apropiada (es decir, la cantidad necesaria y variedad de los
diferentes grupos de alimentos), lo que se deberia esperar es un correcto desarrollo
con un peso Yy talla apropiados durante el transcurso de la vida, promoviendo a un
estado de salud nutricional 6ptimo (Servin, 2013).

La regulacion del consumo energético en el humano es un proceso complejo
que involucra aspectos homeostéticos, hedonicos, culturales y adaptativos

(Hernandez Ruiz de Eguilaz et al., 2018). En un esfuerzo por entender este proceso



complejo, se puede tratar de entender dividiendo la conducta en una funcién dual.
Dicha funcion estaria constituida por dos impulsos opuestos: el apetito y la saciedad.
Ambas conductas estan controladas por ndcleos hipotalamicos como: el nucleo
lateral (LHA por sus siglas en inglés) el cual se puede considerar como la principal
area donde se promueve la sensacion del apetito; el nicleo ventromedial (VMH por
sus siglas en inglés) area principal que controla la sensacion de saciedad durante
el proceso de ingestion de alimentos; asi como diversas sefiales energéticas,
endocrinas, gastrointestinales, sensoriales y de condicionamiento (Halpern et al.,
2008; Ramirez-Orozco et al., 2019; Simpson, Martin, & Bloom, 2008). De igual
modo, estos mecanismos son regulados por sefiales de tipo aferente o eferente (ej.
sefales producidas por leptina, grelina entre otras). Dichas sefales estan bajo el
control del sistema nervioso periférico (SNP), que a su vez, estimulan la secrecién
de las hormonas a-estimulante de los melanocitos (MSH) y la hormona estimulante
de la tiroides (TSH), que actuando sobre el sistema nervioso central (SNC) inducen
una respuesta de tipo anorexigena (sefales que causan sensacion de saciedad) u
orexigénica (signos asociados a la sensacion de apetito), donde los mecanismos de
regulacion de la ingesta ocurren en tiempos de corto, medio y a largo plazo (Gadde,
Martin, Berthoud, & Heymsfield, 2018; Gonzélez-Jiménez & Schmidt Rio-Valle,
2012).

La primera sefal que produce la sensacién de apetito es la falta de glucosa en
sangre. Los niveles de dicha molécula son censados por el hipotalamo. La glucosa
es la fuente de energia mas importante para el cerebro (Gadde et al., 2018).

En las sefales de tipo aferente reguladas por el SNP se producen en diversos
tejidos u érganos. Las sefales pueden ser de tipo cronicas y agudas, las sefiales
de tipo cronicas son producidas por los adipocitos (células encargadas de
almacenar la energia en forma de triglicéridos) y son la leptina (que induce la
reduccion de la ingesta caldrica o saciedad) y adiponectina (regula el catabolismo
de lipidos y aumenta el metabolismo de la glucemia ya que se eleva la sensibilidad
insulinica) (Gonzalez-Jiménez & Schmidt Rio-Valle, 2012; Palomer, Pérez, &
Blanco-Vaca, 2005). La forma libre de la leptina se une al receptor ObRb (0 alguna

de sus isoformas) localizado en el hipotalamo, este receptor se encuentra



relacionado con el sistema JAK-STAT (una familia de tirosincinasas intracelulares)
gue desencadena una cascada de fosforilacion, la cual finaliza con cambios en la
regulacion transcripcional y/o en los fosfolipidos de la membrana citoplasmatica. La
disminucién en la concentracién de leptina conduce a un aumento del apetito y a un
gasto energético reducido (Valle et al., 2005). En las sefiales agudas controladas
por el SNP, se ha descrito a la insulina (producida y secretada en los islotes de
Langerhans pancreaticos), la grelina (procedente del cuerpo del estbmago) y el
péptido YY (sintetizado en el tracto intestinal) (Dimaraki & Jaffe, 2006; Janas-Kozik,
et al., 2006; Zhu, et al., 2013). La hormona insulina es sintetizada en el pancreas
por las células beta, la secrecion de ésta se encuentra regulada por la concentracion
de glucosa en el torrente sanguineo, su accién inicia cuando se une al receptor de
la insulina (IR). La activacion de ésta trae consigo una cascada de sefializacion que
finaliza con la movilizacion del transportador GLUT4 a la pared celular, facilitando la
entrada de la glucosa a las células, incluidas las hepaticas y musculares donde se
almacena en forma de glucégeno, los niveles altos de insulina por tanto provocan la
sensacion de saciedad (Munoz Tedo et al., 2005; Tomlinson & Newnham, 1984).
Por su parte, la secrecion de la grelina es un iniciador de la ingestién de alimentos,
este agonista enddégeno se une al receptor secretagogo de la hormona del
crecimiento (GHS-R), estimula la liberacion de la hormona de crecimiento (GH) y se
encuentra ampliamente involucrada en la conducta alimenticia y la regulacién del
metabolismo produciendo un efecto orexigénico mediado por el neuropéptido Y
(NPY) y el péptido Agouti (AgRP) (Dimaraki & Jaffe, 2006; Janas-Kozik, et al., 2006).
Por otro lado, el péptido YY es liberado por las células intestinales desde el ileon y
colon de forma postprandial provocando sensacion de saciedad mediante la
activacion del receptor Y2 inhibiendo al NPY/AgRP y causando la activacion de la
molécula proopiomelancortina (POMC) (Giménez Palop & Caixas, 2009).

El nucleo arqueado del hipotalamo procesa sefiales periféricas y crea nuevas
sefales que son transmitidas por dos grupos de neuronas: a) POMC y CART
(producto de transcripcion regulado por cocaina y anfetamina), lo que resulta en una
via catabolica, b) neuronas NPY y AgRP, lo que resulta en una via anabdlica (Gadde
et al., 2018).
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Por otro lado, la regulacion fisiolégica de los estados de saciedad y apetito esta
controlada por el sistema eferente, formado por neuronas del hipotalamo del
ndcleo arqueado, esta sefializacion efectora va desde el SNC a los musculos o
glandulas a través del cerebro anterior y el mesencéfalo que controla el sistema
nervioso autébnomo (Simpson et al, 2008). Asimismo, se organiza mediante dos vias:
anabdlicas y catabdlicas. En las vias catabdlicas, las neuronas de POMC y CART
estimulan el gasto calorico y disminucién del peso corporal, mediante la sintesis de
MSH y la estimulacion de los receptores de melanocortina 3 y 4 (MC3,4) en
neuronas secundarias, éstas generan TSH y CRH (hormona liberadora de
corticotropina) que aumentan el metabolismo energético (Gadde et al., 2018; Ricote,
2016; Simpson et al.,, 2008). Las vias anabdlicas estan conformadas por los
péptidos NPY y AgRP estimulan sefiales neuronales eferentes que promueven el
apetito y el aumento progresivo de masa corporal mediante la excitacion de los
receptores Y1 y Y5 en lineas neurales secundarias. Posteriormente, la activacion
de estos péptidos produce la liberacion de la hormona concentradora de melanina
(MCH) y otras orexinas que estimulan el apetito (Gadde et al., 2018; Ricote, 2016;
Simpson et al., 2008).

Todos estos trabajos indican la gran complejidad de los mecanismos que
participan en la regulacion y balance del consumo energético, por lo que cualquier
estudio encaminado a controlar la obesidad ya sea de manera natural (dieta
balanceada) o mediante la investigacién de farmacos reguladores del apetito, son
factores clave para el control de la obesidad y la gran comorbilidad de

padecimientos que la acompafian.

1.2 Fisiopatologia de la obesidad

La obesidad en México es una patologia que ha ido aumentando en la Ultima
década, afectando a una gran parte de la poblacién. Se estima que el 72% de su
poblacién adulta la padece, siendo el segundo pais con mayor indice de obesidad,
colocandolo so6lo detras de los Estados Unidos de Norte América (Organizacion para
la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos, 2017). EI método que mas se utiliza

para valorar el nivel de exceso de peso es el indice de Masa Corporal (kg/m?2)( IMC).
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De acuerdo con la clasificacion de la OMS, se considera normo peso cuando el IMC
se ubica entre los rangos de 18.5 y 24.9, el sobrepeso va entre 25y 299 vy la
obesidad o exceso de peso cuando se establece un IMC mayor a 30.

La obesidad es resultado del desequilibrio entre el gasto y el aporte energético.
Esta energia proviene en primera instancia del consumo y digestion de los
macronutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas), siendo los carbohidratos el
primer peldafio y principal fuente de obtencion de la glucosa (Servin, 2013). A través
de la glucdlisis, la glucosa proporciona al organismo la cantidad de trifosfato de
adenosina (ATP, por sus siglas en inglés) necesarias para un correcto
funcionamiento celular. EI ATP es sintetizado en las mitocondrias gracias al proceso
metabadlico conocido como fosforilacion oxidativa (Servin, 2013).

Ante un excedente de carbohidratos en la alimentacion y una reducida actividad
fisica o sedentarismo, la glucosa que no se puede almacenar como glucégeno en
el higado, es transportada hacia los adipocitos y ahi se almacena en forma de
triglicéridos (grasas). En exceso, dichos triglicéridos propician un incremento en el
tamafio y proporcion de células adiposas ocasionando sobrepeso u obesidad, que
al ir progresando da lugar al desarrollo del sindrome metabdlico. El sindrome
metabdlico es un padecimiento multifactorial que aumenta la posibilidad de producir
problemas cardiacos, evento cerebrovascular, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), etc.
(Servin, 2013; Lépez-Jaramillo et al., 2019; Lahsen, 2014).

Factores genéticos, fisioldgicos, neuroendocrino, ambientales y psicosociales se
han identificado como los mas importantes en la progresion de la obesidad; por otro
lado éstos factores se pueden agrupar en tres principales grupos biopsicosociales:
bioldgicos, sociales y psicologicos (OMS, 2019; Goyena & Fallis, 2019). Sin
embargo, hablando en términos generales, los principales factores que producen el
sobrepeso y sus comorbilidades son: altos niveles de sedentarismo (actividad fisica
reducida), asi como una alimentacion desbalanceada e incorrecta (comida chatarra,
alimentos poco nutricios, comidas abundantes y altas en grasas, etc.). La conducta
nutricional inadecuada actualmente es producto de diferentes agentes en los que la
sociedad se desenvuelve, entre los que destacan el estrés y la ansiedad (e.g.,

extenuantes jornadas laborales, cuestiones académicas, entre otras),
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acompafiados de episodios recurrentes de cambios en el patron de la dieta, en los

gue las personas se alimentan de una manera compulsiva y desmedida.

1.3 Modelos animales para el estudio de la obesidad: el atracon
de alimentos y dieta de cafeteria

La elevada y desmedida ingesta de calorias, regularmente comidas abundantes
en lipidos y carbohidratos en tiempos cortos y repetidos, es lo que caracteriza al
llamado “atracén de alimentos”; en la vida cotidiana, son momentos en el dia en el
cual las personas comen de forma compulsiva y desmedida (Alboni et al., 2017).
Estos episodios compulsivos de alimentacion normalmente estan acompafados de
ansiedad causada por angustia o0 estrés en las personas, los cuales normalmente
son controlados por una recompensa agradable como los alimentos hipercal6ricos
(Doucette, Khokhar, & Green, 2015). En la rata, el modelo de atracon de alimentos
es similar al comportamiento y preferencia alimentaria mostrada por los humanos.
Esta semejanza, nos permite evaluar los procesos conductuales en el
comportamiento de atracon, asi como los efectos del aumento preferencial al
alimento hipercalorico sobre el peso corporal, y el posible dafio metabdlico causado
por los niveles elevados de glucosa sobre los niveles de insulina, triglicéridos
colesterol y tejido adiposo (Brutman, Sirohi, & Davis, 2019; Turton, Chami, &
Treasure, 2017). En investigaciones previas, se ha observado que estos modelos
experimentales en ratas, inducen cambios neurobiolégicos analogos al humano,
semejantes a los trastornos que ocurren con el uso de sustancias de abuso (Turton
et al., 2017).

Por otro lado, investigaciones en humanos han mostrado que las mujeres tienen
una mayor probabilidad de desarrollar algun tipo de trastorno como la bulimia,
anorexia, atracon o depresion que los hombres, esto debido a cuestiones
hormonales, heddnicas y sociales las cuales influyen directamente en la dieta y la
salud de los individuos (Brutman et al., 2019). Asi mismo, se ha observado que
debido a procesos hormonales y al dimorfismo sexual, las ratas hembra obtienen

una mayor ganancia de peso corporal que los machos, lo que las vuelve blanco
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perfecto para la induccion del aumento de peso mediante el modelo de atracon
(Bernardis, Davis, & McEwen, 1986; Brutman et al., 2019). También se ha reportado
que, entre mujeres universitarias con peso normal, la mayoria de las que padecian
de episodios compulsivos sufrian de algun otro trastorno alimenticio como bulimia y
ortorexia, ademas de padecer de momentos heddnicos negativos como angustia,
tristeza y remordimiento. Lo anterior sugiere que al contrarrestar estos efectos
hedonicos y fisioldgicos negativos, se podrian prevenir e incluso revertir los estragos
de la obesidad y sus comorbilidades (Brutman et al., 2019; Kells & Kelly-Weeder,
2019).

Lamentablemente, la vida productiva se ha vuelto cada vez mas estresante, y
se ha observado una estrecha relacién entre una elevacion del grado de estrés de
los individuos con un incremento del sobrepeso y obesidad, asi como del aumento
de los eventos compulsivos (Figee et al., 2016; Terrazas-Romero, Flores-Boyso,
Zenil-Maganfa, Landa-Ramirez, & Reséndiz-Barragan, 2018).

En estas condiciones no es de extrafiarse que se encuentren involucradas las
respuestas neuronales, especificamente las provenientes del hipotalamo que media
el estrés y el comportamiento alimentario. Otros autores han descrito como el estrés
y las lesiones hipotalamicas en nucleos especificos promueven un aumento de la
ingesta hipercaldrica, mediado especificamente por el eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenal (HPA), también llamado el eje del estrés (Adam & Epel, 2007). En este
sentido, las multiples interacciones de retroalimentacion entre el hipotalamo, la
hipdfisis y glandula adrenal se encuentran directamente relacionadas con la
homedstasis energética, ademas de otros procesos como la respuesta al estrés,
conductuales y sexuales, entre otros. Estos procesos se encuentran mediados por
la hormona adrenocortical lamada cortisol (en el humano, corticosterona en la rata)
gue favorece, de manera indirecta, la secrecion de hormonas como insulina, leptina
y NPY favoreciendo el desarrollo de trastornos alimenticios, emocionales y
conductuales (Adam & Epel, 2007).

Otro modelo de gran utilidad para estudiar habitos alimenticios inadecuados es
la “dieta de cafeteria”; un modelo utilizado para inducir sobrepeso en ratas, con la

finalidad de extrapolar la conducta humana en cuanto a la eleccién de alimentos y
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aumento de peso corporal. Los efectos ocasionados por la dieta de cafeteria en
funcién del tiempo incluyen: aumento de peso, dislipidemias, hipertension arterial,
enfermedades cardiacas, sindrome metabdlico, diabetes mellitus tipo 2(DM2), entre
otras. Todas ellas son de importancia médica y son el resultado de los malos habitos
alimenticios y la ingestion descontrolada de productos hipercaléricos y poco
saludables (Sagae, et al., 2013; Sagae, et al., 2015). El consumo de alimento de
cafeteria que regularmente consta de papas “tipo Sabritas”; alimentos ricos en
sacarosa y grasas como chocolate, galletas, pastelillos, bocadillos; asi como
alimentos tipo embutidos, que en conjunto estimulan la secrecién de varias
hormonas, entre las que se encuentran las incretinas (las cuales son activadas por
lipidos), las células B pancreéticas e incluso a nivel hipotalamo, y que participan en
el circuito de recompensa formado por la amigdala, nicleo accumbens (NAc) y area
tegmental ventral (VTA), entre otras (Ramirez-Orozco et al., 2019; Sagae, et al.,
2015; Zhu, et al., 2013), lo que eventualmente aumenta la ingestion o el gusto por
este tipo de “alimentos chatarra”, lo que conduce a trastornos alimenticios,
sobrepeso, obesidad, dislipidemia, hiperglucemia y en general las comorbilidades
ya mencionadas de la obesidad (Sagae, et al., 2013; Sagae, et al., 2015).

Los dafios metabdlicos inducidos por los malos habitos alimenticios en humanos se
pueden estudiar usando estos dos modelos experimentales. Por lo que ambos

fueron elegidos para desarrollar este trabajo de tesis.

1.4 El sindrome metabdlico y el dafio hepético inducidos por
obesidad

El sindrome metabdlico (SM), anteriormente nombrado como sindrome de
resistencia a la insulina (RI), sindrome X o sindrome de Reaven (Carrasco, et al.,
2013; Pineda, 2008), es un padecimiento relacionado principalmente con un
trastorno en la asimilacion y aprovechamiento de los carbohidratos y de los acidos
grasos, convirtiendose en un creciente problema de salud debido a la directa
asociacion entre éste y la obesidad. De hecho, su alta incidencia se relaciona con

la epidemia de sobrepeso y obesidad que impacta a casi un tercio de la poblacién
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mundial. El sindrome metabdlico y las enfermedades que conlleva (DM2,
enfermedades cardiacas y en ocasiones cancer) se han convertido en las
principales causas de muerte y en un problema de salud de preocupaciéon mundial
(Mathiew-Quirés, Salinas-Martinez, Hernandez-Herrera, & Gallardo-Vela, 2014;
Pineda, 2008). Sin embargo, este sindrome poseia cierta dificultad para su
diagnoéstico debido a la serie tan diversa de criterios considerados para su
diagnéstico.

El SM es un estado clinico multifactorial, es decir, se encuentra conformado de
una sucesion de elementos derivados del exceso de grasa en el area abdominal y
la insulinorresistencia, lo que aumenta el riesgo de adquirir patologias como DM2 y
enfermedad cardiovascular (ECV) (Lahsen, 2014).

Este sindrome se encuentra caracterizado por niveles elevados de triglicéridos
(hipertrigliceridemia), niveles de colesterol con una densidad elevada (HDL, por sus
siglas en inglés) bajos, y lipoproteinas con una densidad baja (LDL, por sus siglas
en inglés) altos, aumento de la glucosa en sangre (hiperglicemia), presion arterial
elevada y circunferencia de cintura (Tabla 1. Obesidad abdominal segun region del
mundo), asi como del descenso de la sensibilidad a la insulina (Pineda, 2008). En
este sentido, se considera que una persona tiene sindrome metabdlico al contar con
al menos tres de estos criterios (Pineda, 2008).

Desde 1998, varias organizaciones han postulado diferentes conceptos y
perspectivas para diagnosticar al sindrome metabdlico, entre ellos el Grupo
Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR) de la OMS, el Grupo
de Tratamiento de Adultos Il (ATPIIl), la Organizacion Estadounidense de
Endocrinélogos Clinicos (AACE), la Fundacion Internacional de Diabetes (IDF) y la
Organizacion Estadounidense del Corazon (AHA / NHLBI) como se observa en la
(Tabla 2) (Carrasco, et al., 2013; Pineda, 2008).

Tabla 1. En la tabla 1 se observan las cifras del rango de perimetro abdominal (en cm) por region,
considerado como factor de riesgo de SM. Se considera obesidad abdominal el exceder los

parametros indicados en hombres y mujeres. Tomado de (Pineda, 2008).
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Cifras de perimetro abdominal

Grupo étnicolregion Género Perimetro abdominal (cm)
Europeos Hombres =04
Mujeres >80
EUA Hombres =102
Mujeres =88
Asia sudeste/chinos Hombres >80
Mujeres =80
Latinoamericanos (incluida Colombia) * Hombres =90
Mujeres >80

* Mo hay estudios pero se recomienda usar los limites de la poblacién asidtica. También estos valores fueron aceptados en el Consenso
de SM de la Asociacién Colombiana de Endocrinologia™.

Tabla 2. La tabla sobre los criterios diagnésticos de sindrome metabdlico muestra los diversos

elementos de riesgo que han sido postulados para el diagndstico del sindrome metabdlico segun
distintas organizaciones, tales como OMS, EGIR, ATPIIl, AACE, IDF, AHA/NHLBI, considerandose

un sindrome metabdlico al padecer tres 0 mas de estos criterios Tomado de (Pineda, 2008).

Criterio OMS (1998) EGIR (1999) ATP Il (2001) AACE (2003) IDF (2005) AHA/NHLBI (2005)
RI AGA,IC, DM2 o Insulina plasmética Ninguno AGAoIC Ninguna Ninguno
sensibilidad dismi- >perc. 75 Tres o mas de los Més cualguiera de los Tres o mas de los
nuida a la insulina’ Dos o més de los siguientes siguientes segln siguientes
siguientes Juicio clinico
Obesidad  Dos més de los H: PA* =84 cm H: PA =102 cm IMC=25 PA elevado segun H: PA 2102 cmM:
siguientes M: PA =80 cm M: PA =88 cm la poblacién (Cua- PA >88 cm
H: RCC?>0.9M: RCC dro 3) Mas 2 de los
=(0.85y/o IMC =30 siguientes
Dislipidemia TG 2150 mg/dl TG =150 mg/dl ylo TG =150 mg/diH: HDL TG 2150 mg/dIH: HDL TG 2150 mg/dl 0 TG 2150 mg/dl o con
ylo H: HDL <35 mg/ HDL <39 <40 mg/dIM: HDL <50 <40 mg/dM: HDL <50  con medicamentos ~ medicamentos para
diM: HDL <39 mg/dl mg/dl para disminuir TGH:  disminuir TGH: HDL
HDL <40 mg/dIM: <40 mg/dIM: HDL <50
HDL <50 mg/dIO mg/dl O con
con medicamentos  medicamentos para
para aumentar HDL  aumentar HDL
PA 2140/90 mm Hg 2140/90 mm Hg o con  >130/85 mm Hg =130/85 mm Hg 2130/8smmHg o  >130/85mmHgoen
antihipertensivos en fratamiento tratamiento
antihipertensiva antihipertensivo
Glicemia AGA, IC o DM2 AGA o IC perono DM >110 mg/dl incluyendo  AGA o IC, pero no DM 2100 mg/dI, =100 mg/dl, o con
DM incluyendo DM medicamentos
antidiabéticos
Otros Microalbuminuria Otras caracteristicas

de IR (Cuadro 2)

1. Condiciones de hiperinsulinemia euglicémica con toma de glucosa en el cuartil inferior 2. RCC: Relacidn cintura/cadera 3. PA: Perimetro abdominal

Tomando en cuenta este conjunto de sucesos que envuelven al sindrome

metabdlico, se considera que la enfermedad de higado graso no alcohdlico o
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esteatosis hepéatica (EHGNA) como la manifestacion del sindrome metabdlico,
siendo ésta el padecimiento hepatico cronico mas predominante en paises
industrializados, oscilando entre el 10% y 23% (Buqué, 2008; Lee, et al., 2018). Un
estudio en México revel6 que 8 de cada 10 pacientes con SM en el Instituto
Mexicano del Seguro Social contaban con algun estadio de NAFLD (Castro, et al.,
2012). Este creciente suceso clinico comunmente asintomatico, se encuentra dado
por su estrecha relacion con el exceso de peso y SM, los cuales son precursores de
un gran numero de complicaciones, entre ellas la DM2 y enfermedades
cardiovasculares (Buqué, 2008; Fan, et al., 2019). De tal manera que los principales
detonantes de la esteatosis, que se distingue por un almacenamiento desmesurado
de grasas en el higado son: la insulinorresistencia y el exceso de acidos grasos, los
cuales son determinantes en la fisiopatologia de la enfermedad (Buqué, 2008).

La enfermedad hepética puede ir desde una esteatosis o higado graso
simple, considerado como benigno, hasta desencadenar una serie de sucesos
metabdlicos que eventualmente pueden desencadenar en una Ccirrosis Yy
posteriormente en una hepatocarcinoma, como se observa en la figura 1 (Buqué,
2008; Tomic, et al., 2018).

Higado saludable Higado con

Higado con fibrosis Higado con cirrosis

Figura 1. Etapas del higado graso no alcohélico (NAFLD). La enfermedad hepatica puede ir desde
una esteatosis 0 higado graso simple cominmente benigno, o evolucionar a cambios metabdlicos
gue eventualmente pueden finalizar en cirrosis hepatica o en una hepatocarcinoma. Tomado de
(Alarcon 2020).
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La esteatosis se puede diferenciar en varias etapas correspondientes a la
evolucion de la enfermedad. La primera etapa es la ya mencionada esteatosis
simple o NAFLD que se caracteriza por acumulacion de acidos grasos en forma de
microvesiculas en méas del 5% del citoplasma del hepatocito, condicion que
comunmente se considera benigna dado que suele ser reversible (figura 2A) (Tomic,
et al., 2018).

La segunda es la llamada esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA),
caracterizada por la acumulacion de lipidos en forma de macrovesiculas que
ocasiona el desplazamiento del ndcleo celular hacia la periferia y la lesién de
hepatocitos (figura 2B). Cuando la esteatosis persiste se liberan citocinas
proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y algunas
interleucinas como la (IL-1 e IL-6), lo que resulta en estrés oxidativo, toxicidad
lipidica y eventualmente una disfuncién mitocondrial (Lee, et al., 2018; Tomic, et al.,
2018). Seguido de esto, se produce una fibrosis (figura 2C) que paulatinamente
puede llegar a una cirrosis (o cicatrizacion tardia) en el tejido hepatico, lo que
provoca apoptosis o0 necrosis celular y posteriormente una hepatocarcinoma, siendo
estos Ultimos estadios de naturaleza irreversible (Lee, et al., 2018; Tomic, et al.,
2018).
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Figura 2. Imagenes histolégicas de esteatosis hepatica. Donde A) y B) muestran lesiones micro
vesiculares y macro vesiculares respectivamente y C) representando el dafio por esteatohepatitis.
Tomado de (Buqué, 2008).
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Dada la estrecha asociacion entre la incorrecta nutricion y el desarrollo de
diversas enfermedades, es de suma importancia convencer a los pacientes de una
correcta alimentacion acompafiada de actividad fisica regular, esto para prevenir el
padecimiento de enfermedades como el sindrome metabdlico e inclusive revertir el

dafio hepatico.

1.5 Opciones terapéuticas y experimentales actuales para el
tratamiento de la obesidad

Debido a todos los eventos cronico-degenerativos ocasionados por el exceso de
peso y el sedentarismo, asi como el aumento del consumo de alimentos chatarra 'y
el estrés resultado de la vida cotidiana (laboral, escolar, etc.), el exceso de peso se
presenta como uno de los principales desafios para los sistemas de salud
(Jayasinghe, Chiavaroli, Holland, Cutfield, & O’Sullivan, 2016; Lozano & Gonzalez,
2010), siendo por ello blanco de diversas alternativas terapéuticas. Los tratamientos
para la obesidad se deben manejar con una perspectiva a largo plazo y evitando
futuras ganancias de peso, esto con el fin de lograr una adaptacién al estilo de vida,
necesidades fisicas y condiciones patolégicas individuales de cada paciente
(Fujioka, 2002; Soto Gonzélez & Lépez-Villalta Lozano, 2010). Aunado a esto, el
control 6ptimo de la obesidad se debe proponer como un tratamiento en conjunto
mediante la implementacion de todos los medios disponibles, para lograr una
correcta disminucion de peso y mantenimiento de este (Soto Gonzalez & Lopez-
Villalta Lozano, 2010).

En cuanto a las opciones terapéuticas actuales para contrarrestar la obesidad,
se indica una alimentacion balanceada y la actividad fisica acorde, ambas
especificas e individualizadas segun los habitos y las necesidades patoldgicas de
cada paciente. Aunado a esto, se recomienda el uso concomitante de estrategias
conductuales (técnicas de autocontrol, psicoterapia en grupo para incrementar la
autoestima, etc.) para complementar de manera exitosa el tratamiento (Fujioka,
2002; Soto Gonzélez & Lépez-Villalta Lozano, 2010; Lafuente, 2011). Seguido de
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estas tres opciones, se encuentra el tratamiento farmacologico y como ultima opcién
y solo en situaciones de obesidad grave, se recomienda la cirugia bariatrica.
Algunos de los tratamientos farmacoldgicos utilizados aceptados por la
Administracion de drogas y alimentos (FDA por sus siglas en inglés) con su uso a
corto y a largo plazo se muestran en la tabla 3 (Soto Gonzélez & Lopez-Villalta
Lozano, 2010).

Una dieta correcta o saludable debe ser individualizada, equilibrada, variada,
inocua, suficiente y adecuada a la persona segun su sexo, edad, etapa de
desarrollo, actividades realizadas, asi como de los padecimientos patoldgicos
relacionados al paciente (Soto Gonzalez & Lopez-Villalta Lozano, 2010). Las dietas
recomendadas en general para el tratamiento de la obesidad incluyen aquellas que
causen un equilibrio energético negativo, es decir que el consumo de calorias sea
menor al gasto que se genera durante el dia, por lo cual se utlizan dietas
hipocaldricas para lograr el descenso de la masa corporal y llevar un buen
mantenimiento a largo plazo (Soto Gonzélez & Lopez-Villalta Lozano, 2010).
Regularmente son dietas con bajo contenido energético y grasas, que oscilan de
entre un 15% a 25% de lipidos sobre consumo calérico total, los hidratos de carbono
van de 50% a 55% con un incremento en la ingesta de carbohidratos complejos y
elevados en fibra, esto mediante la ingesta de cereales, granos, frutas y verduras;
adicionalmente la ingesta de proteinas se recomienda de alto valor bioldgico, tales
como pescado, pollo, carnes magras, leguminosas y cereales y su porcentaje de
ingesta diaria va de entre el 15% al 25% del consumo total diario (Fujioka, 2002;
Soto Gonzélez & Lopez-Villalta Lozano, 2010). Finalmente, se recomienda evitar la
ingesta de comidas y bebidas azucaradas, asi como de grasas saturadas (Soto
Gonzélez & Lopez-Villalta Lozano, 2010).

Para que el tratamiento a largo plazo sea favorable, se deben tomar en cuenta
ademas de la alimentacion y el ejercicio, estrategias para la implementacién de la
modificacion del comportamiento (manejo del estrés, control de alimentos ingeridos,
motivacion para la actividad fisica, etc.), éstas estrategias son de vital importancia

ya que en un largo periodo de tiempo, ayudan a la construccién de nuevos habitos
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fisicos y alimenticios, los que permitiran evitar la recaida o el llamado rebote
(Fujioka, 2002; Soto Gonzélez & Lopez-Villalta Lozano, 2010).

El uso farmacologico para pacientes con problemas de obesidad se encuentra
recomendado en individuos con un IMC 227, y que la disminucion del peso haya
fallado por los medios convencionales (dieta y ejercicio) como se observa en la tabla
4. Sin embargo, no se recomienda el uso aislado de farmacos para la pérdida de
peso, sino el uso conjunto de las estrategias ya mencionadas, todo con el fin de un

exitoso tratamiento (Fujioka, 2002; Soto Gonzéalez & Lopez-Villalta Lozano, 2010).

Tabla 3. Farmacos utilizados para el tratamiento de la obesidad. En la tabla se muestran algunos de
los medicamentos utilizados en contra la obesidad y sus mecanismos, asi como de la aprobacion

por la FDA de su uso a corto y largo plazo. Tomado de (Fujioka, 2002).

Farmaco Mecanismo

Aprobado por la FDA para uso a corto plaze

Clorhidrato de benzfetamina Estimula la liberacion de NE
Tartrato de fendimetrazina Estimula la liberacion de NE
Fentermina clorhidrato o tartrato E=timula la liberacion de NE
Clorhidrato de dietilpropién Estimula la liberacion de NE
Mazindal Bloguea la recaptacion de NE

Aprobade por la FDA para uso a largo plazo *
Clerhidrato de sibutramina Bloguea la recaptacién de NE y 5-HT
Crtistat Bloguea las lipasas gastricas y pancreaticas
Agentes de investigacian T
Bupropion Mejora la actividad de NE

Topiramato I Vejora GABA; bloquea los subtipos de receptores de glutamato

* Estos agentes estan aprobados por la FDA tanto para la disminuciéon como para el mantenimiento
del peso corporal.

T Estos agentes estan aprobados por la FDA para condiciones médicas distintas de la pérdida de
peso.
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I Se desconocen los mecanismos exactos de accion.
FDA, Administracion de Alimentos y Medicamentos; NE, norepinefrina; 5-HT, serotonina; GABA,
acido gamma aminobutirico.

Tabla 4. Criterios de indicaciéon de la farmacoterapia contra la obesidad. Se muestran los criterios
que se deben tomar en cuenta para el tratamiento con farmacos anti-obesidad. Tomado de (Soto
Gonzalez & Lopez-Villalta Lozano, 2010).

MC > 30 Kg/mz

MC > 27 Kg/m2 con comorbilidades asociadas + 2 factores de riesgo®

Los procedimientos quirdrgicos han demostrado tener buenos resultados en
cuanto a la pérdida del peso corporal, sin embargo no se encuentran exento de
riesgos potenciales, por lo cual segin un consenso por parte de los Institutos de
Salud (NIH) de EUA, se consideran candidatos para el tratamiento quirargico los
pacientes que cuentan con obesidad morbida con un IMC 240 o en ocasiones
pacientes con un IMC =35, pacientes con comorbilidades de alto riesgo o con
afecciones fisicas significativas (tabla 5) (Fujioka, 2002; Soto Gonzéalez & Lépez-
Villalta Lozano, 2010). Este tipo de tratamiento solo se recomienda en las
situaciones ya mencionadas, asi como de haberse agotado los métodos basicos

utilizados.

Tabla 5. Requisitos para derivar pacientes obesos a cirugia bariatrica: Pacientes con obesidad
morbida o pacientes con comorbilidades de alto riesgo o con afecciones fisicas significativas.

Tomado de (Soto Gonzalez & Lépez-Villalta Lozano, 2010).

- IMC > 40 Kg/m2
- IMC > 35 Kg/m2 + 2 factores de riesgo®
- CC =102 cm en varones y 90 cm en mujeres + 2 factores de riesgo*

*OM, HTA, Dislipernia, SAOS (Sindrome Apnea obstrudiva del suefio)

En la actualidad el sistema endocannabinoide (SEC) se ha vuelto blanco de

estudio experimental debido a sus diversas acciones fisioldgicas, con efectos
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nerviosos centrales y periféricos. Estad implicado en fenbmenos como la memoria,
aprendizaje, emociones, inflamacion, dolor, neuroproteccion, comportamiento
adictivo, homeostasis energética y conducta alimenticia (Joshi & Onaivi, 2019;
Richey & Woolcott, 2017; Valenzuela Avendafio & Cruz, 2014).

Este sistema ha sido estudiado por ser el responsable de los efectos
psicotropicos causados por el tetrahidrocannabinol (THC) principal activo de la
planta de marihuana (Cannabis sativa) (Bermudez-Silva, Viveros, McPartland, &
Rodriguez de Fonseca, 2010; Joshi & Onaivi, 2019; Valenzuela Avendafio & Cruz,
2014). EI THC es un agonista exdgeno de los receptores a cannabinoides
endogenos, la union del THC con su receptor cannabinoide CB1 promueve
diferentes efectos fisiolégicos, entre ellos destacan la estimulacion del apetito, lo
cual lo convierte en un potencial blanco farmacoldgico para tratar la obesidad (Joshi
& Onaivi, 2019; Valenzuela Avendario & Cruz, 2014).

Existen dos principales receptores reconocidos a cannabinoides, el CB1 y CB2.
Ambos son receptores metabotrépicos, es decir, son receptores acoplados a una
proteina G (GPCRs) y forman parte de una extensa familia de proteinas que
funcionan como transductores de sefales a través de la membrana plasmatica
(Joshi & Onaivi, 2019; Richey & Woolcott, 2017; Valenzuela Avendafio & Cruz,
2014). Los receptores GPCR funcionan como sensores moleculares
transmembrana de neurotransmisores, hormonas, nutrientes, metabolitos, etc.
(Cvijanovic et al., 2017; Hansen, Rosenkilde, Holst, & Schwartz, 2012).

A diferencia del CB2, el receptor CB1 se encuentra con mayor abundancia en el
cerebro y se expresa tanto a nivel central como periféricamente, actuando en
intestinos, higado, pancreas, musculo esquelético, tejido graso, etc. (Cruz, 2014;
Richey & Woolcott, 2017). Por otro lado, el CB2 se ha identificado principalmente
en células hematopoyéticas e inmunes, y en poca cantidad en el cerebro y algunas
zonas periféricas como pancreas e higado (Cruz, 2014).

El organismo produce sus propios ligandos enddégenos nombrados
endocannabinoides, éstos se encuentran biosintetizados a base de fosfolipidos de
membrana, existiendo varios tipos, de los cuales destacan la anandamida o

araquidonoiletanolamida (AEA) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (Joshi & Onaivi,
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2019; Richey & Woolcott, 2017). Ambos endocannabinoides son degradados por la
enzima acido graso amido hidrolasa (AGAH) y la enzima monoacilglicerol lipasa
(MAGL), respectivamente (Cruz, 2014).

Investigaciones previas han demostrado la participacion del SEC en funciones
de homeostasis energética del organismo (Bermudez-Silva et al., 2010; Cruz, 2014).
La conducta alimenticia se puede ver regulada en general por dos tipos de control
del apetito: homeostatico y hedonico, los cuales se refieren a la regulacion del
requerimiento energético para el funcionamiento del organismo y las circunstancias
socioculturales-emocionales que resultan en sefalizaciones de placer y
recompensa que giran en torno al consumo del alimento, respectivamente (Cruz,
2014; Richey & Woolcott, 2017).

De las regiones encefalicas relacionadas con el control de la homeostasis
energética y el consumo de alimentos, el hipotdlamo es el principal regulador de
estos mecanismos (Joshi & Onaivi, 2019; Richey & Woolcott, 2017). El nucleo
arqueado del hipotdlamo (ARC) cuenta con grupos de neuronas con funciones
orexigenas y anorexigenas. Las neuronas orexigenas promueven la liberacion de
los péptidos involucrados con AgRP y NPY, con efectos orexigenos, mientras que
las neuronas anorexigenas expresan a los péptidos POMC y CART, con efecto
anorexigeno (Cruz, 2014; Richey & Woolcott, 2017).

Las sefiales de ambos grupos de neuronas se proyectan a distintas areas
cerebrales. Por un lado, a las neuronas CRH-érgicas consideradas de segundo
orden y localizadas en el nacleo paraventricular hipotalamico (PVN), que a su vez
mandan sus axones al nucleo del tracto solitario (NTS) el cual funciona como centro
de control de la saciedad al iniciar una respuesta efectora sobre la ingesta de
alimentos (Cruz, 2014; Richey & Woolcott, 2017). Por otro lado, las sefales desde
el hipotalamo lateral (HL) estimulan la liberacion de péptidos (orexinas) que excitan
al NPY y AgRP, y reprimen la actividad neural de POMC y CART del ARC, logrando
un potente efecto estimulante del apetito (Cruz, 2014; Joshi & Onaivi, 2019). De tal
manera que, si se activa el receptor CB1l localizado en las terminaciones

presinapticas del nucleo arqueado, por los cannabinoides endogenos AEA y el 2-
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AG, resulta en una disminucion de POMC y CART y un aumento del apetito (Cruz,
2014).

Asi, por lo antes expuesto, se sabe que los endocannabinoides cuentan con
efectos orexigenos (Cruz, 2014). Se ha visto que el aumento de la ingesta de acido
graso linoléico en la dieta puede promover un aumento en la sintesis de
endocannabinoides, es decir el incremento en el consumo de alimentos altos en
grasas promueve a su vez, el aumento del apetito, lo que conforma un circulo
vicioso de obesidad (Bermudez-Silva et al., 2010; Cruz, 2014).

Con respecto al control del apetito heddnico, éste se encuentra regulado
principalmente por el sistema mesocorticolimbico, en el cual se encuentran
implicadas neuronas dopaminérgicas. Estas neuronas se encuentran en el area
tegmental ventral que proyecta sus axones al nlcleo accumbens y al cOrtex
prefrontal (CPF), por lo que al ingerir alguna comida apetitosa se libera mas
dopamina y aumenta la sensacion de placer (Cruz, 2014).

Se ha reportado la participacion del SEC en estos dos tipos de control y con ello
ha aumentado el interés por estudiar los receptores cannabinoides por su posible
potencial terapéutico para el control de la obesidad, principalmente de drogas
inhibidoras de los receptores CB1(Cruz, 2014; Joshi & Onaivi, 2019).

En la actualidad se han localizado varios receptores huérfanos a cannabinoides
como potenciales blancos terapéuticos para la obesidad, entre ellos el GPR119 y
GPR55, siendo este ultimo del que méas conocimiento se tiene. Ambos cuentan con
sus propios endocannabinoides, la oleiletanolamida (OEA) y la palmitoiletanolamida
(PEA), respectivamente (Godlewski, Offertaler, Wagner, & Kunos, 2009a; Overton,
Fyfe, & Reynet, 2008).

1.6 Las piperidinas y el 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido

La piperidina es una amina biogénica encontrada en el cerebro de diferentes
animales (como anfibios, mamiferos, etc.), y su fisiologia ha sido parcialmente
estudiada en los procesos como hibernacién, vigilia/suefio, emociones y otros

procesos cognitivos (Hansen, et al., 2011; Kasé & Miyata, 1976; Miyata, Okano,
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Fukunaga, Takahama, & Kasé, 1980; Takahama & Klee, 1990). Las piperidinas
parecen estar implicadas principalmente en la regulacion del sistema nervioso de
los vertebrados (Browning, Ethel, et al., 1990). De hecho, se ha reportado que las
piperidinas pueden mediar en la neurotransmision en invertebrados, lo que indica
que estas moléculas tienen una larga historia en el registro evolutivo de la vida
(Miyata et al. 1980; Takahama and Klee 1990). Las piperidinas fueron primeramente
identificadas como alcaloides en la pimienta y en las toxinas de venenos de los
insectos como la hormiga de fuego (Miyata et al. 1980; Kase and Miyata 1976;
Zamith-Miranda et al., 2018). Por tanto, estas moléculas se han estudiado
primordialmente en el area de toxicologia (Chen, Gao, Zou, Xin, & Aisa, 2018). Sin
embargo, dado que las piperidinas tienen una amplia gama de actividades
biologicas y factibilidad quimica (Anet and Yavari 1977; Narhe et al. 2017), sus
caracteristicas bioquimicas pueden analizarse en modelos experimentales para
determinar sus efectos farmacoldgicos, proporcionando asi nuevas alternativas
terapéuticas. En cuanto a sus mecanismos de accion, la evidencia actual sugiere
que las piperidinas pueden interactuar con los receptores tipo GPCR, entre ellos los
colinérgicos (Takahama y Klee 1990), cannabinoides (Amato, Manke, et al. 2019;
Amato, Wiethe, et al. 2019), GABA/glicina (Krogsgaard-Larsen et al. 1980) y
receptores de serotonina (Brea et al. 2002), principalmente los localizados en las
neuronas (Browning et al. 1990).

El 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido (1-Boc-piperidina) se utiliza como
precursor para la sintesis de agonistas selectivos de GPR119 (Neelamkavil et al.
2018), entre otros (Zajdel et al., 2016), asi como antagonistas de receptores
serotoninérgicos como el 5-HT6 y 5-HT7. Algunos agonistas de GPR119 han sido
patentados para el tratamiento de la diabetes, obesidad, dislipidemia y trastornos
relacionados (Abdel-Magid, 2019). Los ligandos endégenos para GPR119
pertenecen a N-acilethanolamidas (es decir, endocannabinoides, moléculas
similares a endocannabinoides y lipidos no cannabinoides) (Syed et al., 2012). De
hecho, GPR119 ha sido discutido como un receptor cannabinoide putativo similar a
GPR18 y GPR55 (entre otros) que ejercen acciones que se asemejan a las

inducidas por la anandamida y otros endocannabinoides (Guerrero-Alba et al., 2019;
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Marichal, et al., 2016; Ramirez-Orozco et al., 2019). El GPR119 parece expresarse
principalmente en el tracto gastrointestinal, en el pancreas de humano y roedor con
poca o0 ninguna expresion en el sistema nervioso central (Chu et al. 2008;). En este
sentido, Ray et al. (Ray et al., 2018) reportaron la expresién en el estriado de
roedores y el ganglio de raiz dorsal. Sin embargo, no hay ningun informe sobre la
funcionalidad de GPR119 especificamente en el SNC.

Aunque el perfil farmacologico de 1-Boc-piperidina esta por caracterizarse,
pertenece a una familia de moléculas multi-objetivo cuyos posibles efectos
terapéuticos han sido poco explorados. Por lo tanto, en la presente tesis de
investigacion evaluamos los efectos de 1-Boc-piperidina en el comportamiento de
atracon y la ansiedad, que son procesos biolégicos donde los receptores
GABAEérgicos, serotoninérgicos, glicinérgicos y receptores GPR119 podrian estar

involucrados.

1.7 Fisiologia y Farmacologia del GPR119

El receptor GPR119, se ha descrito como un receptor huérfano, es decir, no se
le ha descrito algun agonista enddégeno. Este receptor se encuentra acoplado a una
proteina Gs, es de clase A (analogo a rodopsina) y ligado al cromosoma X (Li et al.,
2018; Overton et al., 2008; Zhu, Huang, & Qi, 2013).

El GPR119 se expresa de manera predominante en los islotes de Langerhans
pancreaticos especificamente en las células beta, asi como en las células
enteroendocrinas (células K y L) del duodeno e ileon respectivamente (Hansen et
al.,, 2012; Li et al.,, 2018; Zhu et al., 2013). En las células K y L del tracto
gastrointestinal se reporta la produccién de incretinas (hormonas intestinales),
como el péptido inhibidor gastrico (GIP) liberado por células K, el péptido semejante
al glucagon (GLP-1, GLP-2) y péptido tirosina tirosina (PYY) liberados por células
L, las cuales son las principales incretinas relacionadas en la activacion del GPR119
de células enteroendocrinas (Cvijanovic et al., 2017; Moss et al., 2016; Zhu et al.,
2013). Estas hormonas intestinales se liberan principalmente en duodeno (células

K) y en ileon y colon (células L) (Cvijanovic et al., 2017; Zhu et al., 2013). Las
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incretinas cuentan con funciones anorexigenas ya que tienen la cualidad de
disminuir el apetito, esto mediante diversos mecanismos tanto hormonales como
metabdlicos, algunos de los cuales pueden ser la estimulacion de la secrecion de
insulina, inhibicion de la motilidad gastrica, vaciamiento gastrico, etc. (Hansen et al.,
2012; Li et al., 2018; Zhu et al., 2013), lo que da como resultado el equilibrio de la
glucemia, la sensacion de saciedad y por ende la pérdida de peso.

En investigaciones anteriores se ha visto que el GPR119 es activado por acidos
grasos (fosfolipidos de membrana) (figura 3), funcionando como un tipo de sensor
de grasa, siendo el principal ligando enddgeno la oleiletanolamida (OEA), y algunos
otros derivados del acido oleico como son la 1-oleoil-lisofosfatidilcolina generada en
el tejido intestinal y la 2-oleoil-glicerol (2-OG) generado en luz intestinal (Cvijanovic
et al., 2017; Hansen et al., 2012; Moss et al., 2016; Overton et al., 2008). No
obstante, en la literatura también se puede observar que la OEA al parecer no actla
en primera instancia sobre el receptor, sino que lo hace de modo paracrino o
autocrino, por medio de los receptores TRPV1 (receptor de potencial transitorio
vanilloide tipo 1, por sus siglas en inglés) y PPAR a (receptor proliferador de
peroxisomas a, por su abreviatura en inglés) los cuales se cree moderan efectos
bioldégicos de GPR119 (Hansen et al., 2012; Overton et al., 2008; Zhu et al., 2013).

La liberacion del GLP-1 en las células enteroendocrinas, como se ha descrito,
se encuentra regulada por los &cidos grasos libres, sin embargo, aun en mayor
cantidad se encuentra mediada por la sintesis luminal de 2-monoacilglicerol,
formado mediante el recambio de triacilglicerol pancreatico obtenido de la dieta, el
cual participa en la activacién del GPR119, como se observa en la figura 3 (Hansen
et al.,, 2012). Esta estimulacion de GLP-1 mediante la activacion de GPR119
conlleva a un aumento de sintesis de insulina dependiente de dextrosa en las
células B del pancreas y GLP-1 en células L enteroendocrinas (Hansen et al., 2012;
Li et al., 2018; Tyurenkov et al., 2018).
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Figura 3. Activacion de GPR119 mediante los lipidos de la dieta. Se observa la probable accién
luminal y paracrina de los ligandos endégenos OEA y 2-OG para GPR119 como posible detector de
grasa, importante en el sistema entero enddcrino que regula la expresién y secrecién de hormonas
intestinales como GLP-1, -2, PYY y GIP. Tomado de (Hansen et al., 2012).

Tras la liberacion de GIP y GLP-1 y la activacién del GPR119 en células
enteroendocrinas, el GLP-1 promueve a una disminucion del vaciamiento géstrico,
sensacion de saciedad y reduccion del peso corporal, mientras que el GIP activa la
sintesis de insulina que es dependiente de glucosa, lo que ocasiona como resultado
el equilibrio de la glucemia y supresion del apetito (Hansen et al., 2012; Moss et al.,
2016; Tyurenkov et al., 2018; Zhu et al., 2013). Por otra parte, GLP-1 también puede
estimular la sintesis insulinica en las células  del pancreas (Zhu et al., 2013).
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Al parecer ambas hormonas promueven la sintesis de insulina de una manera
dependiente de la glucosa, esto mediante el incremento en la produccion de AMPc
mediado por la adenilato ciclasa (Moss et al.,, 2016; Zhu et al., 2013).
Adicionalmente, la secrecion de GLP-1 por los enterocitos se encuentra inducida
por los lipidos de la dieta (Hansen et al., 2012; Moss et al., 2016).

La liberacion de la insulina también puede ser estimulada por la activacion
directa del receptor GPR119 de las células B pancreaticas (Hansen et al., 2012;
Zhu, et al., 2013), de igual manera mediada por la activacion de adenilato ciclasay
la acumulacién de AMPc dependiente de glucosa (Hansen et al., 2012; Zhu, et al.,
2013), lo que resulta en la preservacion y expansion de la masa de las células (3,
incremento en la produccion de insulina y una mejor tolerancia a la glucosa, tal y
como se puede observar en la figura 4 (Hansen et al., 2012; Tyurenkov et al., 2018;
Zhu et al., 2013).

Sin embargo, la evidencia sugiere que la produccion de insulina mediante la
accion directa sobre las células B es modesta (Zhu, et al., 2013), es decir, que la
produccion de insulina generada por la activacién del GPR119 se debe en mayor
parte a la accién de las incretinas, mas que de la accion directa de las células 3
pancreaticas activadas por la estimulacion del GPR119 (Hansen et al., 2012;
Tyurenkov et al., 2018; Zhu et al., 2013).
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Figura 4. llustracion de las posibles acciones de los agonistas de GPR119. El GPR119 se expresa
en células intestinales y pancreéticas, en las células de ambos tipos, la estimulacion de GPR119 por
un agonista conduce a la activacién de adenilato ciclasa y a un aumento de AMPc, lo que conlleva a
la liberacion de incretinas como GLP-1,-2, PYY y GIP y a su vez un aumento en la liberacion de
insulina. Tomado de (Zhu et al., 2013).

Estudios previos han sugerido que el recambio de triacilglicerol en las células
B se encuentra relacionado con la secrecion de insulina dependiente de glucosa
(Hansen et al., 2012). Gracias a este recambio, el triacilglicerol es hidrolizado a
diacilglicerol mediante el triglicérido adiposo lipasa (ATGL), y a su vez el
diacilglicerol es hidrolizado a 2-monoacilglicerol gracias a la lipasa sensible a
hormonas (HSL) (Hansen et al., 2012). De tal manera, el 2-OG el cual es un derivado
del 2-monoacilglicerol, como ya se ha mencionado anteriormente, es un potente
ligando enddgeno de GPR119 el cual tiene la capacidad de activar la liberacion de
insulina dependiente de glucosa (Hansen et al., 2012; Moss et al., 2016; Zhu et al.,
2013). No obstante, se ignora si realmente el 2-monoacilglicerol activa de manera
directa al GPR119, por lo cual es de suma importancia la investigacion con el uso
de antagonistas selectivos (Hansen et al., 2012).

Aunado a esto, se ha demostrado que la tasa de secrecion de la insulina
ademas de involucrar un incremento en la acumulacién de AMPc originado por la
estimulacién de adenilato ciclasa también depende del bloqueo de los canales de
K* sensibles al ATP y a su vez la excitacion de los canales de Ca?* activados por
voltaje (Hansen et al., 2012; Moss et al., 2016; Zhu et al., 2013).

Cabe destacar que en publicaciones recientes se ha observado que, durante
la hipoglucemia inducida por la insulina, la estimulacion del GPR119 aumenta los
niveles de glucagon en plasma, gracias a una mayor actividad de las células a que
de células las B pancreaticas (Li et al., 2018).

Debido a ello, el GPR119 se ha estudiado como un blanco potencial para
tratar la obesidad, esto debido a sus posibles efectos terapéuticos en contra de las
comorbilidades de la DM2, ya que se ha demostrado que el uso concomitante de
farmacos utilizados para la diabetes y un agonista del receptor disminuye la

posibilidad de una hipoglucemia ocasionada por la insulina liberada, ademas de los
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afortunados efectos pleiotropicos como la pérdida de peso, supresion del apetito,
neuroproteccion, etc. (Cvijanovic et al., 2017; Hansen et al., 2012; Li et al., 2018;
Overton et al., 2008; Tyurenkov et al., 2018; Zhu et al., 2013). Por ello, es de gran
importancia el estudio farmacoldgico y el potencial terapéutico del receptor
GPR119.

El GPR119 se ha visto como blanco de estudio debido a sus efectos
neuroendocrinos; disminuye el consumo de alimentos, mejora la constitucion
corporal de las ratas, preservacion de las células B pancreaticas, promocién de la
sintesis de insulina dependiente de glucosa y GLP-1 enteroendocrino, todo ello sin
riesgo de una hipoglucemia en el tratamiento de la DM2 (Ramirez-Orozco et al.,
2019; Yang, Kim, Choi, Kim, & Kang, 2018).

Algunos ligandos enddgenos para GPR119, sintetizados a partir de los
fosfolipidos de membrana han sido identificados; AEA, PEA, oleoiletanolamida
(OEA), 2-oleall glicerol (2-OG), y 1-oleoil glicerol (1-OG) entre otros, sin embargo, a
la fecha, no se ha identificado ningiin cannabinoide que posea una fuerte actividad
sobre el receptor (Ramirez-Orozco et al., 2019; Yang et al., 2018). Para motivos de
la presente investigacion se utilizaron dos agonistas, PEA y uno sintético: 1-Boc-

piperidina-4-carboxaldehido (1-Boc).

La PEA, se ha estudiado en gran medida debido a sus efectos analgésicos y
antiinflamatorios (Artukoglu, Beyer, Zuloff-Shani, Brener, & Bloch, 2017;
Gabrielsson, Mattsson, & Fowler, 2016; Marichal, et al.,, 2016). Este compuesto
cannabinomimético es producido de forma natural en plantas y animales utilizados
como alimentos, incluyendo células y tejidos de mamiferos (Petrosino & Di Marzo,
2017).

Por otro lado, PEA tiene efectos sobre la regulacion del metabolismo, control
de liberacién de insulina, disminucién de masa grasa y disminucién del apetito al
tener una afinidad por receptores metabotropicos como el GPR55 y GPR119
(Ramirez-Orozco et al., 2019; Yang et al.,, 2018), funciones mediadas por la
activacion de adenilato ciclasa y el aumento de sintesis de AMPc (Hansen et al.,

2012; Yang et al., 2018; Zhu, et al., 2013), sin embargo, se ha observado que el
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receptor GPR119 posee una menor afinidad (Ramirez-Orozco et al., 2019). Lo que
sugiere que la PEA podria ser un importante anorexigeno implicado de manera

directa o indirecta con el receptor GPR119.

En modelos murinos el bloqueo farmacologico de GPR119 y GPR55 tiene
efectos sobre el metabolismo; disminucion de los niveles de insulina plasmatica,
disminucion de la masa magra, disminucion en la liberacién de GLP-1, ademas de
inducir un aumento de grasa corporal, descenso del gasto energético, disminucion

de la actividad fisica y resistencia a la insulina (Ramirez-Orozco et al., 2019).

A pesar del esfuerzo invertido por muchas farmacéuticas para sintetizar
agonistas de GPR119 para tratar enfermedades como DM2, higado graso no
alcoholico (NAFLD) y prevenir padecimientos como el sobrepeso-obesidad y el SM
(Hansen et al., 2012; Park et al., 2017; Yang et al., 2018; Zhu, et al., 2013), solo
algunos de los compuestos han logrado pasar a la fase 1 (por ejemplo JNJ-
38431055 (APD597), BMS-903452, etc.) mientras que la mayoria no pasan de la
fase 2 de investigacion en estudios clinicos (por ejemplo DS-8500a, PSN821, etc.)
(Yang et al., 2018).

Por otro lado, muchas otras compafiias han logrado desarrollar ligandos
sintéticos para el receptor, tales como Bristol-Myers Squibb, farmacéutica Arena,
Daiichi Sankyo, entre otras. Algunos de sus compuestos representativos aprobados
para GPR119 son: PSN375963, AR231453, AS1269574, GSK1104252A,
HDO0471042, entre otros (Yang et al., 2018).

2. Antecedentes

Entre la década de los 80s a la actualidad, la obesidad se ha duplicado en
mujeres y triplicado en hombres a nivel mundial, teniendo progresivamente un
mayor impacto en la poblacion infantil a lo largo de este tiempo (CCC, 2017). Los
problemas de salud en México provocados por la obesidad secundaria a una
alimentacion inadecuada y una actividad fisica reducida han ido aumentando de
manera acelerada, incrementando la incidencia de una mayor cantidad de

patologias como; la DM2, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hipertension
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arterial y el sindrome metabdlico, que engloba el conjunto de estos padecimientos.
En México, 7 de cada 10 personas sufren de sobrepeso y 3 de cada 10 de obesidad,
(IMC =25y = 30, respectivamente) (ISSSTE, 2016). Debido a esto, el padecimiento
de las patologias resultado de la obesidad no solo representa un problema grave de
salud publica, sino también un gran costo, en este sentido, México destina un gasto
medio de 200 millones de ddlares al afio para tratar estas patologias (OCDE, 2017).
Toda esta situacion resalta la importancia y la necesidad de investigar nuevas
estrategias terapéuticas-preventivas para el control de la obesidad y el sindrome
metabolico.

Los cannabinoides (CB) son moléculas producidas Unicamente por la planta
de la marihuana (Cannabis sativa), siendo el THC descubierto en la década de los
60s, la molécula méas importante. Para este estudio, sobresalen sus efectos
nerviosos (Calabrese & Rubio-Casillas, 2018). En 1992 se descubri6 que el
organismo produce sus propios cannabinoides, llamados cannabinoides
endogenos, derivados del acido araquidénico y anandamida (AEA y el 2-AG)
(Guzman & Galve-Roperh, 2009).

Fisiol6gicamente, el sistema endocannabinoide es un complejo sistema de
regulacion conformado por los endocannabinoides, sus receptores especificos, asi
como de un sistema de neurotransmision en el que estan implicados aspectos
motores, de aprendizaje y alimentacion. (Guzman & Galve-Roperh, 2009).

Se han identificado dos tipos de receptores cannabinoides (CBR); el CB1 y
el CB2, los cuales fueron llamados receptor central (CB1) y receptor periférico (CB2)
respectivamente. EI CB1 esta relacionado con aspectos de control motor,
emociones, aprendizaje, sensaciones y actividades autondémicas, mientras que el
CB2 se relaciona con el sistema inmune (Franjo Grotenhermen, 2006).

Se han propuesto otros receptores metabotrépicos que interactian con
cannabinoides (por ejemplo, GPR55 y GPR119); no obstante, actualmente se
consideran como receptores putativos a cannabinoides debido a que no se ha
logrado alcanzar un consenso sobre si debiesen ser considerados formalmente

como receptores cannabinoides (Godlewski, Offertaler, Wagner, & Kunos, 2009b).
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Hasta hace algun tiempo se le comenzo6 a tomar mayor interés al receptor
GPR119, esto gracias a su capacidad de regular la actividad homeostatica del
organismo, equilibrando la glucemia sanguinea, ingesta de alimentos, volumen
corporeo y posiblemente manteniendo en un estado 6ptimo y funcional a las células
B pancreaticas, esto gracias a experimentaciones in vitro en modelos animales
(Overton et al, 2008). Por lo cual se ha investigado a la GPR119 como un regulador

positivo para el control de la DM2 y la obesidad.

3. Justificacion

El problema de la obesidad y el SM en México continla aumentando. Al
presente, el 72.5% de los adultos padecen de sobrepeso y obesidad, y es el
segundo pais a nivel mundial con prevalencia de obesidad del 32.4%. secundario a
malos habitos alimenticios y pobre actividad fisica (Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos, 2017). Todo esto ha ocasionado cambios
en la constitucion corporal de los mexicanos, seguido de una serie de alteraciones
metabdlicas que son perjudiciales para la salud (por ejemplo, sindrome metabdlico),
resultando enfermedades como DM2, dislipidemia, hipertension y paulatinamente
creandose un gran problema para la salud publica. Por ejemplo, la DM2 catalogada
como la segunda causa de decesos en el pais, registré cerca de 106,500 personas
fallecidas por afio entre el 2015-2018 segun INEGI, asi mismo, representa un gran
costo en servicios médicos, mismos que han aumentado significativamente en los
altimos afios (586 millones de pesos para gastos en salud publica en el 2016)
(Carretto, 2018). En investigaciones previas se ha visto que el receptor putativo a
cannabinoide GPR119 se expresa en lugares como las células enteroendocrinas
del intestino delgado y las células B pancreaticas, y se ha relacionado con comidas
abundantes y elevadas en grasas, provocando una serie de cambios hormonales y
metabdlicos que inducen la sensacion de satisfaccion en la ingesta de alimentos
(Godlewski et al, 2009 y Grotenhermen, 2006). Por lo anterior, es de gran relevancia
investigar la activacion exogena del receptor GPR119 utilizando un agonista

selectivo, con el fin de evaluar si esto promueve a una reduccién en el consumo

36



calérico y en la masa corporal y por ende una reduccién significativa al riesgo de

dafio metabdlico por la obesidad y dietas hipercaloricas. Si esto es asi, estaremos

abriendo un campo de investigacion original para el tratamiento de la obesidad y

sus secuelas, asi como de un gran avance a la salud publica en la prevencién de la

obesidad.

4. Hipotesis

(i)

El 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido:
Inhibir4 el comportamiento de atracén de alimentos, ansiogénico y disminuira

el peso corporal de las ratas (posiblemente a través del GPR119).

(i)  Producira un posible efecto hepatotoxico resultado de su administracion
cronica.

(i)  Presentara en la estimacion in silico algun nivel de afinidad por los receptores
GPR119(cannabinoide), 5HT-6 y 5HT-7 (serotoninérgicos).

(iv)  Solo o en combinacion con la palmitoiletanolamida disminuira el incremento
de masa corporal y la preferencia por alimento hipercal6rico en ratas pre-
obesas inducido por dieta de cafeteria.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar la seguridad hepatica y el posible efecto anti-obesogénico del 1-Boc-

piperidina-4-carboxaldehido en modelos preclinicos de obesidad.

5.2 Objetivos particulares

. Evaluar los efectos del 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido sobre la conducta

de atracon de alimentos, el incremento de masa corporal y la ansiedad.

. Estudiar el posible efecto hepatotoxico derivado del uso cronico del 1-Boc-

piperidina-4-carboxaldehido.
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3. Estimar in silico la capacidad del 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido para
interactuar con los receptores huérfanos GPR119 y serotoninérgicos 5-HT6
y 5-HT7.

4. Evaluar el posible efecto terapéutico del 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido y
la palmitoiletanolamida (agonista no selectivo GPR119) solos o en
combinacion sobre el incremento de masa corporal y el comportamiento

alimenticio de animales pre-obesos expuestos a dieta de cafeteria.

6. Materiales y Métodos

6.1 Animales

Se emplearon 80 ratas Wistar con un peso al inicio de los experimentos de
90-110 g. Todas las ratas utilizadas en este estudio se mantuvieron en un ciclo de
luz/oscuridad de 12/12 h (luz que comienza a las 07:00 am), se mantuvieron a una
invariable temperatura de (22°C) y con una humedad del 50 %. Los grupos
separados recibian comida y agua ad libitum.

Todos los protocolos experimentales se realizaron con el permiso del Comité
de Etica Institucional y en estricto apego a las normas nacionales e internacionales
para el uso de animales de laboratorio de Estados Unidos de Norte América y de la
Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE) (Bayne, 1996;
McGrath, Drummond, McLachlan, Kilkenny, & Wainwright, 2010).

6.2 Compuestos y alimentos utilizados

El 1-Boc-piperidina (1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido) y metanol se
obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). 1-Boc-piperidina se
disolvié en metanol al 10%. Es importante destacar que, como el volumen de
inyeccidén para tratamientos fue de 1 ml/kg, intraperitoneal, la cantidad total de
metanol que recibieron las ratas fue de alrededor de 20 ug tres veces por semana.
Nota: aunque el metanol es un vehiculo que puede plantear algunas

preocupaciones debido a su capacidad para ejercer efectos nocivos, las dosis
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toxicas en roedores son 500 veces mas altas (Moral, Cankayali, Sergin, & Boyacilar,
2015; Yazgan et al., 2017) que la dosis utilizada en el presente estudio (por ejemplo,
LD50 en ratas =9.5 g/kg) (Roée, 1982).

En cada experimento se utilizaron soluciones recién preparadas. El
anestésico utilizado para sacrificar animales al final del estudio fue isoflurano
(Sofloran®, Laboratorios PiSA S.A. de C.V., Guadalajara, Jal., México). La dieta
estandar se obtuvo de Agribrands Purina México, S.A. de C.V., Ciudad de México,
México). En cuanto a los alimentos hipercaldricos, se utilizaron galletas Oreo®
(NABISCO®, Mondelez México, S. de R. L. de C. V., Ciudad de México, México).

6.3 Métodos generales

Para cumplir con el objetivo general se diseflaron dos bloques
experimentales: (i) en el bloque I, se evaluo el efecto del 1-Boc-piperidina sobre la
conducta de atracén de alimentos hipercal6ricos y sobre la ansiedad (usando como
paradigma el laberinto en cruz elevado). Una vez terminada la fase experimental,
los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis de isoflurano. Por dltimo,
se realizé un estudio in silico en colaboracion con el grupo del Dr. Marvin Soriano
Urstia de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional para
analizar la potencial interaccién del 1-Boc-piperidina con los receptores GPR119,
5HT-6 y 5HT-7 mediante la técnica de docking y modelado molecular; y (ii) en el
bloque 11, se evaluo6 el efecto del 1-Boc-piperidina y la palmitoiletanolamida solos o
en combinacion sobre el incremento de la masa corporal y el dafio metabdlico en

animales con obesidad inducida por dieta de cafeteria.

6.4 Analisis estadistico

En la seccion de resultados se representa el analisis obtenido de la
correspondiente ANOVA de acuerdo a la prueba de Hartley, expresando para cada

resultado: los grados de libertad de la n total-1, los grados de libertad del residual-1
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y el valor obtenido de “F” que nos indica la variacion entre grupos y la probabilidad
de existir o no diferencia entre estas variaciones. Los datos se analizaron
estadisticamente con un nivel significativo de P < 0.05, todos los datos de las cifras
se presentan como la media + SEM. Los gréficos y el analisis estadistico se
desarrollaron con GraphPad Prism, version 6. Las diferencias en los valores de los
cambios porcentuales de peso corporal se analizaron mediante una prueba ANOVA
bifactorial. EI consumo de galletas (kcal/min) se analiz6 mediante una prueba
ANOVA bifactorial de medidas repetidas. Para EPM (laberinto en cruz elevado, por
sus siglas en inglés), el tiempo en brazos abiertos o cerrados, y las entradas en
brazos abiertos o cerrados se evaluaron utilizando ANOVA unifactorial. Se empled
el procedimiento de comparacion multiple post hoc de Holm-Sidak o Dunnett para

todos los experimentos.

6.5 Bloque |

6.5.1 Prueba de atracén de alimentos

En este modelo, se indujo la conducta de atracon de alimentos provocando
un estrés moderado mediante el modelo de la ‘cama inclinada a 45°’ y ‘ruido blanco
a 100dB’, durante 20 minutos antes de cada exposicién al alimento hipercal6rico
(galletas oreo). El procedimiento se repitid en todos los grupos por 6 semanas los
dias lunes, miércoles y viernes en ausencia o presencia del pretratamiento con 1-
Boc-piperidina (Figura 5). Posteriormente, se evalud la ingestion calérica de los
alimentos (provenientes tanto de la dieta estandar como del alimento hipercalérico),
el posible efecto ansiolitico y el potencial efecto hepatotoxico del farmaco.

Para esta prueba, 24 ratas Wistar hembra (de entre 90 -110 g) se dividieron
en los siguientes grupos: vehiculo (metanol 10%, n=6); y dos grupos tratados con
1-Boc-piperidina: grupo i) (1 pmol.kgt, n=6); grupo ii) (10 umol.kgt, n=6). El grupo
control no recibio tratamiento alguno. Todas las administraciones fueron por via
intraperitoneal los lunes, miércoles y viernes durante 6 semanas. Se utilizé el

modelo del atracon de alimentos (figura 5), en donde todos los grupos fueron
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sometidos al tratamiento con 1-Boc-piperidina y con dieta alta en grasas 3 veces
por semana (lunes, miércoles y viernes) 2 h por dia durante el primer par de
semanas (siempre durante el ciclo de luz); a partir de la cuarta semana se les redujo
el tiempo de contacto con los alimentos grasos en 30 min por semana (semana 1,
2,y 3 =2h; semana 4 =1.5h; semana 5 =1h; semana 6 =30min). Todos los grupos
con excepcion del control recibieron, a libre demanda, alimento estandar
(pellets)+galletas oreo, durante el periodo de tratamiento (figura 5). El tiempo

restante todos los grupos recibieron alimento estandar.

Antes de las inyecciones, las ratas de todos los grupos fueron sometidas a
estrés durante 20 min: método de la cama inclinada y ruido blanco como se
describié previamente. De los resultados obtenidos se dedujo que el modelo de
estrés y conducta de atracdn con dieta hipercalérica fue inducido adecuadamente,

por lo que este modelo se utilizo en el presente proyecto.

Daiio: Todos los animales: se pesaron
. - semanalmente y recibieron acceso a
estrés moderado durante 20 min. alimento estindar y agua (ad libitum).

. I.P tratamientos. ‘
Control. | ﬁm (

Vehiculo - metanol 10%.
(1 pmol/kg) 1-Boc.
{10 pmol/kg) 1-Boc.
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Figura 5. Protocolo de atracén de alimentos en la rata. Se muestra el protocolo que se llevé a cabo
para el experimento del comportamiento de atracén, con un modelo de estrés cama inclinada 45° y
ruido blanco de 100 decibeles (dB), administracién de tratamientos con 1-Boc-piperidina-4-
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carboxaldehido (1-Boc) de forma intraperitoneal y acceso en tiempo limitado al alimento chatarra los
dias lunes, miércoles y viernes durante un periodo de seis semanas.

Durante todo el procedimiento experimental se recolectaron datos de peso y
calorias ingeridas de todos los grupos de manera semanal para evaluar el efecto de
los tratamientos con y sin 1-Boc-piperidina.

6.5.2 Prueba de ansiedad, |laberinto en cruz elevado

Para este experimento se utilizaron 24 ratas Wistar macho, esto con el fin de
evitar el efecto ansiogénico que naturalmente suele ser mayor en ratas hembra que
en machos, con un peso inicial de 90-110 g (Manwell et al., 2019).

El laberinto consiste en dos brazos abiertos (50 x 10 cm) y dos brazos
cerrados (50 x 10 x 50 cm), situados en una habitacién con una luz blanca tenue:
100 y 50 lumenes en los brazos abiertos y cerrados respectivamente (Casarrubea
et al., 2013). Los brazos abiertos y cerrados forman una cruz y el laberinto fue
elevado 80 cm del suelo, el laberinto se localiza en el centro de una sala de pruebas
tranquila y cada sesion fue video grabada. Las ratas fueron colocadas
individualmente en medio del laberinto sefialando hacia uno de los lados abiertos y
se les permitieron 5 minutos para la exploracion. Después de cada prueba, el
laberinto se limpid con solucién de etanol al 30 % y se sec6 para evitar la influencia
de cualquier olor. Se midi6 el tiempo que el animal paso en las secciones abiertas,
el plazo invertido en las secciones cerradas y se contaron el numero de entradas a
cualquier brazo. La actividad del brazo abierto y cerrado se cuantific6 como el
porcentaje de tiempo de brazo abierto o cerrado invertido (tiempo en las areas
abiertas o cerradas / tiempo en las areas abiertas + cerradas X 100), y se considero
como una entrada de (n) brazo si las cuatro patas de los animales se encontraban
dentro del brazo.

En este sentido la ansiedad se considero directamente proporcional a los
ingresos en las areas abiertas y/o la proporcion de tiempo pasado en las areas
abiertas (Pellow, Chopin, File, & Briley, 1985).
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Los animales recibieron estrés leve (es decir, una jaula inclinada en un angulo
de 45° y un ruido blanco a 100 dB) durante 20 minutos (figura 6). Después de la
exposicion al estrés, los animales recibieron inyecciones i.p de (a) vehiculo (metanol
10%; n=6); (b) 1-Boc-piperidina (1 umol.kg™?; n=6); y (c) 1-Boc-piperidina- (10
umol.kg?; n=6). 10 minutos después, las ratas se evaluaron en el laberinto en cruz

elevado (figura 6).

Dano: Todos los animales: fueron expuestos ‘
estrés moderado durante 20 min. al experimento en una unica ocasion.
Maze Bosics: Blevaled Plus Maze
I.P tratamientos.
» Vehiculo - metanol 10%. O
» (1 umol/kg) 1-Bo. c.
» (10 umol/kg) 1-Boc. G'""d Timer
Ruido blanco (100d8) N ™ J ‘
/ =il
'/: ; Operdem| | A @
A, W =
= & st Ao |
/ — P
V4
,/ :/ 45° Cama inclinada l

indice de permanencia.
Entradas en brazos abiertos/cerrados.

Figura 6. Protocolo para la prueba de ansiedad. Se muestra el protocolo utilizado, estrés leve (cama
inclinada con ruido blanco de 100 decibeles) durante 20 minutos, administracion intraperitoneal (1.P)
de tratamientos con 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido y finalmente evaluacién conductual en el

laberinto elevado en forma de cruz.

6.5.3 Estudio in silico

Debido a la falta de caracterizacion del 1-Boc-piperidina, y con el fin de
estudiar su viabilidad para interactuar y actuar en GPR119 y los receptores de
serotonina 5-HT6 y 5-HT7 como agonista, se realizaron ensayos de modelado

molecular y acoplamiento in silico.
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Los agonistas de los GPCRs especificos que se han estimado con valores
experimentales de afinidad, potencia y/o eficacia se recopilaron de la base de datos
IUPHAR/BPS y de articulos recientes (Tadaki et al., 2019). Las estructuras de los
ligandos se dibujaron utilizando ChemBioDraw Ultra 12.0. Su geometria se pre
optimiz6 mediante el uso de Hyperchem (Version 6.0, Hypercube, EE.UU.,
http://mww.hyper.com) a nivel de la mecanica molecular (conjunto de bases AM1,
Figura 20). La estructura energética minima para cada ligando se optimizo
completamente en el nivel B3LYP/6-31G** empleando el software Gaussian 09
(M.J. Frisch et al., 2009). Después, se modelaron los receptores de rata (Rattus
novergicus), utilizando datos de la base de datos NCBI-proteina (codigo de
GenBank: AAP72138.1 para GPR119, NP_077341.2 para 5-HT6 y NP_075227.1
para 5-HT7) y el servidor de modelos suizos (Waterhouse et al., 2018). Los modelos
moleculares 3D obtenidos fueron evaluados, luego los ligandos se ensayaron
mediante un procedimiento de acoplamiento con AutoDock Tools 1.5.2 en el mejor
modelo juzgado por puntajes de evaluacion. En primer lugar, se empleé un enfoque
ciego para explorar la union en cada el receptor entero y asi identificar o descartar
sitios de union alostéricos putativos. En segundo lugar, una cuadricula de 70x70x70
A se centr6 en el lugar putativo del receptor que implica residuos conservados en
los dominios transmembrana tercero y sexto. Se us6 un algoritmo genético
Lamarckiano para realizar la busqueda con una poblacion inicial de 100 individuos
aleatorios, y se ejecutaron 1.0x107 interacciones mediante el programa AutoDock
4.2.6 (Morris et al., 2009). Los resultados se analizaron utilizando AutoDock Tools y
el software VMD 1.9.2 para determinar las posturas de union y la afinidad como en
otros lugares (Soriano-Ursua et al. 2015).

Los resultados fueron analizados con AutoDock Tools (Morris et al., 2009) y
Visual Molecular Dynamics 1.9.3 con el fin de determinar las posturas de uniény las
puntuaciones de energia y afinidades (Tabla 6), las imagenes se obtuvieron
utilizando este dltimo programa (Humphrey, William., Dalke, Andrew., Schulten,
1996).
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6.5.4 Analisis bioguimico

Para la evaluacion del efecto toxicoldgico y el posible dafio hepatico del 1-
Boc-piperidina, asi como sus posibles funciones en la homeostasis de la glucosa y
regulacion energética, se examinaron los niveles de glucosa, alanina y aspartato

aminotransferasas sanguineo.

Al final del tratamiento experimental se analizé el posible efecto toxicologico
de los farmacos y/o de la dieta. Veinticuatro ratas de los grupos: control, vehiculo,
Tx2 (1 pmol.kg-1 de 1-Boc-piperidina) y Tx3 (10 umol.kg-1 de 1-Boc-piperidina)(6
animales/grupo), fueron utilizadas para evaluar el efecto toxicologico y el posible
dafio hepatico del 1-Boc-piperidina, asi como sus posibles funciones en la
homeostasis de la glucosa y regulacion energética. Las ratas se sacrificaron como
se describié previamente; se abrid el térax y se tomaron muestras de sangre del
corazoén (3 ml), las cual fueron centrifugadas a 1500 RPM durante 15 minutos y los
sueros separados. Mientras que los niveles de glucosa fueron medidos de
inmediato, las alicuotas de suero restantes se congelaron a -80°C para su
evaluacion posterior. Los métodos para medir las diferentes variables se tomaron
de las instrucciones indicadas por el fabricante de los estuches: glucosa, alanina

aminotransferasa y aspartato aminotransferasa (Biosystems).

6.6 Bloque Il

6.6.1 Modelo de obesidad inducida por dieta de cafeteria

Para el cumplimiento del objetivo tres para inducir la obesidad, se utilizo el
modelo de “dieta de cafeteria” en el cual se evaluo6 el efecto del 1-Boc-piperidina y
palmitoiletanolamida (PEA agonista no selectivo de GPR119) solos o en
combinacion sobre el incremento de masa corporal, la preferencia de alimentos y el

dano metabdlico.
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Este modelo de obesidad consiste en mantener a las ratas expuestas de
manera continua al alimento de cafeteria. Para esto, se fabricaron croquetas de 200
gr c/u con una mezcla de galletas “tipo Maria” (300gr), chocolate Hershey en liquido
(200gr), polvo de pellets de alimento para rata (300gr), embutidos (400gr) y manteca
de cerdo (200gr). El alimento se preparé triturando los ingredientes sélidos por
separado (galletas), y los embutidos en una licuadora y los pellets en un molino de
café, posteriormente todos los ingredientes se amasaron hasta obtener una masa
homogénea de la cual se prepararon las croquetas. Durante 8 semanas los grupos
tuvieron acceso ad libitum al alimento de cafeteria, alimento estandar (pellets) y
agua. Todos los dias se analizaban las calorias consumidas por cada grupo. Los
animales de todos los grupos fueron pesados antes de iniciar el experimento y cada

8 dias hasta la terminacion de este.

6.6.2 Criterios de seleccidn para la susceptibilidad a la obesidad

Treintaidés ratas Wistar hembras alojadas en grupos de 16 animales por caja
fueron expuestas a dieta estandar, agua potable y dieta de cafeteria por 5 semanas.
Se registroé el incremento de masa corporal semanalmente y durante 5 semanas. En
la semana 1, se sac6 la media del valor de masa corporal de las 32 ratas y dicho
valor se fijé como punto de divisidon para clasificar a los animales en: resistentes a
la obesidad (cuando el incremento durante la semana 1 fue menor al valor de la
media) o susceptibles (cuando dicho valor fue superior o igual a la media).
Resultando en 20 ratas susceptibles y 12 resistentes.

6.6.3 Tratamiento farmacoldgico

Veinte ratas hembra Wistar susceptibles a la obesidad por dieta de cafeteria
se agruparon aleatoriamente en 4 grupos (n= 5 cada uno) que recibieron alguno de
los siguientes tratamientos: (i) vehiculo; (i) PEA); (iii) 1-Boc-piperidina; y (iv) Mix

(i.e., PEA + 1-Boc-piperidina). Todos los grupos tuvieron acceso a agua, al alimento
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estandar y a la dieta de cafeteria de manera ad libitum. La via de administracion de
los tratamientos fue intraperitoneal cada 24 h durante los 21 dias que duré el
experimento (figura 7). Los tratamientos fueron administrados en un volumen total
de 200 pL, de los cuales PEA contenia (0.16 umol), 1-Boc-piperidina (2 pmol),
vehiculo con DMSO al 5% y metanol al 1.3%, y el Mix que era la combinacion de
las dosis de PEA + 1-Boc-piperidina, tal como se muestra en la figura 7. Se
recolectaron datos de peso semanal y conteo de calorias consumidas diariamente

para constatar la preferencia de alimento.

Metodologia dieta de cafeteria "‘"""‘ oo

alimento estindar, alimente de
cafeteria y agua (ad libitum 21 dias).
(ad libitum 21 dias).
/ \ LP tratamientos.

\ ( g \ » Alimento estandar.
1-Boc (2 pmol totales). " .
PEA {0.16 pmol totales). h » Dietade caf‘-‘f“'"a'
Mix (PEA/1-Boc, 0.16 y 2). 24 * Galletas Maria.
Vehiculo - metanol 1.3%. o Chocolate
' @ E * Salchicha.

* Manteca.

N/
- 4

Analisis de parametros bioguimicos.

¥V Y Y

Figura 7. Protocolo de dieta de cafeteria. 1-Boc-piperidina, 1-Boc-piperidina-piperidine-4-
carboxaldhide, PEA (palmitoiletanolamida). La figura muestra el procedimiento que se llevé a cabo
durante 21 dias en el cual se expuso a los animales a alimento estandar, dieta de cafeteria y agua

ad libitum, administrando los tratamientos de manera intraperitoneal (IP) cada 24 h.

6.6.4 Analisis bioguimico

Al finalizar los experimentos se sacrificaron a las ratas como se menciona en la
seccion 6.3, los animales fueron sangrados directamente del ventriculo izquierdo

del corazdn, los sueros separados Yy alicuotados para el analisis bioquimico segun
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se describio en el apartado 6.5.4 del bloque I. En este experimento se midieron

ademas los niveles séricos de insulina, colesterol y triglicéridos.

7. Resultados

7.1 Bloque |

7.1.1 Efecto del 1-Boc-piperidina sobre la ganancia de peso de las
ratas expuestas al modelo de atracén de alimentos

La figura 8 muestra el aumento de peso (expresado en porcentaje de cambio)
en animales sometidos al protocolo de atracon de alimento y con los tres
tratamientos farmacolégicos: (i) vehiculo (metanol 10%); (i) 1 pmol/kg de 1-Boc-
piperidina; y (iii) 10 umol/kg de 1-Boc-piperidina. Ademas, un grupo control que sélo
recibié alimentos y agua ad libitum también se consideré dentro del protocolo de
este experimento. Encontramos diferencias significativas entre los tratamientos [F
3, 120) = 4.052, P = 0.009] y semanas [F s, 120) = 46.564, P < 0.001], pero no en las
interacciones [F @5, 1200 = 0.504, P = 0.9324]. Los animales incorporados en el
protocolo de atracon (incluido el grupo que recibié vehiculo) ganaron mas peso que
el grupo de control a lo largo del experimento (Figura 8A). En animales tratados con
1 pmol/kg de 1-Boc-piperidina y 10 pmol/kg de 1-Boc-piperidina se evito el
sobrepeso inducido por el protocolo de alimentacion por atracones [P>0.05 vs grupo
de control] (Figura 8B) por tanto, se puede observar que el tratamiento con 1-Boc-
piperidina disminuyd el aumento de peso en las ratas expuestas al modelo de

atracon.

48



Control

Vehiculo

1 umol.kg'l 1-Boc-piperidina

BONE

10 pm oI.kg'll—Boc—piperidina

2201
80

2001

601 180

160
40

1404
20 1

L]
1 2 3 4 5 6 Control Vehiculo 1-Boc 1-Boc

Aumento total de peso (ABC)

1pumol.Kg® 10 umol.Kg™

Aumento de peso (% de cambio)

Semanas Tratamientos

Figura 8. Efecto de 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido sobre el crecimiento del peso corporal en
ratas hembra Wistar: (A) Curva de crecimiento del peso (cambio porcentual) con mediciones
semanales; y (B) peso total de ganancia (area bajo la curva de A). *P<0.05 contra el grupo de control.

7.1.2 Efecto del 1-Boc-piperidina sobre el comportamiento de

atracon y en la preferencia del alimento hipercalorico en ratas

Con la finalidad de observar el comportamiento de atracén, asi como la
posible disminucién en la preferencia por alimentos hipercaldricos, se evaluaron los
efectos del 1-Boc-piperidina sobre la preferencia de alimentos hipercaldricos (i.e.,
galletas oreo), y consumo caldrico por minuto (como se describe en los apartados
6.4y 6.5.1).

La figura 9 muestra los efectos del vehiculo o 1-Boc-piperidina en el protocolo
de comportamiento de atracon. Se encontré una diferencia significativa entre los
tratamientos [F (2, 75) =19.37, P < 0.001] entre las semanas [F s, 75 =204.06, P <
0.001], y la interaccion (tratamientos/semanas) fue significativa [F (10, 75) = 5.45, P <

0.001]. Los animales con 10 pmol/kg de 1-Boc-piperidina mostraron una
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disminucion en el perfil de consumo de galletas en comparacion con el vehiculoy 1
pumol/kg de 1-Boc-piperidina a partir de la semana 4. La Figura 9 también muestra
un pico en el consumo de calorias en la semana 5, para mantenerse asi el resto del
experimento. El tratamiento con 1 umol/kg de 1-Boc-piperidina redujo ligeramente
la conducta de atracon (es decir, cantidad de calorias consumidas en una semana
determinada), en comparacion con el grupo Vehiculo. Por otro lado, 10 umol/kg de
1-Boc-piperidina redujeron aun mas significativamente la conducta de atracon en
comparacioén con el grupo Vehiculo y 1 umol/kg de 1-Boc-piperidina. Finalmente, en
las semanas 5 y 6 se observd un comportamiento similar entre las dosis de 1
pumol/kg y 10 umol/kg de 1-Boc-piperidina, difiriendo significativamente del Vehiculo.
Este resultado indica que ambas dosis de 1-Boc-piperidina redujeron la conducta
compulsiva de la ingesta alimenticia y que este efecto fue mas importante con la

dosis mayor de 1-Boc-piperidina.
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Figura 9. Efecto de 1-boc-piperidina-4-carboxaldehyde en el comportamiento de alimentacion
(kcal.min-1). Los animales tuvieron acceso a alimentos hipercaléricos (Oreo® galletas) durante 2
horas (semana 1 y 2), durante 1,5 horas (semana 3), durante 1,0 horas (semana 4) y 0,5 horas
(semana 5y 6). # P<0.05 contra semana, * P<0.05 contra el grupo de vehiculo, § P<0.05 contra el
grupo de 1 umol/kg de 1-Boc-piperidina.

7.1.3 Efecto del 1-Boc-piperidina sobre la conducta de ansiedad en
ratas

Para la evaluacién del efecto de 1-Boc-piperidina sobre la conducta de

ansiedad, se utilizé el modelo Laberinto elevado en cruz.
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La figura 10 muestra los efectos agudos de los tratamientos en
comportamientos similares a la ansiedad en el paradigma del laberinto en cruz
elevado. Hubo una diferencia significativa entre los tratamientos en el tiempo
dedicado a brazos abiertos (Figura 10A). Los animales tratados con 1-Boc-
piperidina (ambas dosis) mostraron una alta actividad exploratoria caracterizada por
varios intervalos gastados predominantemente en brazos abiertos (F (3, 20) =63.77,
P < 0.001). El grupo de vehiculos mostré un ligero aumento en el tiempo invertido
en brazos abiertos en comparacion con el grupo de control (Figura 10A). La Figura
10B muestra el tiempo invertido en brazos cerrados, encontramos diferencias entre
los grupos [F @, 200 =61.091, P <0.001] ya que ambos tratamientos con 1-Boc-
piperidina mostraron una actividad exploratoria baja en brazos cerrados. El grupo
de vehiculo mostré una ligera disminucion en el tiempo dedicado a los brazos
cerrados en comparacion con el grupo de control (Figura 10B). En cuanto al nimero
de entradas, la figura 10C muestra las entradas en los brazos abiertos, encontramos
una diferencia significativa entre los grupos [F (3, 20) = 9.556, P <0.001]. Ambas dosis
(1 umol/kg y 10 umol/kg) de 1-Boc-piperidina aumentaron el nimero de entradas en
los brazos abiertos en comparacion con el grupo de control y el grupo vehiculo. No
hubo diferencias significativas entre los grupos en las entradas en los brazos
cerrados [F (3,200 = 2.73, P = 0.071] (Figura 10D). Lo que nos indica que el efecto de
1-Boc-piperidina provocé un efecto ansiolitico posiblemente mediante GPR119.
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Figura 10. Laberinto en cruz elevado. Los resultados se muestran como la media + SEM. (A) Tiempo
invertido en los brazos abiertos; (B) Tiempo pasado en los brazos cerrados; (C) Nimero de entradas
en los brazos abiertos y (D) Nimero de entradas en los brazos cerrados. *P < 0.05 vs. grupo control,

#P < 0.05 vs. grupo de vehiculo.

7.1.4 Efecto del 1-Boc-piperidina sobre la funcionalidad hepatica

El estudio de las pruebas de funcionamiento hepatico (glicemia, alanina
aminotransferasa y aspartato aminotransferasas seéricas), se realiz6 con la finalidad
de evaluar el efecto hepatotéxico del 1-Boc-piperidina, y sobre el metabolismo de la

glucosa.
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La figura 11 muestra que en comparacion con los grupos control intacto y el
tratado con vehiculo, la administracion de 1 y 10 umol de 1-Boc-piperidina no
tuvieron efectos significativos sobre los niveles de glucosa (figura 11A) [ F @36 =
1.564, P = 0.293], aspartato amino transferasa (figura 11B) [ F 36 = 0.0299, P =
0.992] y alanina aminotransferasa (figura 11C) [F e = 0.0832, P = 0.967]
respectivamente. Estos resultados indican que ni la dieta, ni a las dosis
administradas de 1-Boc-piperidina (1 y 10 umol) poseen efectos téxicos sobre el

higado, ni sobre el metabolismo de la glucosa.
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Figura 11. Pruebas de funcionamiento hepéatico en ratas sometidas adieta de atracén y tratadas con
vehiculo, 1y 10 umol/kg de 1-Boc-Piperidina. Un grupo Control intacto fue agregado para fines de

comparacion. P>0.05 (NS) entre los diferentes grupos.
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7.2 Bloque Il

7.2.1 Clasificacion en ratas susceptibles y resistentes a la dieta de
cafeteria

En la figura 12A se muestra el incremento de peso corporal semanal
expresado como porcentaje de cambio del peso inicial para seleccionar a las ratas
susceptibles y no susceptibles (resistentes) a la dieta de cafeteria. El incremento
promedio del peso corporal a la primera semana fue de 19.97%. De los 32 animales
sometidos a la prueba aquellas que presentaron un porcentaje de incremento menor
al 19.97%, fueron consideradas como “resistentes” a la dieta (n=12). Por otro lado,
las ratas cuyo incremento durante la semana 1 fue superior al valor de la media,

fueron consideradas como susceptibles a la dieta de cafeteria (n=20).

La figural2A muestra que el grupo de ratas susceptibles a la obesidad,
incremento el peso corporal total (cambio porcentual) de manera significativa en
relacion con el grupo de ratas resistentes a la dieta [F (1,112) = 81.231, P <0.001].
En la figura 12B, se muestran las areas bajo la curva de los cambios en el porcentaje
de peso de los grupos resistentes y susceptibles a la dieta. Los resultados muestran
un incremento significativo del peso corporal [F (4,112) = 41.617, P <0.001] (figura
12A). Estos resultados muestran que este método para determinar en un grupo
homogéneo de ratas de la misma cepa puede ser usado para clasificar a las ratas

como resistentes o susceptibles a desarrollar obesidad con la dieta de cafeteria.

7.2.2 Efecto del 1-Boc-piperidinay la palmitoiletanolamida (PEA)
sobre el peso corporal en ratas susceptibles a la obesidad
expuestas a dieta de cafeteria

En la figura 12C se comparan los efectos de tratar grupos de animales
susceptibles a la dieta de cafeteria con Vehiculo (DMSO 5%+metanol al 1.3%), 1-
Boc (2umol), PEA (0.16 umol) y Mix (PEA+1-BOC-piperidina) sobre el peso corporal
semanal (expresado como porcentaje de cambio de peso/21 dias). En comparacion
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con el grupo vehiculo todos los grupos presentaron un menor porcentaje de
incremento de peso corporal. Sin embargo, esta disminucion fue solo significativa
entre el grupo vehiculo y los grupos tratados con 1-Boc-piperidina y PEA. [F (2,40) =
67.706, P <0.001] (figura 12C y 12D). Estos resultados indican que la PEA y el 1-
Boc-Piperidina disminuyen el peso corporal de las ratas obesas por dieta de

cafeteria.
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Figura 12. Cambio de peso semanal de ratas resistentes y susceptibles a la obesidad con dieta de
cafeteria y efecto de los tratamientos con 1-Boc-piperazina y palmitoiletanolamida (PEA) sobre el
peso corporal de ratas susceptibles a dieta de cafeteria. (A) muestra el incremento de peso y (B) el
area bajo la curva de las ratas susceptible (n=20) y resistentes (n=12) a la dieta de cafeteria durante
5 semanas. (C y D) muestra el efecto de los tratamientos: vehiculo (DMSO 5%-+metanol al 1.3%), 1-
Boc (2umol), PEA (0.16 pmol) y Mix (PEA+1-BOC-piperidina) sobre los cambios de peso corporal y

el area bajo la curva (n=5 animales/grupo). *P<0.05 vs el grupo vehiculo.

56



7.2.3 Efecto del 1-Boc-piperidina y la PEA sobre la preferencia de
alimentos en larata

La figura 13 muestra los efectos de los diferentes tratamientos sobre el
consumo de calorias de ratas alimentadas con alimento estandar o dieta de
cafeteria. La figura 13A muestra que en comparacion con el grupo vehiculo no hubo
diferencias significativas en el consumo de calorias entre los diferentes grupos en
las semanas 1, sin embargo, en la segunda semana la comparacién entre los grupos
1-Boc, Mix y Vehiculo, mostro que el consumo de calorias fue significativamente
menor en el grupo PEA [ F @48 = 4.295, P = 0.015] vs 1-Boc-piperidina, Mix y
vehiculo. Enla semana 3, no se observaron diferencias significativas en el consumo
caldrico entre los diferentes grupos [F .48 = 1.227, P = 0.309], sin embargo, la
comparacion entre la semana 3 contra las semanas 1 y 2 mostré diferencias
significativas en el consumo caldrico [F (248) = 8.278, P <0.001]. En la figura 13B se
observa una diferencia significativa solo entre los grupos Mix y Vehiculo [F 348) =
4.622, P = 0.011]. Estos resultados muestran que la mezcla de PEA y 1-Boc tiene
un efecto sinérgico en la disminucién de la dieta estandar, sugiriendo un efecto
anorexigeno significativo a partir de la tercera semana. La figura 13C muestra que
la PEA induce una disminucion significativa en el consumo calérico en comparacion
con los grupos Vehiculo, 1-Boc y Mix [F @60 = 9.371, P <0.001]. La figura 13D
muestra los efectos de los diferentes tratamientos sobre el consumo total de la dieta
estandar. Observe que el tratamiento mixto de PEA y 1-Boc, indujo una disminucién
significativa en el consumo calérico, en comparacién con los grupos Vehiculo y PEA
[F 3.60)=3.738, P = 0.016]. La figura 13 E muestra el consumo total de calorias de
alimento estandar y de cafeteria, se observé un claro descenso del consumo
calorico total en el grupo PEA en comparacion con los otros grupos, es decir, la

administracion de PEA redujo significativamente la ingesta cal6rica en el modelo de
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dieta de cafeteria en comparacion con los otros tratamientos [F .60 = 9.044, P
<0.001].

B
A Consumo D. CAF B Consumo D. Estandar
= a00 #H o = so0
& # 1 EER veniculo E
i’ PEA ]
300 bl
S * mE eoc =
1= M ix g 30 *
2 200 2
S S 20
& 100 & 10
= e
< ©
S o S o
~ s > ~ @ >
Semanas Semanas
C D
Consumo Total CAF Consumo Total Estandar
— 2 __ 40
s # # S
= =2
= el S *
o * = #
= =
© 200 ©
© (=3
et o
£ £
= 100 =
@ w
= =
o o
o o
o
S > S
<> << ~

Tx de 3 semanas Tx de 3 semanas

Consumo total CAF Y Estandar (kcal)

400 7
#H #H
300

200

100 -

Consumo calérico (kcal)

o -

° - o S
<> << 53 ~

Tx de 3 semanas

Figura 13. Consumo calérico semanal y total del alimento estandar y dieta de cafeteria. Tratamiento
en ratas durante 21 dias, (A) muestra el consumo calérico de la dieta de cafeteria durante tres
semanas, B) muestra el consumo de la dieta estandar durante tres semanas, las C) y D) muestran
el consumo total caldrico ingerido de dieta de cafeteria y dieta estandar respectivamente en el
experimento y E) es la suma cal6rica de lo consumido en ambas dietas. *P< 0.05 contra el grupo de

Vehiculo, #P < 0.05 contra el grupo de PEA, P< 0.05 contra la semana 1, ®P< 0.05 contra la semana
2.

7.2.4 Efecto del 1-Boc-piperidina y la PEA sobre algunos
parametros bioquimicos en la sangre de ratas obesas
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Los analisis bioquimicos en el modelo de ‘dieta de cafeteria’ se realizaron
con el fin de comparar el efecto de 1-Boc-piperidina y PEA solos 0 en combinacion,
sobre el dafio o proteccion metabdlica en los animales mediante el estudio de los

niveles totales de glucosa, insulina, colesterol y triglicéridos.

La figura 14 muestra los resultados de los ensayos bioquimicos realizados a
las muestras obtenidas de ratas sometidas al experimento en el protocolo de dieta
de cafeteria (triglicéridos, colesterol, glucosa e insulina) n=20 cuatro por grupo. La
figura A no revel6 significancias entre los distintos tratamientos [F @,16) = 0.561, P =
0.694], sin embargo, los niveles de triglicéridos del grupo PEA se observan muy
similares en comparacién con los niveles del grupo control y por lo contrario
disminuido en comparacion con los otros tratamientos, sugiriendo mayor efecto con
PEA en la reduccion en los niveles de TG, la cual, si bien no mostré6 cambios
significativos, si es un indicador del efecto benéfico de este farmaco. La figura B
muestra que el grupo PEA es el que se observa mas similar en su media al control
en comparacion con los otros grupos, demostrando su efectividad en el control de
niveles de colesterol, mas no hubo cambios significativos vs vehiculo (P = 0.225).
Se mostré significancia estadistica Mix vs Control [F @416 = 3.659, P = 0.027]
revelandose el grupo Mix con mayor nivel de colesterol que el control y el resto de
los tratamientos. En la figura C se mostraron diferencias entre grupos Mix y 1-Boc-
piperidina vs Control, Vehiculo y PEA [F @416 = 9.605, P <0.001] donde los
tratamientos de Mix y 1-Boc-piperidina mostraron niveles mas bajos de glucosa en
comparacion con los otros grupos incluso que el grupo control. En cuanto a la figura
D en donde se grafica el efecto de los farmacos sobre la insulina circulante, no hubo
diferencias significativas [F @10 = 0.744, P = 0.583], lo que indica que los
tratamientos se mostraron homélogos en cuanto su accién sobre los niveles de
insulina debido posiblemente a la administracion crénica de éstos o a que la
recoleccion de las muestras fue tomada mientras los animales se encontraban en
ayuno. Lo que nos muestra que no hubo dafio metabdlico ocasionado por la dieta
y/o por los tratamientos, adicionalmente se produjo una leve disminucién en los
niveles de glucosa en los grupos de 1-Boc-piperidina y Mix (dentro de los rangos

normales), el analisis de la insulina no se mostré significativo.
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Figura 14. Andlisis bioquimico del efecto del 1-Boc-piperidina, PEA y en combinacion sobre el
metabolismo. En la figura se observan los niveles circulantes en sangre de: A) triglicéridos, B)
colesterol total, C) glucosa y D) niveles de insulina. ¢ P< 0.05 contra el grupo control, *P< 0.05 contra
el grupo de Vehiculo, #P < 0.05 contra el grupo de PEA.

7.3. Evaluacion de los posibles mecanismos de accion del 1-Boc-
piperidina mediante la técnica de docking y modelado molecular

Debido a la falta de caracterizacion del 1-Boc-piperidina, y con el fin de
estudiar su viabilidad para interactuar y actuar en GPR119 como agonista, se
realizaron ensayos de modelado molecular y acoplamiento in silico.

Se selecciond y valido la estructura del modelo GPR119 de rata por medio
del servidor de modelo suizo (SWISS-MODEL) el cual es un base de datos en linea
gue proporciona plantillas comparativas para realizar el modelado molecular 3D
utilizando el software ProMod3, el cual estima la configuracion optima mediante el
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algoritmo TreePack basado en graficos (Waterhouse et al., 2018). Se encontré que
tiene solo un residuo en la region no permitida de la parcela Ramachandran (GIn74,
Figura 15) para GPR119, tres para 5-HT6 (Gly27, Arg91 y Trp92) y tres para 5-HT7
(Arg189, Phe240 y Ser362). No se identificaron otros datos estructurales utilizando
todas las deméas evaluaciones estructurales (HHpredB, NaiveBLAST, PRIMO,
SPARKS-X, RaptorX, IntFOLD4-TS y Robetta) que respaldan la disposicion natural
de residuos en estos modelos 3D (no se muestra). Ademas, la afinidad estimada
esta relacionada con la reportada en las bases de datos IUPHAR o Pubchem para
ligandos probados en nuestro modelo 3D, con un coeficiente de determinacion que
oscila entre 0.62 y 0.71 entre los valores de afinidad experimentales y estimados
(Tabla 6). Los ligandos GPCRs ya reportados utilizados en este modelo para la
comparacion con el 1-Boc-piperidina se pueden observar en la tabla 6, donde la
energia libre de Gibbs muestra la espontaneidad que tendra una reaccién (es decir
si estara en equilibrio), si la energia libre se indica de forma negativa quiere decir
gue la reaccién presentara algin desequilibrio o proceso exergonico, lo que implica
la disminucién de afinidad del ligando, situacion que puede depender de la
temperatura (Muras, Toulouse, Fritz, & Steuber, 2019). “En” o la entalpia y entropia
(es decir la energia intercambiable del sistema con el medio) son magnitudes
termodinamicas con los cuales se puede medir la energia libre de Gibbs y por lo
tanto determinan la interaccion del agonista y receptor (Chodera & Mobley, 2013;
Klebe & Béhm, 1997). La ultima columna de la tabla 6 presenta el pKi o la constante
de afinidad, es decir cuan menor sea el valor de éste, refleja una menor afinidad por
el receptor, por lo cual entre mayor sea el pKi existe una mayor afinidad del ligando
(tabla 6).

Tabla 6. Valores de pKi de ligandos probados mediante procedimiento de acoplamiento en GPCRs
de rata probablemente involucrados. @ Valores relacionados con la afinidad experimental de la base
de datos IUPHAR.
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Tabla No. 2. Valores de pKi calculados por modelado molecular para 1-Boc-piperidina o ligandos prototipo para los
receptores GPR119, 5-HT6 y 5-HT7de rata.

| Farmaco |  Gibbs |  En |  pKi_ |
m r2=0.71 (considerando AR231453 y MBX-2982 como valores
atipicos)
787 1.71E-06 5.8
Bocpiperaing I 1 35E-06 59
-8.09 1.18E-06 59
(AR231453 | -8.09 1.17E-06 59
813 1.09E-06 6.0
836 7 26E-07 6.1
8 49 5 93E-07 6.2
856 5 32E-07 6.3
8.56 5.31E-07 6.3
865 4 60E-07 6.3
PSN-119-2 | 919 1.94E-07 6.7
944 121E-07 6.9
955 1.00E-07 7.0
9 86 5 96E-08 72
|GSK-1202263 | 987 5 78E-08 72
r2=0.66 (considerando WAY208466 un valor atipico)
1-Boc-piperidina [ 53 14E-06 43
754 2 51E-06 5.6
767 2 40E-06 5.6
917 190 92E-09 67
925 166 75E-09 6.8
926 164 26E-09 6.8
950 108 51E-09 70
9 59 93 83E-09 70
r2=0.62 (considerado AS19 un valor atipico)
I 57 31E.06 42
el 757 2 63E-06 55
898 2 82E-06 55
937 1.34E-06 5.7
1053 18.99E-09 77
-10.70 14 26E-09 78
1072 13 92E-09 79
11.07 7 72E-09 8.1
12,1 1.35E-09 8.9



La posicién de union de ligandos en el complejo de mayor afinidad se
encuentra frecuentemente en el lugar sugerido anteriormente como el sitio de unién
ortostatica para el receptor GPR119 (Figura 16), que interactla con los residuos
clave vinculados a la activacion del receptor; pero en una posicion menos profunda
en el sitio ortostatico para los receptores de serotonina. En el GPR119, las
interacciones de 1-Boc-piperidina se detectaron principalmente con residuos del
tercero al séptimo dominio transmembrana, y en su mayoria fueron Van Der Walls
e interacciones hidrofobicas, con la participacién de los residuos Val85, Trp238,
Phe241, Trp265 (Figura 16A-16B). Estas interacciones también se observaron
utilizando otros compuestos selectivos bien conocidos (DS-8500a, JNJ-38431055 y
Serl70), pero se encontraron interacciones adicionales, como puentes de
hidrégeno, interacciones pi-pi y aquellas que involucran residuos del segundo al
séptimo dominios transmembrana, asi como algunos residuos del segundo bucle
extracelular (Figura 16A, 16C y 16D). Las interacciones fueron limitadas en los
residuos del tercer y quinto dominios transmembrana en los receptores de
serotonina. Estos ensayos in silico sugirieron que 1-Boc-piperidina puede tener una
afinidad baja-moderada con un pKi=5.9 para GPR119 (Tabla 6). Sin embargo, se
estimo una menor afinidad en los receptores de serotonina, pKi=4.3 en 5-HT6 y

pKi=4.2 en los receptores 5-HT7.
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Figura 16. Pose de acoplamiento de tres ligandos en GPR119. Los ligandos superpuestos en el sitio
de union, 1-Boc-piperidina, asi como cuatro residuos conservados en las interacciones son como
enlaces de regaliz, mientras que DS-8500a en bolas rojas y enlaces y JNJ38431055 en bolas grises
y enlaces (A). Detalles de los residuos que interactian para 1-Boc-piperidina (B), DS-8500a (C) y
JNJ-38431055, Serl70 fue omitido para la exposicion de ligando (D) en el GPR119 en el complejo

tedrico de mayor afinidad.

8. Discusiones

8.1 Discusion general

La presente investigacion sugiere que el 1-Boc-piperidina puede generar
efectos terapéuticos Utiles tanto en la prevencion como en el tratamiento de la
obesidad. Otras piperidinas han sido reportadas con un amplio espectro de actividad
biolégica y una posible utilidad farmacolégica contra la obesidad (Anet & Yavari,
1977; Narhe et al.,, 2017). Nuestras simulaciones computacionales sugieren que
dentro de los posibles mecanismos de accién del 1-Boc-piperidina es posible la
participacion del receptor huérfano GPR119. No obstante, otras investigaciones han
reportado que las piperidinas pueden interactuar con otros receptores acoplados a
la proteina G (GPCR) como lo son: colinérgicos (Takahama & Klee, 1990),
cannabinoides (Amato, Manke, et al., 2019; Amato, Wiethe, et al., 2019), para
GABA/glicina (Krogsgaard-Larsen, et al., 1980) y los receptores de serotonina (Brea
et al.,, 2002). La mayoria de estos reportes sugieren que los efectos de las
piperidinas suceden principalmente a nivel neuronal (Browning, Ethel, et al., 1990),

aungue no se puede descartar categéricamente la participacion de otros tejidos.

Dado que el 1-Boc-piperidina se utiliza como precursor de los agonistas
selectivos de GPR119, los cuales se han patentado como posibles agentes anti-
obesidad (PATENT CN201910382406.3A). Esto ultimo, nos condujo a especular
sobre la posible utilidad de esta molécula para prevenir el sobrepeso y la obesidad.

Por lo tanto, evaluamos sus efetos sobre el comportamiento de atracén de alimentos
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hipercaldricos y sobre la ingestion caldrica de animales susceptibles a la obesidad
por dieta de cafeteria. Quisimos estudiar el posible mecanismo de accion del 1-
Boc-piperidina, en particular, la participacion potencial del receptor huérfano
GPR119. Lamentablemente, ya que no existia comercialmente disponible un solo
antagonista para el receptor GPR119 durante el desarrollo de este trabajo,
realizamos una caracterizacion in silico de la capacidad hipotética de nuestra
molécula para interactuar con GPR119 y otros receptores para los cuales el 1-Boc-
piperidina es precursor (i.e., 5-HT6 y 5-HT7). Aunado a esto, estudios previos
mostraron que ciertos farmacos derivados de piperidinas (por ejemplo, SB-649868)
son antagonistas del receptor de orexina (Faedo et al., 2012), por lo cual es
importante destacar que el sistema orexinérgico se encuentra involucrado en gran
medida con la alimentacion y otras funciones cognitivas (Tsujino & Sakurai, 2013).
Por lo tanto, una perspectiva de este trabajo es la evaluacién de los posibles efectos
del 1-Boc-piperidina sobre el sistema orexigénico. Aun cuando los mecanismos de
accion de las piperidinas no se encuentran plenamente establecidos, se han
vinculado con efectos inhibidores de la actividad neuronal (Mishra, et al., 2015) y
efectos ansioliticos (Partyka, et al., 2018). Por tal motivo, decidimos analizar los
efectos potenciales de 1-Boc-piperidina sobre la ansiedad. En su conjunto, nuestros
resultados sugieren que el 1-Boc-piperidina produce efectos ansioliticos y efectos
profilacticos y terapéuticos contra conductas obesogénicas como lo es el atracon de
alimentos y contra la obesidad, respectivamente. Ademas, es posible que en estos

efectos se incluya la participacién del GPR119, mas no asi del 5-HT6 y 5-HT7.

8.2 Posibles efectos profilacticos y seguridad hepatica del 1-Boc-

piperidina

Los resultados sugieren que dosis bajas de 1-Boc-piperidina (es decir, en el
rango de micromoles por kilogramo) pueden evitar el aumento de peso inducido por
el comportamiento de atracén al disminuir la preferencia en la ingestion del alimento
hipercalorico (figuras 8y 9). Estos resultados concuerdan con la hipétesis planteada

y aunque el mecanismo de accién no ha podido ser identificado directamente en
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este trabajo, los efectos que encontramos son compatibles con una posible
regulacion energética y metabdlica similar a la que podria inducir la activacion de
los GPR119 intestinales (Hansen et al., 2012; Li et al., 2018; Ramirez-Orozco et al.,
2019; Zhu, et al., 2013). Los resultados son similares a otras investigaciones clinicas
con el uso de ligandos para GPR119 (Payahoo et al., 2019) utilizando OEA en el
control de la obesidad, (Mandge et al., 2018) y comparando el 2-OG, el aceite de

oliva y un aceite sintético C4, en humanos.

Adicionalmente, se analizaron los niveles de las enzimas hepéticas alanina 'y
aspartato aminotransferasas (como indicadores de la funcionalidad hepética
general), y asi visualizar el posible dafio metabdlico causado por el farmaco y/o el
comportamiento de atracén. Las transaminasas son un grupo de enzimas hepaticas
que se encuentran dentro de la familia de las transferasas (por ejemplo, alanina y
aspartato), que pueden ser alteradas por la estimulacion de distintas hormonas
como cortisol, aldosterona, tiroxina, entre otras, por lo que se ha reportado que altos
niveles de estas enzimas pueden ser relacionados con padecimientos patolégicos
particularmente hepéaticos (Mieli-Vergani et al., 2018; Sookoian & Pirola, 2015). Sin
embargo, en esta investigacion los niveles de estas enzimas fueron normales. Esto
sugiere que no hubo alteraciones funcionales hepéaticas por lo cual no hay sospecha
alguna de dafio hepatico. Recientemente, se ha reportado que el APD668, un
ligando del receptor GPR119 en uso concomitante con linagliptina el cual es un
inhibidor de la Dipeptidil peptidasa-4 (DPP4), previene la escalada de la
esteatohepatitis en ratones con dieta alta en grasa (Bahirat, Shenoy, Talwar, Goel,
& Nemmani, 2018; Bahirat, Talwar, Shenoy, Nemmani, & Goel, 2019), sugiriendo la
activacion de este receptor como hepatoprotector al reducir la dislipidemia. Por otro
lado, se debe admitir que aun no podemos demostrar que el mecanismo de accion
del 1-Boc-piperidina implica a GPR119 ya que un antagonista selectivo aun no esta

disponible comercialmente.

Las personas con sobrepeso u obesidad experimentan frecuentes episodios
de atracén de alimentos hipercal6ricos (Roehrig, et al., 2009); los cuales se suelen

relacionar con la ansiedad por la exposicion al estrés social (Ostrovsky, et al., 2013).
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Es importante destacar que el estrés es capaz de promover el atracon en personas
obesas y no obesas (Klatzkin, et al., 2018). Por lo anterior, el modelo utilizado en la
presente tesis constituye una buena alternativa para entender los fendmenos que
subyacen en los comportamientos obesogénicos inducidos por estrés, asi como el
potencial efecto terapéutico de farmacos que puedan regularla (e.g., 1-Boc-

piperidina).

Bajo nuestras condiciones experimentales, que incluian la exposicién al
estrés de manera aguda, el 1-Boc-piperidina redujo el comportamiento de atracén y
produjo un efecto ansiolitico marcado en comparacién con los grupos de control y
vehiculos (Figuras 9 y 10). Por lo tanto, la interpretacion mas simple de estos
resultados podria ser que los efectos ansioliticos inducidos por 1-Boc-piperidina
pueden estar relacionados, al menos parcialmente, con sus efectos hipofagicos. La
posibilidad anterior puede complementarse con la promocién de la saciedad
inducida por GPR119 y el aspecto heddnico positivo obtenido, logrando una relacion
ansiolisis-hipofagia. Por lo que por un lado se podrian relacionar por ejemplo con el
bloqueo del NPY ya que se ha reportado que su antagonismo y el de los receptores
cannabinoides muestran efectos sinérgicos en la pérdida de masa corporal
(Nguyen, Herzog, & Sainsbury, 2011) conduciendo a una regulacién energética
positiva y mientras la funcion de los receptores 5 y 4 estan involucrados en
respuestas de apetito el 2 esta relacionado con la ansiedad (Chu, et al., 2007; Chu,
et al., 2008; Fyfe, et al., 2008).

Por otro lado, los efectos ansioliticos inducidos por 1-Boc-piperidina parecen
ser similares a los reportados por otro derivado de la piperidina (PZ-1433) que indujo
ansiolisis a través de receptores de serotonina 5-HT7 (Partyka, et al., 2018).
Interesantemente, 1-Boc-piperidina también se utiliza para sintetizar compuestos
que interactian con los receptores de serotonina (por ejemplo, antagonistas
selectivos de la serotonina 5-HT6 (Brea et al., 2002). Es importante destacar, que
los receptores 5-HT6 y 5-HT7 de serotonina estan involucrados en la ansiedad (Brea
et al., 2002; Johnson, Ahmed, & Miller, 2008; Wicke, Haupt, & Bespalov, 2015). Sin

embargo, nuestros resultados de docking desestiman la participacion de los
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receptores de serotonina 5-HT6 y 5-HT7 (Tabla 6) en los efectos del 1-Boc-
piperidina. Por lo tanto, se requieren de mas estudios para confirmar la
farmacologia de 1-Boc-piperidina y otras piperidinas. Por lo pronto, nuestros
resultados constituyen una de las primeras evidencias que sugieren acciones

ansioliticas y anti-obesogénicas a dosis bajas de piperidinas.

8.3 Posibles efectos terapéuticos del 1-Boc-piperidina contra la

obesidad

En la segunda parte de los experimentos, se evaluaron los agonistas 1-Boc
y PEA, ligando no selectivo de GPR119, por separado y en combinacion en un
protocolo de dieta de cafeteria conducido de manera crénica para evaluar su
potencial terapéutico en GPR119, mediante una modalidad crénica c/24h/21dias.
En esta serie de experimentos, también se pudo observar un cambio en el
comportamiento en cuanto a la preferencia del alimento hipercalérico, ocasionando
una disminucién del aumento gradual del peso corporal de las ratas, esto a partir
del inicio con la administracion de los tratamientos (figura 12), sin embargo, en esta
ocasion el tratamiento con palmitoiletanolamida revelé una mayor accion en el
comportamiento disminuyendo la ingesta del alimento chatarra en las ratas (muy
posiblemente mediante el aumento de AMPc¢ mediado por la activacién de adenilato
ciclasa) y ademas no causé cambios negativos en la preferencia del alimento
estandar (figura 13), lo cual pudo haberse ocasionado por los efectos metabdlicos
que se le atribuyen a PEA (es decir: anorexigenos, control de la alimentacion,
memoria, cognitivos, etc.) al interactuar directa o indirectamente con receptores
CB1, CB2, TRPV1, PPAR-a, GPR55 y /0 GPR119 (Marichal, et al., 2016; Ramirez-
Orozco et al., 2019), asi como de sus posibles efectos ansioliticos ya que PEA se
ha mostrado como un posible antidepresivo (De Gregorio et al., 2019), lo que
sugiere que 1-Boc-piperidina muestra mejores resultados en una modalidad aguda
(figuras 8 y 9) y en administraciones preprandiales, lo que habla de la baja
biodisponibilidad de la molécula en un tiempo prolongado, posiblemente mediante

la accion de algun mecanismo ya mencionado.
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De esta manera se sugiere a PEA con mayor potencial terapéutico,
disminuyendo el aumento progresivo de peso corporal, asi como de la preferencia
de la dieta de cafeteria en una modalidad crénica, congruente con lo observado en
(Ramirez-Orozco et al., 2019). Sin embargo, esto no desacredita los resultados
obtenidos del 1-Boc-piperidina, al contrario, ofrece un poco méas de luz a la falta de
caracterizacion de la molécula, por lo cual el presente estudio deberia motivar a mas
trabajos de investigacion que permitan caracterizar mejor el perfil farmacoldogico de
las piperidinas, debido al amplio espectro terapéutico que podrian ofrecer (Anet &
Yavari, 1977). Ademas, el 1-Boc-piperidina arroj6 menores niveles de glucosa e
insulina, esto posiblemente debido a que la recoleccién de muestras se llevo a cabo
24 horas después de la ultima administracion del tratamiento y en un estado de
ayuno, lo que seria congruente en cuanto a lo esperado en la estimulacién del
GPR119 en el control de la glucemia postprandial como se ha propuesto en otros
trabajos (Hansen et al., 2012; Zhu et al., 2013), asi mismo los niveles de glucosa
mostraron resultados muy similares en comparacién con otra investigacién, dénde
(Li et al., 2018) se sugiere que en estado de ayuno al estimular GPR119 se induce
mayor efecto en células alfa que en células beta pancreéticas logrando asi una

contra regulaciéon metabdlica durante el ayuno.

Por otro lado, en cuanto a colesterol y triglicéridos, PEA mostré mayor
actividad al presentar menores niveles de estos lipidos, lo que es congruente con
trabajos anteriores donde PEA vy otros ligandos sintetizados a base de fosfolipidos
de membrana regulan los niveles lipidicos (Pieralice et al., 2019; Stensson et al.,
2018), sugiriendo un mayor efecto de éste en comparacion con 1-Boc-piperidina al

disminuir riesgos de dislipidemia en un modelo cronico.

Por tales motivos se debe incitar a mayor investigacion sobre ligandos
putativos GPR119 para su uso farmacolégico en las comorbilidades de la obesidad,
ya sea solas o0 en combinacion con otros farmacos, gracias a sus posibles beneficios
terapéuticos que podrian proporcionar en conductas y alteraciones asociadas a la
obesidad (Miyata et al., 1980; Takahama & Klee, 1990).
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8.4 Caracterizacion preliminar de los mecanismos de accion del 1-

Boc-piperidina

Debido a la falta de una caracterizacion sobre el mecanismo de accion del 1-
Boc-piperidina, se realiz6é una prueba in silico para observar el grado de afinidad del
ligando al GPR119. Hasta donde sabemos, no hay informes sobre la afinidad tedrica
0 experimental de 1-Boc-piperidina en los receptores GPR119, sin embargo,
nuestros estudios de simulaciéon in silico sugirieron que 1-Boc-piperidina puede
tener una afinidad baja-moderada por GPR119 (pKi=5.9) y una baja afinidad por los
receptores de serotonina 5-HT6 y 5-HT7 (pKi=4.3 y 4.2 respectivamente) (Tabla 6).
Ademas, el farmacéforo de compuestos recientemente reportados con alta
selectividad, potencia y eficacia para GPR119 incluye un grupo arilo, hetero arilo,
pero a menudo pirimidina o piperidina (Neelamkavil et al., 2018; Zhou, Wang,
Zhang, Tang, & Feng, 2019). La postura de unién 1-Boc-piperidina comparte
claramente el sitio de unién de compuestos con accidn bien conocida en este
receptor, y la energia de union estimada es ligeramente mas débil (pKi=5.87) que
la estimada para los ligandos considerados como agentes selectivos y potentes (con
un rango de 5.92 a 7.24). Ademas, de acuerdo con los resultados de nuestras
simulaciones de acoplamiento, 1-Boc-piperidina puede interactuar con los residuos
através de una accion clave en el reconocimiento del ligando y la actividad funcional
de GPR119, sugerida por los ensayos mutacionales reportados. Asi, puede
interactuar con un residuo de Val85 en el tercer dominio aparentemente relacionado
con la actividad basal y la eficacia de los ligandos en el receptor objetivo, y también
interactda con un residuo Phe241, que cuando es cambiado por Ala a través de una
mutacion disminuye la expresion GPR119 en la membrana y su actividad basal. En
este sentido, el 1-Boc-piperidina interactia a través de pi-pi e interacciones
hidrofébicas en un sitio limitado en un extremo por Trp238 y Trp265, un par de
residuos ubicados en el sexto y séptimo dominios transmembranas
respectivamente, del GPR119. Estos residuos estan claramente relacionados con
la potencia de los ligandos en GPR119, ya que su mutacion por Ala disminuy6

drasticamente la potencia de los ligandos (Norn et al., 2015).
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Por lo tanto, podemos sugerir preliminarmente que algunos de los efectos
inducidos por 1-Boc-piperidina pueden involucrar receptores GPR119, sin embargo,
tanto el sitio de unién en los complejos de mayor energia como la afinidad estimada
sugieren un efecto mas débil e insignificante sobre los receptores de serotonina 5-
HT6 y 5-HT7. Ademas, como ya se mencion0, los agonistas GPR119 fueron
patentados como farmacos anti-obesidad (PATENT CN201910382406.3A), un
hecho que coincide con nuestros resultados en conjunto con los ya reportados
apoya la hipétesis de que los receptores GPR119 estan involucrados en los efectos
inhibitorios de 1-Boc-piperidina en el comportamiento de atracdén. Al menos un
ensayo clinico sugiere efectos bioldgicos similares en humanos inducidos por la

accion agonista del 2-oleil glicerol en GPR119 (Hansen, et al., 2011).

8.5 “Consideraciones finales y perspectivas”

Claramente se necesitan mas experimentos para analizar tanto los
mecanismos de accion como los efectos agudos y crénicos inducidos por 1-Boc-
piperidina. Si bien es cierto que nuestros ensayos in silico sugieren un efecto
insignificante de 1-Boc-piperidina en los receptores de serotonina (Tabla 6). Sin
embargo, ya que estos estudios preliminares no son concluyentes, la posible
participacion de los receptores de serotonina en los mecanismos de accién de 1-

Boc-piperidina no puede descartarse categéricamente.

Como nuestros ensayos in silico sugieren que 1-Boc-piperidina puede
interactuar como un agonista débil-moderado de GPR119, es posible que el efecto
anoréxico de este compuesto haya sido a través de promover la saciedad. En apoyo
de esta sugerencia, se ha descrito que la estimulacion de GPR119 induce hipofagia
a través de vias dependientes de la insulina (Chu, et al., 2007; Chu, et al., 2008;
Fyfe, et al., 2008). Claramente, se han propuesto otras piperidinas para modular los
receptores colinérgicos (Takahama & Klee, 1990), cannbinérgicos (Amato, Manke,
et al., 2019; Amato, Wiethe, et al., 2019), GABAérgicos y glicinérgicos (Krogsgaard-
Larsen, et al., 1980). Por otra parte, otro derivado de piperidina como el SB-649868,
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fue reportado como un antagonista para el receptor de orexina (Faedo et al., 2012),
gue ha sido involucrado en la alimentacion y otras funciones cognitivas (Tsujino &
Sakurai, 2013). Por lo tanto, el mecanismo de accion de 1-Boc-piperidina para
producir efectos ansioliticos y la inhibicién del comportamiento de atracén contintan
siendo investigados. Sin embargo, y hasta donde sabemos, los presentes
resultados sugieren una accion terapéutica potencial de dosis bajas de piperidinas
contra el sobrepeso y la ansiedad y creemos que estos hallazgos deben son los
suficientemente sugerentes para motivar mas investigaciones en este campo del

conocimiento.

9. Conclusién

En su conjunto, nuestros resultados sugieren que 1-Boc-piperidina puede ser
una molécula util para prevenir el atracén de alimentos y tratar la obesidad inducida
por la dieta de cafeteria. Dichos efectos protectores parecen involucrar efectos
ansioliticos a través de mecanismos que requieren ser estudiados mas

profundamente.

Aungue los mecanismos de accion del 1-Boc-piperidina para prevenir el
sobrepeso requieren ser corroborados, nuestro andlisis in silico sugiere una posible
participacion del receptor huérfano GPR119, pero no de los receptores 5HT-6 y
5HT-7.

10. Glosario

++ 1-Boc-piperidina: 1-Boc-piperidina-4-carboxaldehido; presunto agonista de
GPR1109.

% 1-OG: 1-oleoil-glicerol; fosfolipido de membrana agonista endocannabinoide.

s 2-AG: 2-araquidonilglicerol agonista endégeno de receptores CB1 y CB2.

% 2-0OG: 2-oleoilglicerol agonista endégeno de GPR119.

s 5-HT6: receptor de serotoninérgico.

s 5-HT7: receptor de serotoninérgico.

% AACE: Organizacion Estadounidense de Endocrinélogos Clinicos.
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AEA: araquidonil etanolamida o anandamida endocannabinoide de CB1 y
CB2.

AGAH: enzima acido graso amido hidrolasa.

AgRP: polipéptido relacionado con la proteina agouti.

AHA: American Heart Association por sus siglas en inglés.

AMPc: adenosin monofosfato ciclico.

ANOVA: andlisis de varianza para comparar multiples medias.

ARC: nucleo arqueado del hipotalamo.

ATP: adenosin trifosfato.

ATPIII: Adult Treatment Panel Ill por sus siglas en inglés.

CART: transcriptor regulado por cocaina y anfetamina.

CB1, CB2: receptores cannabinoides 1y 2.

CPF: corteza prefrontal.

CRH: Hormona liberadora de corticotropina.

DMT2: diabetes mellitus tipo 2.

DPP4: dipeptidil peptidasa 4; enzima que hidroliza al GLP-1.

ECV: enfermedad cerebro vascular.

EGIR: Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina.
EHGNA: enfermedad de higado graso no alcohdlico o esteatosis hepatica.
EPM: paradigma del laberinto en cruz elevado.

FDA: food and drug administration.

GABA: acido y-aminobutirico; neurotransmisor inhibidor principal del SNC.
GH: hormona del crecimiento.

GHS-R: receptor secretagogo de la hormona del crecimiento.

GIP: péptido insulinotropico dependiente de glucosa o péptido inhibidor
gastrico.

GLP-1: péptido similar al glucagén — 1, hormona intestinal.

GLUT4: proteina transportadora de glucosa — 4 al interior de la célula,
regulada por insulina.

GPCRs: familia de receptores acoplados a una proteina G.

GPR119: receptor acoplado a una proteina G 119.
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HDL: lipoproteinas de alta densidad por sus siglas en inglés.

HL: hipotalamo lateral.

HPA: eje hipotalamico-hipofisiario -adrenal.

HSL: lipasa sensible a las hormonas.

IDF: Fundacion internacional de diabetes.

IMC: indice de masa corporal.

In silico: pruebas de simulaciones o repeticiones en computadora.
INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.

RI: resistencia a la insulina.

IUPHAR: Unidn internacional de farmacologia por sus siglas en inglés.
JAK-STAT: sistema de vias de sefializacion involucrado en procesos como
apoptosis, mitosis, etc.

LDL: lipoproteinas de baja densidad (por sus siglas en ingles).

LHA: ndcleo lateral del hipotalamo.

MAGL: enzima monoacilglicerol lipasa.

MC3,4: receptores de melanocortina 3 y 4.

MSH: hormona a-melanocitica.

NAc: nacleo accumbens.

NAFLD: enfermedad de higado graso no alcohdlico (por sus siglas en inglés).
NIH: Instituto nacional de salud (por sus siglas en inglés).

NPY: neuro péptido Y.

NTS: nacleo del tracto solitario.

ObRb: receptor de leptina.

OEA: oleoil etanolamina.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PA: perimetro abdominal.

PBS: buffer de fosfatos.

PEA: palmitoil etanolamina.

POMC: sistema propiomelanocortina precursor de hormonas y proteinas.
PPARa: Receptores activados por proliferadores peroxisomales.

PVN: nucleo ventricular hipotalamico.
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% PYY: péptido YY relacionado con efectos anorexinérgicos.

% RCC: relacion cintura cadera.

% SEC: sistema endocannabinoide.

% SEM: error estandar de la media.

% SM: sindrome metabadlico.

% SNC: sistema nervioso central.

% SNP: sistema nervioso periférico.

% TG: triglicéridos.

« THC: tetrahidrocannabinol.

% TNFa: factor necrético tumoral a.

s TRPVL1: receptor de potencial transitorio vaniloide tipo 1 por sus siglas en
inglés.

% TSH: hormona estimulante de la tiroides.

¢ VMH: nucleo hipotaldmico ventromedial.

s VTA: area tegmental ventral.

% WAT: tejido adiposo blanco por sus siglas en inglés.

11. Perspectivas

Dentro de mis perspectivas puedo decir me gustaria seguir con un doctorado
en investigacion en la UAA en el mismo laboratorio que me encuentro, y de ésta
manera continuar con la experimentacion de: 1) Realizar estudios histologicos para
corroborar el posible dafio hepatico causado por el 1-Boc-piperidina o algun otro
ligando de GPR119, 2) Realizar analisis de glucosa e insulina en un modelo agudo
(atracén de alimentos) y asi corroborar si realmente el 1-Boc-piperidina estimula la
liberacion de insulina mediante la activacion del GPR119 y 3) Realizar un modelado
in silico del receptor 5HT6 serotoninérgico y observar la posible afinidad del 1-Boc-
piperidina. Durante el proceso una de mis ambiciones es contar con un buen nimero

de publicaciones al momento de llegar al posdoctoral.
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