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1.RESUMEN/ ABSTRACT

The Metabolic Syndrome (MetS) is a group of disorders constituted by obesity of central
distribution, dyslipidemia, increase in blood pressure, hyperglycemia and insulin resistance.
Since lifestyle and genes are key in its development, in order to avoid MetS it is
recommended to combine a healthy lifestyle through a correct diet and aerobic exercise. The
serum and glucocorticoid-inducible kinase 1 (SGK1) would be involved in MetS
development. This kinase expression is regulated by hormones such as gluco- and mineralo-
corticoids and, at the transcriptional level, by osmotic and glucose changes. Previous data
published by my supervisors have shown as SGK1 overexpression in a model of laboratory
mice (B6.Tg.sgk1) is able to reproduce MetS. As there are differences in age and prevalence
between sexes in humans, it suggests that sexual hormones may play an important role in
MetS causes and/or development, the aims of this project are A) to review the state of the art
something to do with the implications of sexual hormones in MetS, B) to elaborate an
experimental design in order to research if sexual hormones are able to modify some well-
known parameters related to MetS. To this purpose, we propose to study in two strains of
adult laboratory mice (Wild type, WT, and transgenic one overactivated for SGK1,
B6.Tg.sgkl) which will be grouped by sexes and fed under a high and low fat diet,
respectively, and treated with three different dosage of EMD63863 (inhibitor of SGK1
activity). In order to expanding the level of knowledges on sexual hormones and MetS, we
propose a similar pattern design using human as experimental subjects.
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2. PALABRAS CLAVE Y ABREVIATURAS

ALAD: Asociacion Latinoamericana de Diabetes.

AGL: Acidos Grasos Libres.

AMR: Antagonista de Receptor de Mineralocorticoides.

ATP IlI: Adult Treatment Panel I11.

B6.Tg. sgkl: Ratones transgénicos sobreactivados para SGK1.

c-HDL.: Lipoproteinas de Alta Densidad (High Density Lipoprotein- Cholesterol).

CHPSNE: Control Hypertension and other risk factors to Prevent Stroke with Nutrition
Education.

CIMA: Centro de Informacion Online de Medicamentos de la AEMPS (Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios).

DAG: Dieta Alta en Grasa.

DBG: Dieta Baja en Grasa.

ECV: Enfermedad Cardiovascular.

ENPE: Estudio Nutricional de la Poblacion Espafiola.

ENRICA: Estudio de Nutricién y Riesgo Cardiovascular.

GTT: Test de Tolerancia a la Glucosa (Glucose Tolerance Test).

HTA: Hipertensién Arterial.

HGNA: Higado Graso No Alcohdlico.

IDF: International Diabetes Federation.

IMC: indice de Masa Corporal (indice de Quetelet).

ITT: Test de Tolerancia a la Insulina (Insuline Tolerance Test).

LDL: Lipoproteinas de Baja Densidad (Low Density Lipoprotein- Cholesterol).

MetS: Sindrome Metabdlico (Metabolic syndrome).

MORGAM: Monica, Risk, Genetics, Archiving and Monograph.

MR: Receptor de Mineralocorticoides.

SGK1: Quinasa Regulada por Suero y Glucocorticoides 1 (Serum and Glucocorticoid-
regulated Kinasa 1).

SGLT2: co-Transportador de Sodio-Glucosa tipo 2.

TRH: Terapia de Reemplazo Hormonal.

VLDL.: Lipoproteina de muy baja densidad (Very Low Density Lipoprotein).
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3. INTRODUCCION

El metabolismo se encarga de regular los procesos bioquimico-fisioldégicos que ocurren tras
la ingestién de los nutrientes (carbohidratos, proteinas y lipidos), encargandose de su
combustidn para obtener la energia necesaria para la vida. Los carbohidratos, principalmente
glucosa en humanos, suponen la principal fuente de energia celular. La regulacién del
metabolismo es ejercida por hormonas como el glucagon y la insulina. Aumentos de la
glucemia estimulan la secrecion de insulina, hormona hipoglucemiante, mientras que la
reduccion de la glucemia inducen la secrecién de glucagdn, hormona hiperglucemiante

[1][2].

La mayor reserva de energia metabodlica esta en el tejido adiposo, en forma de triglicéridos,
los cuales se sintetizan por estimulo de la insulina. En ayuno se metabolizan a acidos grasos
libres (AGL) que son transportados a diversas partes del organismo, donde son oxidados para
obtener energia. Su almacenamiento y metabolizacion es regulado por varias hormonas
(catecolaminas, insulina, glucagdn, hormonas tiroideas y hormona de crecimiento) y por la
actividad fisica. Aumentos de la concentracion de lipidos, particularmente colesterol,
favorecen las dislipemias lo cual aumenta el riesgo de ateroesclerosis, sobre todo en pacientes
diabéticos [1][2].

Obesidad
abdominal

Adiposidad
visceral

Hipercolesterolemia

Hipertension

_ Hiperinsulinemia
arterial

Hiperglicemia

Figura 1: Signos y sintomas de MetS. (Modificado de Lizarzaburu Robles JC, 2013) [3][4].

El sindrome metabdlico (MetS) es un conjunto de alteraciones (figura 1) que cursa con
obesidad abdominal, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia (con disminucion de c-HDL),
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resistencia a la insulina, hiperinsulinemia e hiperglicemia, ademas de hipertension arterial
(HTA). El diagnostico de cada entidad nosoldgica se realiza segun criterios definidos por
organismos como International Diabetes Federation (IDF), Adult Treatment Panel 111 (ATP
I11) [5] o la Asociacién Latinoamericana de Diabetes (ALAD) [4] (tabla 1). Para diagnosticar
MetS deben coincidir, al menos, tres de las entidades mencionadas [3][4]. La genética, la

obesidad, la dieta y el sedentarismo son factores predisponentes del MetS.

Componentes

ALAD

IDF

ATPIII

Obesidad abdominal

Perimetro de cintura
> 94 ¢m en hombres y

> 88 cm en mujeres.

Perimetro de cintura
= 90 cm en hombres y

> 80 cm en mujeres

Perimetro de cintura

> 102 cm en hombres
(para hispanos >
94cm) y

mujeres (o en
tratamiento con efecto
sobre c- HDL).

mujeres (o en
tratamiento con efecto
sobre c- HDL).

(para Asiay
Latinoameérica). > 88 cm en mujeres
(para Asia y
Latinoam¢rica).
Triglicéridos altos > 150 mg/dL (o en > 150 mg/dL (o en > 150 mg/dL (o en
trata miento trata miento trata miento
hipolipemiante hipolipemiante hipolipemiante
especifico). especifico). especifico).
c- HDL bajo <40 mg/ dL en <40 mg/ dL en <40 mg/ dL en
hombres o hombres o hombres o
<50mg/ dL en < 50 mg/ dL en <50mg/dL en

mujeres (o en
tratamiento con efecto
sobre c- HDL).

Presion arterial
elevada

PAS = 130 mmHg y/o
PAD > 85 mmHg

O en tratamiento
antihipertensivo.

PAS = 130 mmHg y/o
PAD > 85 mmHg

O en tratamiento
antihipertensivo.

PAS = 130 mmHg y/o
PAD > 85 mmHg.

Alteracion en la

Glucemia anormal en

Glucemia en ayunas >

Glucemia en ayunas >

2 de los 4 restantes.

2 de los 4 restantes

regulacion de la ayunas, intolerancia a 100 mg/dLo D 2 100 mg/dL o en
glucosa la glucosa, o diabetes. diagnosticada tratamiento para
previamente. glucemia glucemia elevada.
elevada.
Diagnéstico Obesidad abdominal + | Obesidad abdominal + 3 de los 5 criterios

descritos

Tabla 1. Criterios para el diagnéstico de MetS (Modificado de Lizarzaburu Robles JC, 2013 y
Bastarrachea LA et al, 2010) [4][5].
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3.1. FISIOPATOLOGIAY TRATAMIENTO DE MetS

El MetS condiciona diversas alteraciones metabdlicas que constituyen un factor de riesgo
para desarrollar, entre otras patologias, enfermedad cardiovascular, diabetes e higado graso
no alcohélico (HGNA) [6].

El aumento del consumo calérico incrementa la incidencia del MetS. También se implica a
genes que codifican proteinas relacionadas con la sintesis y degradacion de triglicéridos y/o
genes involucrados en la proliferacion y diferenciacion de adipocitos en la fisiopatologia del
MetS [7].

La obesidad abdominal provoca hiperplasia de los adipocitos lo cual genera resistencia de los
receptores de insulina, causando hiperglucemia [6]. El indice de Quetelet [indice de Masa

_Pesokg)  _ ostaplece 3

Altura (m)2

rangos en funcion del valor de IMC (tabla 2) [8][9][10]. En obesos el tejido adiposo
abdominal tiene actividad lipolitica elevada, induciendo aumento de &cidos grasos libres en
plasma y de los sustratos para la sintesis hepética de lipoproteinas de baja (LDL) y de muy
baja densidad (VLDL), que genera una dislipidemia aterogénica. Ademas, con la obesidad, la
gluconeogénesis no se inhibe, mientras que en el musculo disminuye la captacion de glucosa,
causando hiperglucemia y la consecuente secrecion de insulina [7].

Corporal, IMC] — que se calcula mediante la formula IMC =

IMC (Kg/ m?) RANGO
18.5- 25 Normal
25-29.9 Sobrepeso.

30 Obesidad.

Tabla 2. Rangos de IMC [8].

El elevado indice aterogénico implica riesgo cardiovascular y el incremento de triglicéridos
puede dar lugar al desarrollo de HGNA, que se asocia a resistencia a la insulina y, por tanto, a
hiperinsulinemia. Como consecuencia, la enzima lipasa sensible a hormona estimula la
lipolisis en el tejido adiposo y, consecuentemente, aumento de la concentracion plasmatica de
AGL. Un segundo impacto se produce por estrés oxidativo en el higado y la induccion de
respuesta inflamatoria. Asi, los radicales libres de oxigeno inducen, en las células de Kupffer
y en los hepatocitos, la sintesis de citosinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) - que activa la via de la caspasa causando apoptosis de los hepatocitos -,
el factor de crecimiento transformante 1 (TGF-1) - que activa la sintesis de colageno e
Interleucina-8 (IL-8), un potente quimiotactico de neutréfilos -. En la fisiopatologia del
HGNA también TNF-o se relaciona con la obesidad por el aumento de la expresion del
receptor de LDL vy, por tanto, el acimulo de colesterol en los hepatocitos. Por todo ello, la
regulacion de la liberacion de insulina y el estrés oxidativo pueden representar un objetivo
terapéutico en el MetS [11].
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Existen diferentes enfoques terapéuticos para el MetS y sus patologias asociadas. En
cualquiera de esos tratamientos, la modificacion del estilo de vida (dieta y actividad fisica)
son factores esenciales. La dieta - adaptada a la edad, género, estado metabdlico, situacion
economica y disponibilidad de alimentos de cada paciente [5] -, debe reducir el aporte
calérico y suministrar una dieta equilibrada (legumbres, frutas, verduras, granos enteros,
pescado y productos lacteos bajos en grasa). La actividad fisica aerdbica prescrita
gradualmente, asociada a la dieta, mejoran los signos y sintomas del MetS [5] [12].

Si la modificacion del estilo de vida no resulta efectiva, entonces se tratan las patologias
asociadas. La Metformina es una biguanida utilizada tanto en monoterapia como en
combinacion con otros farmacos para tratar la Diabetes Mellitus tipo 2 [13], que aumenta la
sensibilidad de los tejidos periféricos a la accién de la insulina, por estimulacion de los
transportadores de glucosa (GLUT), incrementando la captacion y utilizacion de glucosa en
el masculo; en el higado, inhibe la glucogenolisis y la gluconeogénesis [11] [14]. La
asociacion de Metformina con otros antidiabéticos orales como Glitazona (Pioglitazona) e
inhibidores del co-transportador de sodio y glucosa tipo 2 (SGLT2), disminuyen el riesgo de
hipoglucemia (efecto secundario en la monoterapia). Ademas, la terapia con Metformina
reduce el peso [15]. Por otra parte, los farmacos que actian como inhibidores de SGLT2
(Dapagliflozina, Canagliflozina, Empagliflozina y Ertugliflozina), reducen la HTA vy
disminuyen la mortalidad cardiovascular [16]. Por ultimo, la Pioglitazona, en combinacion
con Vitamina E, se utiliza en el tratamiento del HGNA asociado a MetS porque disminuye la
esteatosis hepatica y la inflamacion lobulillar [17].

La aldosterona actlia a través del receptor de mineralocorticoides (MR) [18] [19]. Una diana
de MR es la quinasa regulada por suero y glucocorticoides 1 (SGK1), proteina presente en la
mayoria de las células del organismo cuya expresion génica esta regulada por aldosterona,
glucocorticoides y glucosa [20]. SGK1 estimula la captacion celular de glucosa y la glucolisis
aportando asi energia metabdlica [21]. Una publicacion de mis supervisores, realizada en
ratones, relaciona la sobreexpresion de SGK1 con obesidad, dislipidemia, hiperinsulinemia,
intolerancia a la glucosa y a la insulina, asi como con HTA e HGNA, es decir, con los
factores determinantes de MetS [20].

Para tratar el MetS podrian utilizarse antagonistas del receptor de mineralocorticoides (AMR)
como la Eplerenona y la Espironolactona. La Eplerenona actua sobre el tdbulo distal renal
provocando natriuresis y reduccion de la kaliuria. La Espironolactona es un diurético
ahorrador de potasio que provoca excrecion de sodio, cloro y agua, ademas de disminucién
de la eliminacion de potasio. Como efecto secundario, la Espironolactona puede provocar
ginecomastia e impotencia en hombres y trastorno del ciclo menstrual en mujeres, debido a
su afinidad por los receptores de andrdgenos y progestagenos [22] [23] [24].

La terapia de reemplazo hormonal (TRH) se ha sugerido en mujeres postmenopausicas que
padecen MetS, administrando estrdgenos por via oral con o sin progestageno. Ese tratamiento
reduce la glucemia e insulinemia en ayunas y, por tanto, la posibilidad de padecer diabetes.
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Las mujeres con TRH muestran menor incidencia de hipercolesterolemia que las no tratadas.
Ademas, valores de presion arterial sistélica superior a 90 mmHg es superior en mujeres
diagnosticadas de MetS sin TRH que en mujeres tratadas [7][25].

3.2 PREVALENCIA DE MetS

El MetS es uno de los grandes problemas sanitarios actuales, puesto que el 20-30% de la
poblacion mundial adulta la padece [26]. La edad a la que se diagnostica ha descendido,
considerandose grupo de riesgo los jévenes de 30-35 afios [4]. El estudio Control
Hypertension and other risk factors to Prevent Stroke with Nutrition Education (CHPSNE)
realizado en China, asi como el estudio MORGAM (Monica, Risk, Genetics, Archiving and
Monograph) en Europa, han mostrado que la prevalencia de MetS es superior en hombres
menores de 50 afios, mientras que en edades superiores la prevalencia es mayor en mujeres
[27]. En Corea del Sur, el 32.9% de las mujeres y el 29% de los hombres padecen MetS [26].
Por otra parte, la prevalencia en mujeres mejicanas postmenopausicas (50-59 afios) es del
35% [25].

El 40% de la poblacion mundial adulta (aproximadamente 1.900 millones) padece sobrepeso,
alcanzando parametros de obesidad (IMC>30) el 13% de ella [28]. Un estudio realizado en
europeos entre 18 y 80 afios, ha mostrado distinta prevalencia en funcion de la edad y de la
nacionalidad (tabla 3) [29].

RANGO LOCALIZACION EUROPEA

IMC > 30 Kg/m? Italia (Tirol): 11.6%
Alemania (Augsburgo): 26.3%

OBESOS con MetS Italia: 42.7%
Finlandia: 78.2%

OBESOS METABOLICAMENTE Reino Unido: 28% mujeres; 19% hombres.
SANOS Finlandia: 7% mujeres; 2% hombres.

Tabla 3. Prevalencia de MetS y obesidad en Europa [29].

En Espafa, las cifras de sobrepeso (39.3%) y obesidad (21.6%) son alarmantes, segun el
Estudio Nutricional de la Poblacién Espafiola (ENPE) [30]. El Estudio de Nutricion y Riesgo
Cardiovascular (ENRICA) muestra diferente prevalencia entre mujeres y hombres espafioles
en funcion del IMC y de la edad (tabla 4) [31].
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MetS MUJERES HOMBRES
IMC<25 3% 4.8%
IMC=>30 44.5% 60.4%

45-65 ANOS 24.8% 36.2%
>65 ANOS 44.5% 39.5%

Tabla 4. Prevalencia de MetS en funcion del IMC, género y edad [31].

Segun el estudio DARIOS (tabla 5) [32], la obesidad (factor de riesgo para desarrollar MetS)
en Canarias, es mayor en todos los grupos de edad estudiados comparando con el resto de

Espafia.

Obesidad Canarias Espana
35-44 afios 22.3% 16.7%
45-54 anos 38.1% 25.5%
55-64 afios 43.5% 34.0%
65-74 afios 33.3% 36.9%

Tabla 5. Obesidad en Canarias y Esparia en funcion de grupos de edad [32].

También, existe mayor prevalencia de MetS en Canarias, siendo mayor a cualquier edad [32],
con diferencias entre hombres y mujeres, segun los criterios de la ATPIII (tabla 6) [33].

MetS HOMBRES MUIJERES
18-30 afios 7% 5%
>30-45 anos 20% 14%
>45-65 afios 36% 41%
>65 anos 50% 51%

Tabla 6. Prevalencia de MetS en Canarias en funcién de género y edad, segun criterios ATPIII
[33].

Un estudio realizado por el Hospital Universitario de Canarias (Tenerife) y el Hospital
Insular Nuestra Sefiora de los Reyes (EI Hierro), mostré que el 22.3% de la poblacion herrefia
es mayor de 65 afios, y que el 80.3% de la muestra estudiada cumple con 3 0 mas criterios de

MetS (tabla 7) [34].
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EDAD MetS
<61 afios 74.3%
61-72 afios 80.7%
>72 afos 86.6%

Tabla 7. Prevalencia de MetS en El Hierro [34].

Por su parte, en el analisis sindromico por sexo (tabla 8) mostr6 diferencias en hipertension

arterial, obesidad y concentracion plasmatica de c-HDL [34].

MUIJERES HOMBRES
Hipertension arterial 92.1% 82.6%
Obesidad 75.6% 46.5%
c-HDL 49.6% 36.6%

Tabla 8. Complicaciones de MetS en El Hierro [34].
3.3 DIMORFISMO SEXUAL

La incidencia de determinadas patologias es distinta en machos y hembras de diferentes
especies animales: el carcinoma hepatocelular ocurre con mayor frecuencia en hombres [35],
mientras que la hipertension pulmonar se da con mayor frecuencia en ratones hembras [36].

En mujeres postmenopausicas, la disminucion de la sintesis y secrecion de estrégenos se
relaciona con predisposicion a la aterosclerosis, disminucion de la apoptosis en las celulas
endoteliales y aumento de la resistencia a la insulina, asi como con la disminucion de LDL
plasmatico al endotelio, la disminucién de la adhesién de monocitos asi como con la
respuesta quimiotactica de los monocitos y la proliferacion de células musculares lisas [37].
El papel de las hormonas sexuales en la relajacion vascular dependiente del endotelio y la
inhibicién de los mecanismos de contraccion del musculo liso vascular, pueden generar
diferencias sexuales en el tono vascular [7]. La enfermedad cardiovascular (ECV) - primera
causa de muerte en paises occidentales — es desarrollada en mujeres 10 afios después que los
varones, con un aumento notable un afio después de la menopausia [25].

De la revision realizada en esta memoria se desprende que la incidencia de MetS es alta en el
mundo [38], existiendo diferencias geograficas [39], asi como entre edades, dieta y actividad
fisica [5]. Ademés, la prevalencia de los sindromes que conforman el MetS es diferente entre
hombres y mujeres [26], sin que se hayan comunicado evidencias contundentes sobre qué
papel ejercen las hormonas sexuales en la causa y/o el desarrollo de MetS.

10|Pagina



La importancia de conocer detalles sobre los asuntos planteados tiene doble interés:
profundizar en el conocimiento de una enfermedad de alta incidencia mundial y, como
consecuencia, posibilitar el desarrollo de terapias especificas dependiendo del estado

hormonal del paciente [25].
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4. HIPOTESIS

Las hormonas sexuales estan implicadas en la (s) causa (s) y/o el desarrollo del Sindrome
Metabolico (MetS).

5. OBJETIVOS

1) Revisar el estado del conocimiento sobre las posibles implicaciones de las hormonas
sexuales (estrogenos, progestagenos, andrégenos) en el desarrollo de MetS.

2) Hacer un disefio experimental para estudiar efectos de las hormonas sexuales sobre
parametros establecidos de MetS.

3) Aprender a escribir y comunicar resultados de un trabajo cientifico basado en la
experiencia de un grupo de investigacion.

6. METODOLOGIA

6.1 BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

. ial obtenido de i

e Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/): Palabra clave inicial: “metabolic

syndrome”. Palabras clave secundarias: ‘“metabolic syndrome” AND “sexual
dimorphism”; “Spain”, “Prevalence”, “Metabolic Syndrome”; “SGLT2”; “Metabolic
syndrome” AND “Canary island” AND “Prevalence”.

e Punto Q (https://www.ull.es/servicios/biblioteca/servicios/puntog/): Palabra clave:

“dimorfismo sexual”.

e Google Scholar (https://scholar.google.es/): Palabras clave: “sindrome metabolico

bh 13 2 (13

prevalencia”, “activacion del enzima SGK1 en el sindrome metabdlico”, “indice de
Quetelet”, “tratamiento sindrome metabdlico”.

e CIMA (Centro de Informacién online de Medicamentos de la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios)
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https://scholar.google.es/

(https://cima.aemps.es/cima/publico/home.html): - “Espironolactona”, “Eplerenona”,

“Metformina”.
. TEG i0s. tutelad la Dra. Vel |Dr. H “nd

e Cardenes Brito R. Sindrome metabdlico y actividad del receptor de
mineralocorticoides. Trabajo Fin de Grado, Universidad de La Laguna; 2017.

e Martin Sanchez Y. Busqueda de farmacos para el tratamiento del Sindrome
Metabdlico asociado a la actividad del receptor de mineralocorticoides. Trabajo Fin
de Grado, Universidad de La Laguna; 2018.

6.2 DISENO EXPERIMENTAL

Basado en un trabajo previo de los tutores de este TFG que estudio la influencia de SGK1 en
el MetS, en ratones machos [20], se compararan machos y hembras de la misma especie
animal. Para profundizar sobre el papel de la enzima SGK1 en la génesis y/o desarrollo de
MetS, se plantea tratar a animales de ambos géneros con un inhibidor de SGK1 [40]. Por
ualtimo, se propone ampliar el disefio experimental animal (F1) con uno en humanos (F2).

o : |

Animales de 12 semanas de edad, seran estabulados segln la regulaciones espafiolas y
europeas al respecto (RD53/ 2013 y 2010/63 EU), a una temperatura 22 +/- 2°C, sometidos a
un ciclo L:O (14:10), aclimatandose a las condiciones citadas (4-7 dias) antes de comenzar
los experimentos. Tanto los animales control (WT) como los sobreactivados para SGK1
(B6.Tg.SgK1), se agrupardn en machos y hembras (figura 2), estando éstas en la fase de
diestro 2 de su ciclo estral [41].
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RATON

WT B6.Tg.Sgkl

| | [ 1

MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS

Figura 2. Disefio Experimental F1 [20].

Con esa distribucion inicial, se estableceran dos grupos de animales:

A) Disefio F1 A: Recibiran dieta baja en grasas (DBG) o dieta alta en grasas (DAG)
durante 6 semanas [20]; la composicion porcentual de las dietas estan en la figura 3.

DIETA

DAG:
60% calorias,
34.9% lipidos,
26.3% carbohidratos

y
26.2% proteinas

13% calorias,
4% lipidos,
66% carbohidratos

y
14.3% proteinas

/ N /

|
6 SEMANAS

Figura 3. Composicion de las dietas a administrar [20].

B) Disefio F1 B: Un segundo grupo de animales, que recibiran DAG durante 6 semanas,
se trataran con el inhibidor de SGK1 (EMD638683), o su vehiculo, durante 4 semanas
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por via intraperitoneal. Ya que la 1Cso es 3.35 uM, se administrarén 3 dosis (1, 3y 10
uM) [1][40] (figura 4).

RATON
DAG
6 SEMANAS

N ~

EMD638683
. Dosis 1=1uM
- VEHICULO i
4 SEMANAS Dosis 2= 3.5uM
Dosis 3= 10uM
LN

Figura 4. Disefio experimental F1 B [1] [40].
6.2.2 Disefio experimental F2

Basados en un experimento previo [30] - contando con el consentimiento expreso de todos/as
los/las participantes y previa obtencion de la pertinente autorizacion por el Comité Etico de
Investigacion que corresponda- se realizara un estudio doble ciego tratando con EMD638683
durante 8 semanas. Esto es, los individuos experimentales seran distribuidos en grupos, por
intervalos de edad y sexo, sin que sepan qué tipo de tratamiento van a recibir; ademas, los
tratamientos, o su vehiculo, seran distribuidos entre los/as participantes por personas que no
conocen su composicion. Una vez se conozca la ICso para humanos, se administraran 3 dosis:
la mitad de ICso (dosis 1), ICso (dosis 2) y el doble de ICso (dosis 3). Ver esquema
experimental en la tabla 9.
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<25 afios
25-34 afios
/ PLACEBO
HOMBRES \ DOSIS 1
35-44 afios < EMDE38683 DOSIS 2
MUIJERES DOSIS 3
45-54 afios
>55 afios
L Y )
8 SEMANAS

Tabla 9. Disefio experimental F2. Para simplificar se muestra en un solo grupo [30].
6.2.3 VARIABLES A DETERMINAR:
Todos los pardmetros se medirén en los siguientes tiempos:

- Disefio F1 A.- TO= Pre-ensayo, T1= Final del ensayo (6 semanas), en ayunas y en
estado postpandrial.

- Disefio F1 B.- TO= Pre-ensayo, T1= Mitad del ensayo (6 semanas), T2= Final del
ensayo (12 semanas), en ayunas Yy en estado postpandrial.

- Disefio F2.- TO= Pre-ensayo, T1= Mitad del ensayo (4 semanas), T2= Final del
ensayo (8 semanas), en ayunas y en estado postpandrial.

e INSULINEMIA: Cuantificacion de la concentracion plasmética de insulina con un kit
comercial de ELISA (Mercodia) en los puntos 0, 30 y 120 min del test de tolerancia a
glucosa [1][20].

e TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (GTT): Tras ayuno durante 16 horas y

la administracion de glucosa en bolus (29/Kg de peso), se tomaran muestras a 0
(glucemia en ayunas), 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos post bolus, para determinar la
glucemia mediante un glucémetro comercial [1][20].

16| Pagina



TEST DE TOLERANCIA A LA INSULINA (ITT): Tras administracion de insulina
(0.75 U/Kg de peso) se medira la glucemia a 0 (glucemia en no ayunas), 15, 30, 45,

60 y 90 minutos post administracion [1][20].

DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL:

o Para el disefio experimental F1: Tras habituacion de los animales (5 dias), la
presion arterial se determinard mediante un sistema no invasivo
[pletismografia (PanLab) poniendo un manguito en la vena de la cola (tail
cuff)]. Medida en el periodo de 10:00 a 11:00 am, a intervalos de 20 minutos,
usando el software SeDaCom 2.0 [1][20].

o Para el disefio experimental F2: Tras 10 minutos de habituacion (habitacion en
silencio y persona en decubito supino), la tension arterial se tomara con un
tensiometro comercial de mercurio, en el periodo de 10:00 a 11:00 am,
anotando 3 medidas en un intervalo de 15 minutos, durante 7 dias
consecutivos.

NIVELES DE EXPRESION DE SGK1: Se analizaran los niveles de expresion
protéica de SGK1 en distintos tejidos mediante la técnica de western blot [1][20].

DETERMINACION DE [AS HORMONAS SEXUALES: Se determinara la
concentracion plasmatica de Testosterona, Progesterona y Estradiol, mediante ELISA,
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.
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7. CONCLUSIONES

1. La incidencia de MetS es alta en el mundo occidental, presentando diferencias
condicionadas por la localizacion geografica, la edad, el tipo de dieta y la actividad
fisica.

2. Laprevalencia de MetS es diferente entre machos y hembras de la especie humana.

3. No existen datos concluyentes sobre la influencia de las hormonas sexuales en la
causa y /o el desarrollo de MetS.

4. Conocida la influencia de la enzima SGK1 en el desarrollo de MetS en roedores, se
propone un disefio experimental para evaluar los efectos de las hormonas sexuales
sobre parametros bioldgicos relacionados con MetS, tanto en animales como en
humanos.

5. Aplicando los principios del método cientifico, se ha aprendido a definir los objetivos
de un trabajo, revisar el estado del conocimiento, describir un disefio experimental, asi
como presentarlo y defenderlo ante una audiencia especializada.
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