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Abstract.

Metabolic syndrome (MetS) is defined by a cluster of interconnected physiological,
biochemical, clinical and metabolic factors that directly increases the risk of
cardiovascular diseases, type 2 diabetes mellitus among other diseases. Insulin
resistance, visceral adiposity, atherogenic dyslipidemia, endothelial dysfunction, genetic
susceptibility, elevated blood pressure, hypercoagulable state, and chronic stress are the
several factors that contribute to cause this syndrome. Modern lifestyle modification
therapy combines specific recommendations on diet and exercise with behavioral
strategies. Pharmacological treatment should be considered for those patients whose risk
factors are not adequately reduced with lifestyle changes. The Serum and
Glucocorticoid-Regulated Kinase 1 (SGK1) is a serine/threonine-protein kinase which
is involved in the regulation of a variety of physiological functions, i.e. ion channels,
membrane transporters, cellular enzymes, transcription factors, neuronal excitability,
cell growth, proliferation, survival, migration and apoptosis. As well as, contributes to
regulation of renal Na™ retention, renal K elimination, salt appetite and sensitivity of
peripheral glucose uptake, gastric acid secretion, intestinal Na'/H" exchange and
nutrient transport, insulin-dependent salt sensitivity of blood pressure, cardiac
repolarization and memory consolidation. Since prevalence of MetS, both as national as
international level, is quite high generating progressive increases in health system cost
in developed countries, it should be assessed the search for new treatments, especially
for those patients in whom exercise and diet do not improve their pathologies. In 2015
the patent for a series of compounds called Amonoindazole Urea Derivatives (DAUS)
has been published. These compounds that could inhibit, regulate or modify the
transduction of SGK-1 signaling, could be of particular interest on this regard. The
hypothesis of this project will be carried out proposing the application of DAUs
compounds in the treatment of MetS. To this purpose we will quantified the effects of
one DAU compound, named A13, in two different populations of laboratory mice
feeding with high fat diet: Wild-type (WT) and transgenic ones which are overactivated
for SGK1 (B6.Tg.sgkl). To purpose and establish the guidelines of a research project in
this sense, we propose two different experimental approaches in order to study the effect
of A13 on cardiovascular and metabolic parameters in two groups of animals mentioned
above.
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Palabras clave.

e Sindrome Metabdlico

e SGK1

¢ Diabetes Mellitus

e Hipertension arterial

e Dislipidemia

e Derivados de aminoindazol urea

Abreviaturas.

- CH: Carbohidratos

- DAU: Derivados de aminoindazol urea

- DM: Diabetes Mellitus

- FFA: Acidos grasos libres (free fatty acids)

- HDL: Lipoproteina de alta densidad (High Density Lipoprotein)
- HTA: Hipertension arterial

- MetS: Sindrome Metabolico (Metabolic Syndrome)
- SGK1: Serine/threonine-protein kinasa tipo 1

- WT: Wildtype

- TG: Triglicéridos

- Na: Sodio

- K: Potasio

- ClI: Cloro

- Ca: Calcio
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Introduccidén.

Durante el metabolismo, producimos energia a partir de los alimentos, compuestos por
proteinas, carbohidratos (CH) y lipidos. Los CH constituyen la principal fuente de
energia celular. ElI glucdégeno es un polisacarido almacenador de glucosa (reserva
energética). Su degradacion/movilizacién, suministrard glucosa en situaciones de
carencia. Esta metabolizaciéon esta regulada por hormonas. Cuando disminuyen las
reservas de glucosa, inicialmente se obtiene energia de los depoésitos de glucdgeno
muscular y hepatico; si esta necesidad persiste, se utilizan los acidos grasos libres (FFA)
acumulados. En caso de que la necesidad de glucosa perdure (desnutricién), se
sintetizard glucosa a partir de precursores no CH (gluconeogénesis), principalmente en
el higado, tras la sefializacion generada por la hormona pancreatica glucagon. La
insulina es otra de las hormonas pancreéticas, cuya funcion principal es mantener la
concentracion de glucosa plasmatica en limites fisiologicos. La insulina posee efecto
hipoglucemiante, ya que favorece la entrada de glucosa en las celulas para su utilizacion
metabdlica, asi como su depdsito en forma de glucdgeno, tanto en el higado como en la
musculatura estriada (glucogenogénesis). Por lo cual e inversamente a la insulina, el
glucagon es una hormona pancreética hiperglucemiante. Cuando la glucemia es baja,
aumenta el glucagén, y estimula la liberacion de las reservas de glucosa, para
restablecer la homeostasis. El deterioro metabolico que condiciona un desequilibrio
hiperglucémico se denomina Diabetes Mellitus (DM), cuyos sintomas principales son la
poliuria, polifagia y polidipsia. En la DM tipo 1 (DM1) el pancreas no produce (0
produce poca) insulina, por alteracion de las células  de los islotes de Langherhans; la
etiologia precisa no se ha establecido, habiéndose propuesto que esté relacionada con la
autoimnunidad , la ingesta excesiva o el condicionamiento genético (cosanguinidad),
entre otros. [1] Por el contrario, la DM tipo 2 (DM2), se caracteriza por resistencia a la
insulina, esto es, aunque la secrecion de insulina pancreatica sea adecuada, las células
diana no la utilizan eficazmente; de la misma forma que con la DML, la etiologia de la
DM2 es multifactorial siendo la obesidad, la ausencia de ejercicio fisico, la
predisposicion genética o la dieta, factores que se han propuestos como implicados en la
génesis de esta enfermedad.

El tejido adiposo es el mayor reservorio energético del organismo. En ayuno,
los lipidos de los adipocitos, compuestos por triglicéridos (TG), se metabolizan a FFA,
que se transportan en la sangre hacia otros tejidos. El almacenamiento y la
metabolizacion lipidica lo regulan la insulina, las catecolaminas, el estado nutricional y
la actividad fisica. La insulina promoveré al transporte de glucosa al interior de la célula
adiposa, promovera la sintesis de FFA, e impedira la liberacion de éstos a la sangre. En
la DM, los TG son hidrolizados, liberando grandes cantidades de glicerol y FFA. La
elevada concentracion de lipidos, en especial de colesterol, condicionara diferentes tipos
de dislipidemias, que aumentan el riesgo de aterosclerosis en pacientes diabéticos. La
coexistencia de ambas patologias (diabetes y dislipidemia) asociadas a hipertension
arterial (HTA) y obesidad, se denomina Sindrome Metabolico (MetS) [2].
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El MetS es una entidad nosolégica acufiada por los investigadores alemanes
Haller, Singer y colaboradores, en el afio 1977. Diversos estudios epidemioldgicos
establecen que en Canarias, el 47.7% de los mayores de 65 afios padece MetS [3],
mientras que en el resto de Espafia, su prevalencia es del 22.7% [4]. Internacionalmente,
los valores varian [32% (EEUU); 25% (India); 16% (Marruecos), 53% (Nueva
Zelanda)] [5]. Segun la Fundacién para la Diabetes, el 13.8% de los espafioles
mayores de 18 afios (aproximadamente 5.3 millones de personas) padece DM2. Por otra
parte, segun la OMS, la HTA la padecen 11 millones de espafioles (36.7%). Respecto a
la obesidad, segun el Estudio Nutricional de la Poblacion Espafiola (ENPE), mas de la
mitad de la poblacién (60.9%) padece sobrepeso leve o moderado. Entre los varones
con MetS, es mas frecuente la elevacion de la glucemia y los TG plasmaticos; mientras
que entre las mujeres, predominan la obesidad abdominal y niveles plasméticos bajos de
lipoproteinas de alta densidad (HDL, High Density Lipoproteins). Las personas con
MetS muestran un riesgo coronario moderado mayor que la poblacién sin MetS, siendo
el riesgo coronario asociado al MetS superior en mujeres. [6]. Si a los datos expuestos
afiadimos que la prevalencia del MetS afecta al 31% de la poblacion mundial, se
desprende el interés por profundizar en el conocimiento de las caracteristicas del MetS y
sus posibles abordajes terapéuticos.

La serina/treonina proteinquinasa tipo 1 (SGK1) estd implicada en la
regulacion de canales iénicos (Ca®*, CI', K* y Na"). Esta enzima se expresa en la
mayoria de los tejidos, con niveles més altos en pancreas, placenta, rifion y pulmon.
Esta quinasa, sensible al Na®, estad implicada en diversas funciones que afectan a la
regulacion de la conductancia a K* en las neuronas, el transporte de Na* y glucosa en
células no nerviosas y la regulacion de la secrecién de insulina. La expresion de SGK1
se encuentra bajo el control de hormonas como los glucocorticoides y
mineralocorticoides, y es regulada a nivel transcripcional por cambios osmoticos y por
glucosa [7], ademas de por una gran variedad de estimuladores e inhibidores [8].
Existen evidencias de que la expresion de SGK1 se eleva en el MetS, entre otras
patologias [9], asi como que diversos polimorfismos de SGK1 se asocian con el
padecimiento de HTA, DM vy obesidad [10]. En resumen, segin el estado del
conocimiento actual, parece existir evidencias suficientes que relacionan el
padecimiento del MetS con la actividad de la enzima SGK1.

Recientemente se han patentado unos compuestos denominados “derivados de
aminoindazol urea” (DAU), que desempefian un papel fundamental en la inhibicion,
regulacién y/o modulacién de la transduccion de la sefializacion de quinasas SGK [11].
Estos compuestos, que se han descrito como inhibidores selectivos de las isoformas de
la SGK (SGK1, SGK2, SGK3,...), constituirian una herramienta para el tratamiento de
entidades nosoldgicas asociadas a trastornos en la (las) via (vias) de sefializacion en las
que participan estas enzimas. La identificacion de compuestos que inhiban, regulen y/o
modulen especificamente la transduccion de la sefializacion de la SGK1, constituiria un
objetivo para el tratamiento de enfermedades asociadas a la SGK1 (diabetes, obesidad,
MetS).
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Hipotesis.

Disponer de sustancias capaces de actuar sobre la expresion de la SGK1 o sobre las vias
de transduccién desencadenadas por esta enzima, podria resultar beneficioso para el
tratamiento del MetS.

En este trabajo utilizaremos un DAU denominado 1-(3-amino-1H-indazol-5-il)-3-(5-
bromo-tiofen-2-ilmetil)-urea, que identificaremos como A13 [11], cuya férmula
quimica es la siguiente:

Cl
H Sjl/
R~
o H
MNH

Obijetivos.

1) Cuantificar los efectos del tratamiento con Al3, en un modelo animal, sobre
parametros circulatorios y metabdlicos relacionados con el MetS:
a. Circulatorios: tension arterial, obesidad y dislipidemia.
b. Metabdlicos: glucemia, insulinemia y resistencia a la insulina.
2) Estudiar, en el mismo modelo animal, si los parametros sefialados en el apartado
anterior se producen por modificacion en la expresion de la enzima SGK1.
3) Aprender a disefiar y escribir un proyecto basado en la experiencia previa de un
grupo de investigacion.

Métodos.

Modelo animal: Para el desarrollo del presente estudio, disponemos de un grupo de
ratones normales (wildtype-WT) y otro transgénicos (sobreactivados para SGK1, que se
identifican como B6.Tg.sgkl). Esta sobreactivacion, que se consigue por medio de la
mutacion S422D, ha sido previamente publicada [12, 13]. Ambos grupos de animales
presentan el mismo fondo genético (C57BL6/J).

En la tesis doctoral de la Dra. Catalina Sierra Ramos, (componente del grupo
ULL denomimado “Fisiopatologia de los Mineralcorticoides™) se estudié el efecto de la
sobreactivacion de la SGK1 en una serie de condiciones patoldgicas, entre ellas el
MetS. Se utilizo un grupo de ratones WT C57BL6/J y la poblacion transgenica B6-Tg-
sgkl descrita anteriormente. Ambos grupos de animales, fueron sometidos durante 6
semanas a una dieta alta y baja en grasas, respectivamente. El resultado fue que sélo los
animales transgénicos sometidos a dieta alta en grasas desarrollaron el fenotipo de
MetS, con lo cual pudo establecerse y evaluarse el papel que representa la
sobreactivacion de la SGK1 en el desarrollo de MetS [14]. En este trabajo utilizaremos
una réplica del modelo citado, sometiendo a ratones WT y transgénicos (12-14 semanas
de edad) a una dieta alta en grasa (rodent diet with 60% kcal % Fat with blue dye, Open
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Source Diet, pellets irradiados) durante las semanas indicadas en el disefio experimental
(ver mas adelante). Tanto el agua como el alimento se suministraran ad libitum.

Realizaremos el estudio utilizando Unicamente ratones machos, para evitar la
posible influencia de las variaciones plasmaticas ciclicas de los esteroides sexuales.

Los protocolos experimentales descritos a continuacion, fueron previamente
aprobados por el Comité de Etica de Investigacion y Bienestar Animal de la
Universidad de La Laguna. Asimismo han sido desarrollados en concordancia con las
directrices de la Comunidad Europea sobre la utilizacion de animales de
experimentacion y la Ley esparfiola de proteccion animal (RD 53/2013).

Compuesto: Las formulaciones farmacéuticas pueden adaptarse para ser
administradas por cualquier via apropiada. Estas podran producirse mediante todos los
procedimientos conocidos en tecnologia farmacéutica [11]. Por las caracteristicas fisico-
quimicas de los compuestos DAU, en nuestro trabajo utilizaremos la administracion por
via intraperitoneal.

Segln la informacion obtenida para el compuesto A13 [11], la concentracion
efectiva de la molécula se ubica en el rango de a 100 mg/kg/dia y, de forma tipica, entre
1 a 10 mg/kg/dia. En nuestro experimento administraremos 3 dosis: 15 (dosis 1), 30
(dosis 2) y 60 (dosis 3) mg/kg/dia con el objetivo de cubrir el mayor espectro posible de
la concentracion efectiva de la sustancia A13 (ver esquema del disefio experimental mas
adelante). Dada la hidrosolubilidad del compuesto A13, el vehiculo sera NaCl 0.9%.

Disefio experimental: Teniendo en cuenta que uno de los objetivos del presente
TFG es aprender a disefiar y escribir un proyecto de investigacion, a continuacion se
plantean dos disefios experimentales que, aunque son diferentes, persiguen responder a
las preguntas planteadas en los dos primeros objetivos.

Disefio experimental 1:

Grupo 1 Ratones WT + DAG + Vehiculo

Grupo 2 Ratones WT + DAG i Al13 dosis 1
Grupo 3 Ratones WT + DAG + A13 dosis 2
Grupo 4 Ratones WT + DAG + Al13 dosis 3
Grupo 5 Ratones Tg.SGK1 + DAG + Vehiculo

Grupo 6 Ratones Tg.SGK1 + DAG + Al3 dosis 1
Grupo 7 Ratones Tg.SGK1 + DAG + A13 dosis 2
Grupo 8 Ratones Tg.SGK1 0 DAG 0 Al13 dosis 3

6 semanas ‘
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Disefio experimental 2:

Grupo 1 Ratones WT + DAG + Vehiculo

Grupo 2 Ratones WT 37 DAG + Al3 dosis 1
Grupo 3 Ratones WT + DAG + Al13 dosis 2
Grupo 4 Ratones WT 37 DAG + Al13 dosis 3
Grupo 5 Ratones Tg.SGK1 + DAG + Vehiculo

Grupo 6 Ratones Tg.SGK1 + DAG + Al3 dosis 1
Grupo 7 Ratones Tg.SGK1 + DAG + Al13 dosis 2
Grupo 8 Ratones Tg.SGK1 + DAG + Al13 dosis 3

6 semanas 3 semanas

Las variables a determinar en cada sujeto experimental son las siguientes:

Estudio de la Homeostasis de Glucosa:

Glucemia: Determinaremos los niveles de glucosa en sangre tanto al inicio como
al final del tratamiento, en ayunas (animal deprivado del alimento durante 16-18
horas) y en alimentacién. Se realiza utilizando una gota de sangre de la cola, con
la ayuda de un glucometro. Este dispositivo realiza la lectura mediante la
oxidacion de la glucosa por la glucosa oxidasa contenida en la tira reactiva,
midiendo la intensidad de color generado, dependiendo de la concentracién de
glucosa en sangre.

Insulinemia: Determinaremos los niveles de insulina en plasma, al inicio y al
final del tratamiento, en ayunas (animal deprivado del alimento durante 16-18
horas) y en alimentacion. La muestra de sangre de la cola necesaria para esta
prueba es superior a la necesaria para la glucemia, debido a que necesitamos
plasma para realizar un ELISA especifico de insulina de ratén.

Resistencia a la insulina: Se realiza mediante dos pruebas diferentes:

1° Test de tolerancia a la glucosa (GTT): Tomaremos muestras para
glucemia a distintos tiempos (0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos), tras la
inyeccién de 2g9/Kg de glucosa a animales en ayunas. Se pueden tomar
también muestras para determinar los niveles de insulina tras la
inyeccion de glucosa, en tal caso se realizaria la extraccion a los 0, 30 y
120 minutos.

2° Test de tolerancia a la insulina (ITT): Consiste igualmente en la
determinacion de la glucemia a distintos tiempos, aunque en este caso se
inyecta insulina (1.5 UIl/Kg) en animales no ayunados.
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Determinacion de la Presion Arterial: Mediante pletismografia, utilizando un
manguito en la vena de la cola (tail cuff) mediante un sistema no invasivo de
cuantificacion (LE5007 de Panlab con el software SEDACOM 2.0), que permite
registrar presion sistdlica, presion diastolica y frecuencia cardiaca. Los animales
deberan adaptarse a este dispositivo durante una semana, antes de comenzar los
registros.

Niveles de expresion de SGK1: Utilizaremos tejido pancreatico debido al elevado
nivel de expresion de la enzima en este 6rgano. Podemos utilizar distintos métodos para
cuantificar la expresion de la enzima: A) A nivel génico necesitamos extraer RNA total
de la muestra biologica, para luego hacer una sintesis de cDNA desde el mMRNA y
después hacer una cuantificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (QPCR). B)
A nivel proteico debemos emplear la técnica de westerm blot cuantificando mediante
densitometria, el nivel de expresion de la proteina, que también podria medirse por
ELISA.

Conclusiones.

La realizacion del presente proyecto ha abordado y alcanzado una serie de objetivos, los
cuales se enumeran en las siguientes conclusiones:

1) Se ha adquirido conocimiento actualizado de forma integrada, mediante revision
bibliogréafica, sobre el denominado Sindrome Metaboico (MetS), una entidad
nosoldgica cuyos indices de prevalencia son importantes en paises desarrollados.

2) Se ha investigado sobre unas sustancias, derivados del aminoindazol urea, que
estan bajo patente y en fase experimental, que podrian convertirse en terapia
farmacoldgica para el MetS por sus efectos sobre la sefializacion mediada por la
enzima Serina-treonina protein kinasa 1 (SGK1).

3) Se han adquirido conocimientos, habilidades y destrezas relacionadas con el
planteamiento y escritura de un proyecto de investigacion que ha desembocado
en la propuesta de dos disefios experimentales diferentes para responder a las
preguntas planteadas en los objetivos de este trabajo.
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