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RESUMEN
La obesidad gestacional en nuestro pais alcanza cerca del 30% de la poblacion de madres gestantes.
Esta condicion se asocia a alteraciones metabélicas y reproductivas que afectan a la descendencia
en la adultez. Por ejemplo, animales de laboratorio hijas de madres obesas presentan alteraciones
en el desarrollo folicular ovérico, pubertad precoz y niveles elevados de estradiol sérico desde el
nacimiento hasta la adultez. Ante esto, mejorar perfil metabdlico de las madres utilizando metformina
podria prevenir el desarrollo de estas alteraciones en las crias cuando adultas. Por otro lado, mujeres
con sindrome de ovario poliquistico presentan un aumento de la actividad de sistema nervioso
simpético (SNS), contribuyendo a la disfuncién ovarica. Nosotros postulamos que las hijas de madres
obesas presentan un aumento en la actividad simpéatica ovarica, efecto que seria prevenido con la
administracion de metformina a las madres durante la gestacion y la lactancia. Para determinar esto,
utilizamos la descendencia femenina de ratas Sprague-Dawley alimentadas con dieta control y alta
en grasa que fueron tratadas con metformina durante la prefiez y la lactancia. En los ovarios de la
descendencia se evalué la actividad del SNS mediante la cuantificacién de noradrenalina(NA) y uno
de sus metabolitos, el 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG), por HPLC. Ademas, cuantificamos la
expresion de tirosina hidroxilasa, enzima limitante de la sintesis de catecolaminas y del receptor
betaz-adrenérgico. Adicionalmente, se observo la expresién génica del factor de crecimiento
nervioso, kisspeptina y la hormona anti-milleriana(AMH) como marcadores del desarrollo folicular.
Nuestros resultados muestran que la descendencia de madres obesas presenta un aumento de la
expresion de tirosina hidroxilasa, receptores betaz-adrenérgicos y de la relacion MHPG/NA,
indicando un aumento de la actividad del SNS en el ovario, 0 que se correlaciona con una posible
diminucién del desarrollo folicular evidenciado por la disminucion de AMH. El tratamiento con
metformina disminuye considerablemente los niveles de MHPG en la descendencia, aumenta la
expresion de los receptores betaz-adrenérgicos y aumenta la AMH a los niveles del control. Estos
resultados no nos permiten asegurar una disminucion o un aumento del tono simpatico ovarico de la
descendencia de madres con administracion de metformina, pero abre un nuevo campo de estudio

en los efectos a largo plazo de la administracién de metformina durante la gestacion.



EFFECTS OF METFORMIN ADMINISTRATION PRIOR AND DURING PREGNANCY ON
ADRENERGIC CONTROL OF THE OVARY IN OFFSPRING OF RATS WITH DIET INDUCED
OBESITY
Gestational obesity in our country reaches about 30% of the population of pregnant mothers. This
condition is associated with metabolic and reproductive impairments in adult offspring. For example,
laboratory animals which are daughters of obese mothers, present alterations in ovarian follicular
development, early puberty onset and increased estradiol levels from birth until adulthood. Moreover,
improving the metabolic profile of mothers using metformin would prevent the development of these
alterations in offspring when adult. On the other hand, women with polycystic ovarian syndrome show
an increase in the activity of the sympathetic nervous system (SNS), contributing to ovarian
dysfunction. We postulate that the daughters of obese mothers have an increase in ovarian
sympathetic activity, an effect that should be prevented by the administration of metformin to mothers
during gestation and lactation. To determine this, we used the female offspring of Sprague-Dawley
rats fed with control and high fat diets that were treated with metformin during pregnancy and
lactation. In the ovaries of offspring, the activity SNS was assessed by quantification of
noradrenaline(NA) and one of its metabolites, 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol (MHPG), by HPLC.
In addition, we quantified the expression of tyrosine hydroxylase, the rate limiting step enzyme in the
synthesis of catecholamines and the betaz-adrenergic receptor. In addition, gene expression of nerve
growth factor, kisspeptin, and anti-mullerian(AMH) hormone were evaluated as markers of follicular
development. Our results show that the offspring of obese mothers have an increase in the
expression of tyrosine hydroxylase, betaz-adrenergic receptors and the MHPG / NA ratio, indicating
an increase in SNS activity in the ovary, correlating with a possible decreased follicular development
evidenced by decreased AMH. Treatment with metformin in mothers significantly decreases MHPG
levels in offspring, increases the expression of betaz-adrenergic receptors, and increases AMH at
control levels. These results do not allow us conclude a decrease or increase in sympathetic ovarian
tone of offspring of mothers with metformin administration, but opens a new field of study on the

effects of a long-term administration of metformin during gestation.
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1. INTRODUCCION

Obesidad, epidemiologia y sus consecuencias

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que es
perjudicial para la salud?. La obesidad es producto del desequilibrio entre las calorias consumidas a
través de la dieta y las gastadas a través de la actividad metabdlica, siendo el consumo de alimentos
con un alto contenido calérico y la disminucién de la actividad fisica los factores principales que
conducen a esta condicién®. Uno de los indicadores para su diagndstico es el indice de masa corporal
(IMC). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) aquellas personas con un IMC igual o
superior a 30 en adultos son consideradas obesas?. En el afio 2014 la OMS informé que alrededor
del 13% de la poblacion adulta mundial (un 11% hombres y un 15% mujeres) eran obesos?. En Chile
la obesidad hasta el afio 2010 en mayores de 15 afios, fue de un 25,1% a nivel nacional, en donde
las mujeres representan un 30,7%?. Esta predisposicion de las mujeres al desarrollo de obesidad ha
conducido a que la prevalencia de obesidad gestacional en Chile haya aumentado de un 20,03% en
el afio 2008 a un 29,93% en el afio 2015 3.

Las consecuencias que genera la obesidad en el organismo son diversas, dentro de ellas, patologias
como la hipertension arterial, dislipidemias, resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2. A nivel
reproductivo, la obesidad en la mujer se asocia a anormalidades en el ciclo menstrual, una pubertad
adelantada, sangrado uterino disfuncional en mujeres posmenopausicas?, infertilidad® y sindrome de
ovario poliquistico (SOP)®. El SOP es el desorden endocrino mas comdn que afecta a las mujeres
en edad reproductiva. Este sindrome se caracteriza por anovulacion, hiperandrogenismo, niveles
variables de gonadotrofinas, amenorrea e infertilidad’. Aunque la etiologia del SOP sigue siendo
desconocida, diversos autores postulan que alteraciones en el microambiente uterino o durante el
desarrollo posnatal temprano pueden ser la causa de esta patologia &°. Por otro lado, la obesidad
gestacional en la mujer genera diversas complicaciones, dentro de ellas: diabetes gestacional,
preeclampsia, tromboembolismo, muerte fetal, complicaciones al nacer'® y abortos espontaneos®?.
También puede producir malformaciones congénitas en el gestante, macrosomia fetal y en la edad

adulta del hijo aumenta el riesgo de desarrollar obesidad y/o sindrome metabélicol®'?. En este



contexto, la exposicion a un ambiente adverso durante la gestacidn, que es un periodo critico y
vulnerable del desarrollo, puede generar cambios permanentes en la estructura o funcion del
organismo, que perduren hasta la vida adulta. Este concepto es conocido como "programming” o
programacion fetal'®. De acuerdo a esta hipétesis, los efectos que la obesidad materna puede
producir sobre el individuo en desarrollo son mdltiples, y van desde alteraciones en la disponibilidad
de macronutrientes, inflamacion hasta modificaciones epigenéticas durante el desarrollo'?. Todas
estas alteraciones pueden potencialmente conducir al desarrollo de patologias durante la vida adulta,
por ejemplo, en humanos existe una relacion inversa entre el IMC materno y la edad de la menarquia
en las hijas!*. Este hallazgo ha sido replicado en modelos de ratas, en donde se observé que las
ratas hijas de madres obesas presentan un adelanto de la pubertad® . En el estudio de Ambrosetti
y cols. (2016) se observé una baja metabolizacion hepatica de estradiol debido a una disminucién
de la expresion de la enzima CYP3A2, un citocromo mitocondrial encargado de la metabolizacion de
esta y otras hormonas. La disminucion de CYP3A2 hepatica genero, por lo tanto, un aumento en los
niveles séricos de estradiol. Este aumento de estradiol se relacion6 directamente con un desarrollo
folicular disminuido y la presencia de estructuras quisticas foliculares en el ovario®®. En resumen, los
cambios ovaricos y hormonales que presentan las ratas hijas de madres obesas emulan algunas
caracteristicas del SOP en humanos?®.

Por otro lado, estudios en humanos han observado una relacién directa entre los niveles séricos de
hormona anti-milleriana (AMH) y SOP 16, La AMH es una glicoproteina sintetizada principalmente
por las gonodas®’.En el ovario los encargados de su sintesis son las células de la granulosa de los
foliculos preantrales y antrales pequefios®!®, siendo un buen marcador de crecimiento folicular.
Entre los efectos de la AMH se encuentra el producir una disminucién de la sensibilidad folicular a
FSH?, ademas de inhibir el reclutamiento de los foliculos preantrales?'. Considerando que en
distintos modelos de ovario poliquistico en roedores se ha encontrado un aumento de los niveles de
AMH??, de forma similar a como ocurre en humanos?3, la AMH se considera un potencial marcador
de ovario poliquistico®. EI SOP suele cursar con hiperadrogenismo el cual afectaria la seleccién y

ovulacion folicular provocando una acumulacion de foliculos de menor tamafio?®. Esto hace muy
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interesante su estudio en las hijas de madres obesas, ya que, hasta el momento es un campo poco
explorado.

Regulacidn nerviosa ovérica y obesidad

La fisiologia reproductiva de los mamiferos requiere tanto de un control neuronal como hormonal. El
control hormonal esta relacionado con el eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario. La adenohipofisis
responde a los niveles GnRH provenientes del hipotdlamo liberando las gonodotrofinas (FSH y LH),
las que favorecen la foliculogénesis y estereodogénesis en el ovario®. En relacion al control
neuronal, el ovario presenta una inervacién simpética y sensorial que se inicia a nivel central en el
nacleo paraventricular del hipotdlamo y cuyo ultimo relevo nervioso corresponde al ganglio celiaco,
lugar desde donde se proyectan las fibras nerviosas que inervan directamente al ovario?’. La
inervacion extrinseca ingresa por dos rutas al ovario: el plexo nervioso ovarico y el nervio ovarico
superior (NOS). EI NOS esta asociado al ligamento suspensorio y conduce al ovario las fibras
noradrenérgicas que inervan directamente a los foliculos?®. Se ha caracterizado que el SNS cumple
un rol fundamental en el desarrollo de los foliculos ovaricos, principalmente a través del
neurotransmisor noradrenalina(NA). La NA ejerce su efecto primordialmente sobre los receptores
betas-adrenérgicos que se encuentran en las células de la granulosa y las células de la teca,
regulando también la estereodiogénesis?®. Respecto a la sintesis de la NA, ésta es regulada por la
actividad de la tirosina hidroxilasa(TH), enzima limitante en la biosintesis de catecolaminas en los
nervios simpaticos®. La TH tiene una masa atémica de 240 kDa y estd formada por cuatro
subunidades de 60kDa, en cada subunidad del tetramero existen dos dominios, uno catalitico y uno
regulador. En relacién a su metabolizacién la NA una vez liberada de las terminaciones sinapticas
puede ser metabolizada como recapturada por transportadores de alta afinidad incorporandose a
vesiculas o metabolizandose por la MAO (monoamino oxidasa) presente en las mitocondrias
formando DHPG (3,4-dihidroxifeniletilenglicol), que se transporta desde el terminal sinaptico hacia el
espacio sinaptico pudiendo ser asi metabolizado por la COMT (catecol-o-metil transferasa) dando
origen a MHPG (3-metoxi-4-hidroxifeniletilenglicol). Otra ruta metabdlica para originar el MHPG es

la siguiente: la NA liberada de la terminacion sinaptica es metabolizada por la COMT formando
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normetanefrina, esta es reincorporada a la terminacion sinaptica por transportadores y metabolizada
por la MAO a MHPG 3. Se ha observado que la estimulacion eléctrica en el locus coerelus en ratas
presentan un aumento de MHPG y del radio MHPG/NA en el nlcleo paraventricular, relacionandolo
como un buen indice de la actividad de las neuronas noradrénergicas en el cerebro3?, por esta razén
también se ha utilizado para evaluar la actividad noradrenérgica en el ovario en otros modelos
experimentales®? 3,

Respecto de la actividad adrenérgica de la NA sobre el desarrollo folicular, estudios realizados por
Mayerhofer y cols.(1997) en ratas neonatas demostraron que la incubacion de ovarios con
isoproterenol, un agonista beta-adrenérgico, aumenta la expresion del receptor de FSH (FSHR),
favoreciendo asi el desarrollo folicular previo a la accién de la gonodatrofinas®. Por otro lado, el
desarrollo y la sobrevida de la inervacidon simpatica requiere la acciéon del factor de crecimiento
nervioso (nerve growth factor, NGF), de hecho, existe una relacion directa entre el contenido ovarico
de NGF y la densidad de las fibras nerviosas?®?’. Estudios que han blogueado la accion del NGF en
el ovario, utilizando anticuerpos contra esta neurotrofina, muestran un desarrollo folicular alterado,
niveles bajos de estradiol y una alteracion en la secrecion de LH3" .

Diversas evidencias han relacionado al SNS y su control neurotréfico mediado por NGF en el
desarrollo del SOP. Por ejemplo, ratas con ovario poliquistico inducido por una dosis Unica de
valerato de estradiol durante las primeras 12 horas de vida, presentan un aumento de NGF ovarico,
lo que se relaciona con una mayor densidad de fibras nerviosas®. Similar a esto, en mujeres con
SOP se ha observado que existe un aumento de la densidad de las fibras nerviosas en el ovario® y
también un aumento de NGF en el liquido folicular 4°. Ademas, en la revision realizada por Lansdow
(2012) se discute el hecho de que mujeres con ovario poliquistico presentan una hiperactivacién
adrenérgica generalizada que involucra diversos tejidos, entre lo que se encuentra el ovario .

Por otro lado, se ha observado que las ratas senescentes emulan caracteristicas del SOP humano,
por ejemplo: existe un aumento espontaneo de la actividad simpatica en el ovario, la que se relaciona
con una menor ovulacién, disminucién del nimero de foliculos pre-ovulatorios, formacion de

estructuras andémalas (Foliculos tipo 3), quistes foliculares*? y un aumento de la expresion de
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kisspeptina®®. De forma interesante, todos estos efectos fueron revertidos al utilizar un bloqueador
betaz-adrenérgico o una simpatectomia ovérica .

Kisspeptina es un péptido que participa directamente en la regulacion de la secrecion de LH y FSH,
dado que participa en la activacion y la pulsatilidad de las neuronas hipotalamicas de GNnRH* .
Ademas, se ha descrito que kisspeptina se expresa en diversos tejidos, incluyendo el ovario®, en
donde participa de manera local en la ovulacion y desarrollo folicular*®. Mas ain, en un estudio
postulan que kisspeptina podria antagonizar la accién de la NA sobre la expresion del receptor de
FSH en los foliculos en desarrollo , produciendo una disminucion en el reclutamiento folicular y la
sensibilidad de FSH*,

Metforminay su relacién con SOP

Hoy en dia, uno de los principales tratamientos en mujeres con SOP es el uso de euglicemiantes
como la metformina. La metformina es un conocido sensibilizador de la insulina*’. Este farmaco es
recomendado como terapia de primera linea en la diabetes mellitus tipo 2 y se ha visto que en
mujeres con SOP, que ademas padecen o no resistencia a la insulina incrementa la ovulacién y
mejora el ciclo menstrual*®. Actualmente la metformina no es recomendada por la FDA para su uso
en el embarazo puesto que su clasificacion es B en teratogenicidad*®, pero se ha observado que su
administracion durante el embarazo reduce los abortos y la probabilidad de diabetes
gestacional(DG)*. En nuestro laboratorio se administr6 metformina a ratas madres obesas y se
observé en la descendencia adulta una diminucion de quistes foliculares®. Puesto que aln no se
tiene conocimiento de los efectos a largo plazo que tendria el uso de este medicamento durante el
embarazo, este podria estar influyendo en la disminucion de la condicion poliquistica en la
descendencia.

Considerando todos estos antecedentes, en este trabajo se pretende evaluar si la obesidad materna
puede programar un aumento del control del SNS en el ovario de la descendencia y si esto se
relaciona con marcadores de ovario poliquistico. Ademas, se pretende observar si la mejora del perfil
metabdlico de las madres con el uso de metformina previo y durante la prefiez, previene el aumento

del control simpatico en las hijas de madres obesas. Para esto se plantea la siguiente hipétesis.
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2. HIPOTESIS
El tratamiento con metformina previo y durante la prefiez previene un aumento del control ejercido
por el sistema nervioso simpatico sobre el ovario y el aumento de marcadores de ovario poliquistico

en ratas descendientes de madres obesas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Evaluar si el tratamiento con metformina previo y durante la prefiez disminuye el control nervioso
simpético sobre el ovario en la descendencia adulta de ratas madres obesas, previniendo la aparicién
de marcadores de ovario poliquistico.

3.2. Objetivos especificos

e Medir los niveles de tirosina hidroxilasa en el ovario de ratas descendientes de madres con
obesidad inducida por una dieta alta en grasa, con y sin tratamiento con metformina previo
y durante la prefiez por Western Blot.

e Cuantificar los niveles de NA y uno de sus metabolitos el MHPG en el ovario de ratas
descendientes de madres con obesidad inducida por una dieta alta en grasa, con y sin
tratamiento con metformina previo y durante la prefiez mediante HPLC acoplado a deteccion
electroquimica.

e Evaluar la expresién del ARNm de los genes Ngfb, Adrb2, Amh y Kiss1 en el ovario de ratas
descendientes de madres con obesidad inducida por una dieta alta en grasa, con y sin

tratamiento con metformina previo y durante la prefiez mediante RT-PCR en tiempo real.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Animales
Se utilizé6 ovarios congelados a -80°C provenientes de una serie experimental del proyecto
FONDECYT N° 11130707 cuyo investigador responsable es el profesor Gonzalo Cruz Neculpan. Se
utilizo la descendencia femenina de 20 ratas hembras de cepa Sprague Dawley segun el disefio
experimental que se explicara posteriormente. Las ratas madres que se incluyeron en el estudio
pesaban al momento de la seleccién entre 150-200 g y se alojaron en la sala de mantencién de
animales del Instituto de Fisiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso
durante todo el protocolo. Todos los animales fueron mantenidos en un ambiente con temperatura
controlada (20-22°C), con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, agua y comida ad libitum.

4.2. Dieta de los Animales
Las ratas madres se alimentaron con una dieta control que contiene un 13,1% de Kcal en grasa (Lab
diet 23% proteina, 64% hidratos de carbono, 13% lipidos, equivalentes a 4 Kcal/g) o una dieta alta
en grasas que contiene un 60% de Kcal en grasa (High Fat: HF, Research DietTM USA; 20%
proteina, 20% hidratos de carbono y 60% lipidos, equivalentes a 5 Kcal/g). Todas las ratas hembras
descendientes fueron alimentadas con la dieta control desde el destete hasta el momento de la

eutanasia.

4.3. Disefio Experimental
Las 3 primeras semanas todos los animales fueron aclimatados a las condiciones experimentales
con dieta control (control diet, CD). Se registr6 permanentemente el peso corporal, la ingesta
alimentaria y la ciclicidad estral a través de frotis vaginal. Desde la tercera semana, las ratas fueron
divididas aleatoriamente en dos grupos (n=10) segun el alimento ingerido consistente en: CD o dieta
alta en grasas (high fat, HF). La dieta administrada se mantuvo hasta el periodo de destete que
corresponde el dia pos-natal (pos-natal day, PND) 21. En el grupo de ratas tratadas con metformina
la administracion se realiz6 a las madres hasta el dia PND 14 de las crias. Después de 4 semanas
de CD o HF las ratas fueron cruzadas con machos reproductores de fertilidad probada alimentados

con CD. La confirmacioén de la prefiez se realiz6 mediante la observacion de espermatozoides en el
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canal vaginal de la hembra o la observacion de ocho diestros consecutivos en el frotis vaginal. Las
crias fueron sexadas al PND1 mediante observacion genital. Posterior al periodo de destete (PND
21), las crias fueron separadas de sus madres y se mantuvieron con CD. Las crias se sacrificaron
mediante decapitacion cervical en el primer estro luego del PND 60. Al momento de la eutanasia se
recolectd sangre, se midio la glicemia y se recolectaron los ovarios. Los procedimientos de eutanasia
de los animales de experimentacién fueron realizados por personal capacitado en bioética y manejo
de animales de experimentacién. Todos los procedimientos experimentales han sido aprobados por
el comité de Bioética de la Universidad de Valparaiso y el comité de Bioética de la Comision Nacional

de Investigacion, Ciencia 'y Tecnologia (CONICYT).

4.4, Tratamiento con Metformina (MET)

Para el grupo de ratas madres tratadas con metformina, una semana antes de iniciar el periodo de
cruza se re-agruparon en 4 subgrupos (n=5): CONTROL, MET, HF y HFMET. Se comenz6 con el
tratamiento, el que se mantuvo hasta el dia PND 14 de las crias (cuando las crias empiezan a comer).
Se administr6 una dosis terapéutica en ratas®**“° de metformina clorhidrato 250 mg/Kg peso/dia
(metformina 100g, preparado magistral Ecovital), la cual fue disuelta en un vehiculo de jalea. Las
madres CONTROL y HF también recibieron jalea pero sin el medicamento.

Esquema 1: Representacion del modelo experimental. Azul: dieta control. Amarillo: dieta control +

metformina. Rojo: dieta alta en grasa. Verde: dieta alta en grasa + metformina.
Cruza Nacimiento Destete Eutanasia

Preconcepc(')nl Prefiez 1 Lactancia l’
CONTROL CONTROL CONTROL CONTROL CONTROL CONTROL

Lactancia Lactancia CONTROL

CONTROL CONTROL MET | MET MET
Lactancia Lactancia CONTROL

(o{0] | {o] HF HF HF
Lactancia Lactancia CONTROL

T
m
x
T

CONTROL HF HF
3 sem 3 sem 1 sem 3 sem Lactancia CONTROL

PND1 PND14 PND21 PND60
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4.5. Seleccion de tejidos
Se selecciond los ovarios provenientes de las hijas de los cuatros grupos experimentales
almacenados a -80°C al momento de la eutanasia. A partir de eso se decidio utilizar la mitad del

tejido. Cada mitad fue destinado a las diferentes técnicas experimentales a realizar.

4.6. Extraccion de ARN
Se peso la mitad del tejido elegido para ser homogenizado con reactivo TRizol® (Molecular Research
Center, Inc; USA). El protocolo consiste en adicionar 1 mL del reactivo por cada 50-100 mg de tejido
y debido a que los pesos de los ovarios fueron menor a 25 mg se utilizé la mitad del volumen como
también para todos los solventes utilizados. La homogenizacion vidrio plastico se llevé a cabo bajo
campana de extraccién. La fase de separacidn consisti6 en agregar 200 uL de cloroformo al
homogenizado, agitar por 15 s e incubar a T° ambiente por 2-3 min, posteriormente centrifugar a
12.000 g por 15 min a 4°C. Se removi0 la fase acuosa a un nuevo tubo la cual contiene el ARN y se
procedio a la fase de precipitacion adicionandose 250 pL de Isopropanol 100% e incubandose a T°
ambiente por 10 min y se centrifugd a 12.000 g por 10 min a 4°C. La fase de lavado consistié en
eliminar el sobrenadante y adicionar 500 uL de etanol 75% se vorteé y se centrifugé a 7.500 g por 5
min a 4°C, se descartd el sobrenadante y se dejé secar el pellet por 10 min. La fase de la re-
suspensién consistié en adicionar 25 uL de agua libre de ARNasa y para su cuantificacién se utilizé
el epectrofotometro de microplaca Epoch (Biotek intrument Inc; USA).
4.7. Extraccion y cuantificaciéon de Proteinas

Al igual que el procedimiento anterior se procedi6 a pesar la mitad del ovario seleccionado antes de
realizar la extraccion. Este fue homogenizado en vidrio plastico en hielo con buffer de lisis RIPA: 50
mM de Tris HCI pH 8, 150 mM de NaCl, 1% de NP-40, 0,1% de SDS, 2 mM de EDTApH 7,4y 15
mM de PMSF mas el inhibidor de proteasas (Promega®, USA). La cantidad de buffer RIPA fue 10
veces el volumen respecto al peso del tejido. El homogenizado fue centrifugado a 13.000 rpm por 10
min, se recuper6 el sobrenadante el cual fue almacenado a -20°C para su posterior cuantificacion.
Para su cuantificacion se utilizd el espectrofotometro de microplaca Epoch (Biotek intrument Inc;

USA).
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4.8. Determinacion de los niveles de NA y MHPG por cromatografia de alta resolucion
acoplado a deteccién electroquimica (HPLC-EC)

Otras mitades de ovarios destinadas a esta técnica también fueron previamente pesadas y luego se
les adicioné 200 pl de acido perclérico 0,2 N para ser homogenizados mediante vidrio plastico y
terminando con la utilizacion de un sonicador (B.Braun, Labsonic 1510) entre 0-400 W por 3 s. Las
muestras una vez sonicadas fueron colocadas inmediatamente en hielo. Luego se centrifugaron a
12.000 rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante fue separado Yy filtrado por un poro de 0,22 um (13
mm Luer Syringe Filter). 20 pL del filtrado fue inyectado a un sistema de HPLC plus Jasco PU-
2089s acoplado a un detector electroquimico EICOM ECD-700S vy al digitalizador Jasco LC-Netll /
ADC con una columna Kromasil 100-3,5-C18 (AkzoNobel).La fase movil utilizada fue bombeada a
un flujo de 1 mL/min y tuvo la siguiente composicién: 0,1 M NaH2PO4 x H20, 0,14M Octil sulfato,
0,02% EDTA y 1,5 % Acetonitrilo a pH 2,6.Las areas de los picos de NA y MHPG en las muestras
fueron comparadas con estandares de referencia y se calcularon las concentraciones de NAy MHPG
usando una curva de calibrado y los cromatogramas fueron integrados con un software JASCO
ChromPass Chromatography Data System v1.7.403.1. El potencial del detector amperométrico se
fij6 en +750 mV para detectar simultineamente NA y MHPG.

Tabla 1: Para la curva de calibrado se utilizaron los siguientes estandares:

Estandar Marca N° de catélogo
(x)-Norepinephrine (+)-bitartrate salt =~ SIGMA-ALDRICH A0937
4-Hydroxy-3-methoxyphenylglycol SIGMA-ALDRICH H1377

hemipiperazinium salt
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4.9. Determinacion de los niveles de tirosina hidroxilasa en el ovario mediante
Western Blot.

A partir de la extraccion de proteinas explicadas anteriormente se realiz6 la determinacion de tirosina
hidroxilasa. La separacion de las proteinas totales fue realizada mediante electroforesis en gel de
SDS-poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE), cargando 30 pg de proteinas por pocillo, las cuales al
comienzo migraron en un campo eléctrico de 80 V por 15 min seguido de una migracién a 100 V
durante 2 h y posteriormente fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa a 350 mA por 2
h. Las membranas se lavaron 3 veces por 5 min con TBS-T. El bloqueo de sitios inespecificos se
realizé con leche al 5% en TBS-T por 1 h. Se lavaron las membranas como se mencioné
anteriormente. Luego se incub6 con el anticuerpo primario anti-tyrosine hydroxyase rabbit para
tirosina hidroxilasa durante toda la noche a 4°C. Una vez pasado este periodo las membranas son
lavadas 3 veces por 5 min e incubadas con el anticuerpo secundario anti-rabbit IgG conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP) durante una hora a temperatura ambiente, finalizado este periodo la
membrana es lavada 3 veces nuevamente y se procede al revelado. Para el revelado se utilizo el kit
de quimioluminiscencia aumentada EZ-ECL (EZ-ECL®; Biological Industries) y para la deteccion el
equipo EpiChemi3 Darkroom. Las fotos obtenidas fueron procesadas utilizando el software Image-
J® (NIH).

Los resultados se normalizaron utilizando la proteina constitutiva GAPDH y se
expresan en densidades relativas al control.

Tabla 2: Anticuerpos utilizados y la dilucién utilizadas.

Anticuerpos Fabricante N° de catalogo Dilucién
Anti-tyrosine hydroxyase SIGMA-ALDRICH 657012 1:1000 en leche 5%
Er?tti)-bFIQtabbit GAPDH SIGMA-ALDRICH G9545 1:40000 en TBS-T
Anti-Rabbit 1IgG Cell Signaling 7074S 1:10000 en TBS-T

Technology
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4.10. Determinacién de la expresion génica del receptor betas-adrenérgico,
kisspeptina, hormona anti-mulleriana y el factor de crecimiento nervioso en el
ovario mediante RT-PCR en tiempo real

El ARN extraido de las muestras de ovario fue sometido a la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa a acoplada a transcriptasa reversa (RT-PCR) en tiempo real. 1,4 pg de ARN de cada una
de la muestra se sometieron a la reaccion de transcripcion reversa para obtener ADNc. Para llevar
a cabo la reaccidn primero se utilizd un mix que contenia: SuperScript Il (Invitrogen™ USA), random
primers (Invitrogen™, Usa), inhibidor de RNAsa (RNase OUT, Invitrogen™ USA) y dNTP’s (Omega
Bio-Tek,Inc; Georgia), DTT y Agua libre de RNAasa. Posteriormente los ADNc se amplificaron
mediante la PCR en tiempo real en presencia de partidores especificos para cada uno de los genes
de interés.

Tabla 3: Genes utilizados con los partidores respectivos (Integrated DNA Technologies®, Inc, USA)

Gen Primer Secuencia (5’ - 3’)

Adrb2 Forward GTT ATC GTC CTG GCC ATC GT
Reverse AAG TCC AGA ACT CGC ACC AG

Amh Forward GGC TCG CCC TAACCCTTC AACC
Reverse GTC CCC GCA GAG CACGAACC

Kissl Forward CCG GAC CCC AGG AAC TCG
Reverse CG TAG CGC AGG CCA AAG GAG

Nfg Forward TCA AGA ACG AAA GTC GGA GG
Reverse GGA CAT CTAAGG GCATCACA

Gapdh Forward GAT GCC CCC ATG TTT GTG AT
Reverse GGT CAT GAG CCC TTC CAC AAT

Las muestras fueron analizadas por duplicado y el volumen de reaccion fue de 10 pL: 2 pL de
muestra + 0,5 pL de primer Rw 10 pM + 0,5 pL de primer Fw 10 pM + 5 pL 2X Brilliant Platinum
SYBR Green QPCR Master Mix + 2 uL agua libre de ARNasa. Después de activada la polimerasa

por 10 minutos a 95°C se realizé un protocolo de amplificacion de 45 ciclos.
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Tabla 4: Condicién de reaccién de PCR para los distintos genes analizados: se muestra para cada

gen la duracion y temperatura utilizada en las distintas fases del ciclo de amplificacién.

Gen Desnaturalizacion Alineacion Elongacion
Adrb2 95°C x 10 s. 62°C x 15 s. 72°C x 20 s.
Amh 95°C x 20 s. 62°C x 20 s. 72°C x 30 s.
Kissl 95°C x 15 s. 62°C x 20 s. 72°C x 30 s.
Nfgb 95°C x 20 s. 60°C x 15 s. 72°C x 20 s.
Gapdh 95°C x 20 s. 60°C x 20 s. 72°C x 30 s.

Para saber la cantidad de producto amplificado el equipo mide la intensidad de la fluorescencia
emitida por el SYBR Green el cual se une a las doble hebras formadas de ADN. Para determinar la
especificidad del producto formado se realiz6 una “curva de melting” bajo medicién continua de
fluorescencia, puesto que cada uno de los productos formados tuvo una temperatura Unica de
desapareamiento (melting point).

Los datos fueron analizados acorde al método 2 “*4Ct 53 ytilizando Gapdh como gen constitutivo.

4.11. Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados mediante el software GraphPadPrism® (San Diego, CA, USA), version
6.01. Los resultados obtenidos fueron expresados como promedio, considerando su error estandar
de la media correspondiente (EEM).

La distribucion de los resultados fue analizada mediante el test de normalidad de D’Agostino —
Pearson. De resultar normales se utilizé la prueba one — way anova con pos test de Fisher con el
objeto de evaluar diferencias significativas entre las medias experimentales. El nivel de significancia
de p<0,05 se selecciond para indicar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

experimentales.
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5. RESULTADOS

5.1. Niveles de NA y MHPG en ovarios de ratas adultas descendientes de madres
tratadas con dieta alta en grasa y metformina.
La Figura 1A muestra la concentracion de noradrenalina en los distintos grupos experimentales no
observandose diferencias entre ellos. En la Figura 1B muestra la concentracion del metabolito MHPG
en el ovario observandose una disminucién en las hijas de madres MET y HFMET. La Figura 1C
muestra el contenido de NA en la cual no se observan diferencias estadisticamente significativas
entre los distintos grupos experimentales, en cambio en la Figura 1D que muestra el contenido de
MHPG se aprecia una disminucién en las ratas hijas de madres MET y HFMET y un aumento en las
ratas hijas de madres con dieta HF en comparacion con el grupo CONTROL. Por Ultimo, se observa
una diminucién de MHPG en el grupo HFMET en comparacion al grupo HF. La Figura 1E muestra la
raz6n de MHPG y NA el cual es un buen indice de la actividad simpatica en el ovario, observandose
una disminucion de la liberacion en las ratas hijas de madres MET y HFMET y un aumento en las

ratas hijas de madres con dieta HF en comparacion al grupo CONTROL.
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Figura 1: Niveles de NAy MHPG en ovarios de ratas adultas descendientes de madres tratadas
con dieta alta en grasa y metformina. A y B. Muestran la concentracion de NA y MHPG ajustada
por mg de tejido. C y D, muestran el contenido total de NA y MHPG en ovario, respectivamente. Y
por Ultimo en E es la razén entre MHPG y NA. CONTROL (n=8), MET (n=7), HF (n=6), HFMET
(n=6). Los datos se representan como la media + error estandar de la media (EEM).*p<0,05 vs
Control. **p<0,001,***p>0,0001 ****p<0,0001. El color de los * se relaciona con el grupo comparado.
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5.2. Niveles de tirosina hidroxilasa en el ovario de las ratas adultas descendiente de
madres tratadas con metforminay dieta alta en grasa.

En la Figura 2 se puede observar que expresion proteica de la enzima tirosina hidroxilasa en el ovario

de las ratas hijas de las madres con dieta HF y HFMET presentan un aumento en comparacion con

el grupo CONTROL.
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Figura 2: Niveles de tirosina hidroxilasa en el ovario de las ratas adultas descendientes de
madres tratadas con metformina y dieta alta en grasa. CONTROL (n=8), MET(n=8), HF (n=7),
HFMET (n=5). Los datos se representan como la media + error estandar de la media (EEM). *p<0,05
vs Control. El color de los * se relaciona con el grupo comparado.
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5.3. Expresion del Receptor adrenérgico betas-adrenérgico en el ovario de las ratas
adultas descendientes de madres tratadas con metformina y dieta alta en grasa.
En la figura 3 se puede observar que la expresion del ARNm para el receptor betaz-adrenérgico en
el ovario es mayor en las ratas hijas de madres MET y HF comparado con el grupo CONTROL. Sélo

observandose una tendencia en el grupo HFMET respecto del grupo CONTROL.
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Figura 3: Expresion del receptor betaz-adrenérgico en el ovario de las ratas adultas
descendientes de madres tratadas con metformina y dieta alta en grasa. CONTROL (n=5),
MET(n=6), HF (n=5), HFMET (n=5). Los datos se representan como la media + error estandar de la
media (EEM)I. *P<0,05 vs Control. El color de los * se relaciona con el grupo comparado.
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5.4. Expresion del ARNm del factor de crecimiento nervioso en el ovario de las ratas
adultas descendientes de madres tratadas con metforminay dieta alta en grasa.
En la figura 4 se puede observar que no existen diferencias estadisticamente significativas en la

expresion del ARNm en el ovario para el factor de crecimiento nervioso entre los distintos grupos

experimentales.
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Figura 4: Expresion del ARNm para la proteina NGF en el ovario de las ratas adultas
descendientes de madres tratadas con metformina y dieta alta en grasa. CONTROL (n=6),
MET(n=6), HF (n=4), HFMET (n4). Los datos se representan como la media + error estandar de la
media (EEM). Los datos se distribuyen de forma normal. *p<0,05 vs Control.
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5.5. Expresion del ARNm para kisspeptina en el ovario de las ratas adultas
descendientes de madres tratadas con metforminay dieta alta en grasa.
En la Figura 5 se puede observar que existe un aumento de la expresion del ARNm para kisspeptina
en la descendencia adulta de madres MET y HF en relacién con el grupo CONTROL. Para el grupo

HFMET se encuentra una tendencia al aumento respecto del control.
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Figura 5: Expresion del ARNm para kisspeptina en el ovario de las ratas adultas
descendientes de madres tratadas con metformina y dieta alta en grasa. CONTROL (n=6),
MET(n=5), HF (n=5), HFMET (n=4). Los datos se representan como la media + error estandar de la
media (EEM). *p<0,05, **p<0.01. El color de los * se relaciona con el grupo a comprar.
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5.6. Expresion del ARNm para la Hormona anti-milleriana en el ovario de las ratas
adultas descendientes de madres tratadas con metformina y dieta alta en grasa,
En la Figura 6 se observa que las hijas de madres HF presenta una expresiéon disminuida del ARNm
para la AMH en comparacion al grupo CONTROL. Las hijas de madres HFMET presentan un

aumento de su expresion comparado con el grupo HF.
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Figura 6: Expresion del ARNm para AMH en el ovario de las ratas adultas descendientes de
madres tratadas con metformina y dieta alta en grasa. CONTROL (n=4), MET(n=4), HF (n=4),
HFMET (n=4). Los datos se representan como la media * error estandar de la media (EEM). Los
datos se distribuyen de forma normal. El color de los * se relaciona con el grupo comparado.
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6. DISCUSION

La obesidad materna se ha relacionado a una mayor vulnerabilidad de la descendencia a desarrollar
diversas patologias en la adultez. Sin embargo, los mecanismos patogénicos que subyacen a estas
alteraciones aun no son completamente conocidos. En el presente estudio observamos que la
descendencia femenina de ratas con obesidad gestacional inducida con dieta HF presenta un
incremento en el tono simpatico del ovario, lo que podria explicar en parte la predisposicion de la
descendencia a desarrollar la condicion de ovario poliquistico. Por otra parte, madres gestantes que
consumieron metformina, previo y durante la prefiez aparentemente tuvieron una disminucion en la
actividad del sistema nervioso simpético en el ovario, lo que potencialmente podria prevenir el
desarrollo de esta patologia en hijas de madres obesas.

Estudios realizados en la descendencia de mujeres con obesidad gestacional han mostrado que
existe una relacién inversa entre el IMC de la madre previo a la gestacion y la edad de la menarquia
en las hijas'*. En animales de experimentacion se ha observado que la descendencia de madres
alimentadas con una dieta alta en grasa presenta una apertura vaginal adelantada, un desarrollo
folicular alterado y la presencia de quistes ovaricos 55455, Estas alteraciones se relacionan a un
incremento de los niveles séricos de estradiol endogeno durante el desarrollo posnatal'®. Es
interesante notar que en modelos en que se inyecta valerato de estradiol (VE; estradiol exdgeno) se
producen alteraciones similares, como alteraciones del ciclo estral y la presencia de quistes
foliculares®”°8-°, En estos modelos de estrogenizacién neonatal y prepuberal se ha demostrado un
incremento en el tono simpatico del ovario y que la denervacién quirdargica del nervio ovarico superior
mejoraria la ciclicidad estral y la funcién ovarica®. Esto es concordante con el hecho de que existe
una mayor innervacion simpatica en el ovario de mujeres que presentan SOP °, Mas aun, una sobre
activacion adrenérgica generalizada se relaciona con el riesgo cardiovascular y metabdlico de
mujeres con SOP*!, En este sentido, se ha observado que terapias avocadas a disminuir el tono
simpatico como el ejercicio o la acupuntura mejoran el perfil cardiometabdlico y reproductivo de las

mujeres con SOP®°,
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La descendencia de madres obesas presenta una actividad aumentada del SNS en el ovario
En este trabajo observamos que existe un aumento de la actividad simpatica en el ovario de ratas
adultas descendientes de madres obesas (Figura 1). El aumento en la actividad simpatica es
evidenciado en este trabajo por una mayor relacion MHPG/NA, ya que, el MHPG es un metabolito
gue se produce después de la liberacion de NA contenida en vesiculas. Este aumento en la actividad
del SNS puede ser producto de un aumento persistente en los niveles plasmaticos de estradiol
durante el desarrollo, particularmente sobre el periodo infantil*®, el periodo mas critico del desarrollo.
Esto seria un efecto similar al que se observa en el modelo de inyeccion de VE®'.

Como se mencioné anteriormente, las fibras noradrenérgicas que ingresan al ovario se originan y
poseen sus somas en el ganglio celiaco (GC)®. EI GC es un relevo nervioso que expresa los
receptores de estradiol ERa y el ERB, siendo el ERa mas abundante®’. Estudios in vivo han
demostrado que la administracion continua de estradiol produce un aumento de la expresion génica
de la TH®, enzima limitante en la biosintesis de catecolaminas, y en estudios in vitro se observo que
este efecto se debe principalmente al actuar sobre el receptor ERa %64, Adicionalmente, se ha
observado que la administracion de estradiol en ratas ovarioctemizadas provoca un aumento de la
actividad de TH en el hipotalamo®. Considerando esta evidencia, es probable que los niveles
elevados de estradiol plasmatico que presenta la descendencia de madres obesas (desde el
nacimiento hasta la adultez), podrian actuar en el receptor ERa del GC y estar influyendo en un
aumento de la sintesis de TH. La TH es una enzima sintetizada en el soma neuronal y transportada
hasta las terminaciones sinapticas®®, en este caso desde el GC hasta el ovario. De hecho, se ha visto
que existe un incremento de la velocidad del transporte axonal desde el GC al ovario en ratas a las
gue se administro VE®. Como se puede observar en la figura 2, en este trabajo hemos determinado
que los ovarios de las hijas de madres HF poseen un aumento de la expresion de TH, lo que se
relaciona con un aumento en la sintesis de catecolaminas en el ovario. Si bien los ovarios de hijas
de madres HF no presentaron un aumento significativo de la concentracion de NA (FiguralA); el
contenido total de NA por ovario (Figura 1C) y el contenido de MHPG (Figura 1D) se encuentran

incrementados. En conjunto, el aumento de TH ovarica en las hijas adultas de madres HF respecto
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al grupo CONTROL (figura 2) y la razén MHPG/NA (Figura 1E) permiten concluir una actividad
simpética elevada en los ovarios de hijas de madres HF, posiblemente debido a la exposicion de
niveles incrementados de estradiol durante el desarrollo.

Como se muestra en la figura 3 la descendencia adulta de las ratas madres HF presentan un
aumento de los niveles del ARNm para el receptor betas-adrenérgico. Dado que el receptor betao-
adrenérgico se expresa tanto en las células de la teca como de la granulosa®”, el aumento del ARNm
del receptor betaz-adrenérgico evidenciado en este trabajo podria estar relacionado con un aumento
del tamafo de los foliculos ovaricos®, o bien con un aumento de los quistes ovaricos.
Consistentemente, en estudios previos realizados en nuestro laboratorio, la descendencia adulta de
madres obesas presenta un aumento ovarico de la expresién génica de este receptor® en conjunto
a una hiperinsulinemia y un aumento de quistes foliculares®°. Esto es importante, debido a que se ha
caracterizado que la hiperinsulinemia provoca la hipertrofia de las células de la teca y posterior
formacion de quistes’, puesto que la insulina actuaria de forma similar que la LH™. Por lo tanto, el
aumento de la expresidn de los receptores betaz-adrenérgicos puede ser causado por una hipertrofia
de las células de la teca. En resumen, tanto el aumento de la actividad adrenérgica, como el
incremento de los receptores b2-adrenérgico en el ovario pueden alterar el desarrollo folicular normal
ovarico y la mantencion de los quistes ovaricos.

Efectos del aumento del tono adrenérgico en el ovario sobre marcadores de desarrollo
folicular en la descendencia de madres obesas.

Una activacion crénica de las fibras nerviosas ovaricas puede llevar a alteraciones en el desarrollo
folicular y formacién de estructuras foliculares anémalas como son los quistes. En esta tesis no
evaluamos la morfologia de los ovarios, sin embargo, evaluamos marcadores de desarrollo folicular
que podrian ser afectados por una actividad simpatica aumentada.

Uno de los marcadores de desarrollo folicular, cuya expresion esta bajo el control del sistema
nervioso simpético, via receptores betar-adrenérgicos, es kisspeptina. La kisspeptina es un péptido
gue a nivel del sistema nervioso central participa en la liberacién de GnRH del hipotadlamo causando

un aumento de LH y conduciendo a la ovulacién®, pero también se ha observado que existe una
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expresion local de kisspeptina y su receptor (Kiss1R), tanto en el ovario de la rata como en el de
humanos’. Fernandois y cols (2016) observaron que existe una correlacién positiva entre la
liberacion de noradrenalina y kisspeptina en ovarios de rata. Ademas, en otro trabajo se observé que
una estimulacion beta-adrenérgica ovarica in vitro genera un aumento de la expresion de kisspeptina
(ARNm y proteina)” . Dado que el promotor de kisspeptina es regulado por el factor transcripcional
CREB, NA al inducir la formacién de AMPc y activar PKA, podria estar favoreciendo directamente su
expresion®?, principalmente en las células de la granulosa y la teca, donde encontramos al receptor
betaz-adrenérgico® . En conjunto, estas evidencias indican que el aumento de la expresion génica
para kisspeptina observado en nuestro estudio (figura 5), estaria mediado por un aumento del tono
adrenérgico y de los receptores betar-adrenérgicos en los ovarios de ratas descendientes de madres
obesas.

Estudios in vitro han observado que la kisspeptina por si sola no genera efectos en el desarrollo
folicular, pero en presencia de un agonista beta-adrenérgico como isoproterenol disminuye la
expresion del receptor de FSH*® (FSHR; receptor clave en el desarrollo folicular). Por el contrario, la
administracion cronica de un bloqueador beta-adrenérgico provoca una disminucién intraovarica de
kisspeptina y aumento de la expresion del FSHR*. Esto refuerza la idea de que en la descendencia
de madres HF podria existir una disminucién en el desarrollo folicular por el efecto antagénico de la
kisspeptina sobre la accién de la NA, al disminuir la expresion del receptor de FSH. Explicando asi
la disminucion de los foliculos antrales sanos y el aumento de quistes foliculares observados en las
hijas de madres obesas™®.

Otro marcador que se relaciona con el desarrollo folicular y el aumento de quistes ovaricos es la
hormona anti-mdlleriana (AMH). La AMH es producida por la génadas, principalmente por las células
de la granulosa de los foliculos pre-antrales y antrales pequefios’™. Se ha visto que dentro de sus
acciones se encuentra el inhibir la sensibilidad de la FSH y disminuir la actividad de la enzima
aromatasa, encargada de la biosintesis de estrogenos en las células de la granulosa’-®. Mujeres
con SOP presentan niveles elevados de AMH 757, probablemente porque presentan ademéas 12 o

mas foliculos que midan entre 2 mm a 9 mm, los principales productores de AMHY’. En este trabajo
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se observa una disminucién del ARNm de la AMH en la descendencia de madres obesas con
respecto al grupo CONTROL (Figura 6). Esta disminucién de la expresion de AMH podria indicar un
menor numero de foliculos pre-antrales y antrales pequefios, sugiriendo nuevamente un menor
desarrollo folicular. Por otro lado, en modelos in vitro se ha observado que tanto leptina*® como
estradiol (via ERB) disminuyen la expresion de AMH’’. Considerando que estas ratas presentan
hiperleptinemia®® asi como niveles elevados de estradiol durante el desarrollo'®,esto podria contribuir

a los niveles disminuido de AMH en las crias de madres obesas.

1.
t MHPG/NA
tLiberacién NA é t Kisspeptina

SNS

Descendencia HF

AMH . l Desarrollo folicular

Hiperinsulinemia

Beta2-adrenérgico

* Quistes Foliculares

Esquema 2: Resumen de los efectos observados en la descendencia femenina adulta (PND 60) de
madres que cursaron con obesidad durante la gestacion.

La administracion de metformina a las madres gestantes obesas lleva a una alteracion de la
actividad simpatica en la descendencia

En este estudio observamos que las hijas de madres con administracién de metformina durante la
prefiez y lactancia (MET y HFMET) muestran una aparente disminucién de la actividad simpatica,
efecto evidenciado por una menor razon MHPG/NA en los ovarios de la descendencia (Figura 1E).
En este sentido, ya que, el tratamiento con metformina previo y durante la gestacion en madres HF
evita el aumento de estradiol plasmatico en la descendencia® se podria atribuir esta baja actividad
simpatica a la disminucion del efecto tréfico de estradiol durante el desarrollo. Es interesante notar

que ambos grupos de madres tratadas con metformina, independiente de la dieta, presentan niveles
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de MHPG muy por debajo del grupo control (figura 1B y D), pero sélo el grupo HFMET presenta un
incremento de la expresion de TH. Esta observacién sugiere que la administracion de metformina a
las madres previo y durante la prefiez, independiente de la dieta, provoca una alteracion a nivel de
liberacion o recaptura de catecolaminas, pero no de sintesis. El MHPG es un metabolito de la NA
gue se genera por la accién secuencial de la COMT y la MAO, luego de la liberacion de la NA desde
las vesiculas hacia el espacio sinaptico. Por lo que, la generacién del MHPG implica liberacion y
recaptura de la NA, por lo tanto, una alteracion enzimatica de la MAO o la COMT, o una alteracién
de la recaptura via transportadores de norepinefrina (NET) y dopamina (DAT), podrian
potencialmente alterar los niveles del MHPG detectados. Curiosamente, en un andlisis atn preliminar
de los cromatogramas de nuestras muestras, hemos encontrado que existe una disminucién muy
significativa de los niveles de un segundo metabolito (de naturaleza alin desconocida) en los ovarios
de las crias de madres con administracion de metformina previo y durante la prefiez (Anexo 1; grupos
MET y HFMET), reforzando la idea de una alteracion del metabolismo y llevando a una disminucion
de un metabolito similar. Lamentablemente, dado el alcance de esta tesis, la determinacion de otros
metabolitos es un trabajo aln en progreso. En conclusién, a pesar de que no se tiene gran
conocimiento de los efectos de la metformina administrada durante la gestacion y la lactancia sobre
la descendencia adulta, de acuerdo a nuestros resultados, podemos evidenciar que la administracion
de metformina a las madres provoca alteraciones a nivel del control nervioso ovarico, pero el
esclarecimiento del mecanismo especifico por el cual ocurre esta alteracion requiere un estudio mas
profundo. En resumen, la menor relacién MHPG/NA en el grupo HFMET nos lleva a pensar que
metformina disminuye la actividad nerviosa simpatica en las crias cuando son adultas, sin embargo,
la disminucién drastica de MHPG tanto en el grupo MET como en HFMET nos indica que podria
haber una disminucion en la recaptura o metabolismo de la NA, lo que puede llevar a una mayor
actividad simpética.

En las Figuras 3 y 4 se puede apreciar que la descendencia de las madres con metformina (MET)
presentan un aumento significativo de la expresion génica del receptor betaz-adrenérgico. Al igual

que en el grupo HF este aumento en los receptores podria deberse a una alteracién en el nimero o
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tamafio de los foliculos que expresan el receptor. Independiente de esto, al parecer las ratas cuyas
madres fueron tratadas solo con metformina parecen seguir el perfil de las hijas de madres obesas,
teniendo una mayor actividad del sistema nervioso simpético.

Efectos de la alteracion del tono adrenérgico en el ovario sobre marcadores del desarrollo
folicular en la descendencia de madres tratadas con metformina durante la gestacion y
lactancia.

Los niveles elevados de kisspeptina en la descendencia del grupo MET fueron resultados
inesperados, y contradictorios. Puesto que segun los resultados previamente expuestos la
descendencia de las madres MET y HFMET presentarian una actividad simpatica muy disminuida.
Ante esto, si existiera una menor liberacion de NA se esperaria una menor expresion génica de
kisspeptina, lo que no es observado, reforzando la hipétesis que la metformina podria estar
influyendo en el metabolismo de la NA y por lo tanto aumentando la actividad adrenérgica.

En la misma linea, los niveles elevados de kisspeptina en la descendencia del grupo MET y HFMET,
podrian evidenciar un menor desarrollo folicular ante una menor expresion del FSHR, efecto muy
similar a lo que ocurre con una administracion intraovarica directa de kisspeptina“t. Esto concordaria
con los resultados previos de nuestro laboratorio que muestran que las crias de madres obesas con
administracion de metformina durante la prefiez y lactancia presentan una disminucién de quistes
foliculares®®. Con respecto a la expresion de AMH, la administracién de metformina parece volver a
la expresion de esta hormona, sin embargo, el posible mecanismo de esta normalizacion es una
interrogante a resolver en un futuro.

Efecto de laobesidad maternay la administracién de metformina sobre la expresion del factor
de crecimiento nervioso en el ovario de la descendencia

El factor de crecimiento nervioso es importante para el desarrollo y la sobrevida de las fibras
nerviosas del ovario. Cabe recordar que en mujeres que presentan SOP existe un aumento de la
densidad de las fibras nerviosas que se relaciona con un aumento de NGF3%4°, Como se observa en
la figura 4, no se observaron diferencias significativas entre los grupos analizados. En estudios a

largo plazo mediante la induccion de ovario poliquistico a través de la administraciéon de VE en los
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primeros dias de edad, se ha visto un aumento de la actividad simpética en el ovario, presentando
un aumento del ARNm de NGF desde horas después de la administracion y 30 dias posteriores a la
exposicion, no observando diferencias al dia 60 de exposicion®-"8, Podria ser, por tanto, que el nivel
elevado de estradiol encontrados en la descendencia de madres obesas durante la juventud
predispuso un aumento de la densidad de las fibras nerviosas, pero que a los 60 dias de vida esto

no es evidenciable a través de la expresion de NGF®2,

TH ) r\fo afe‘cta la
sintesis NA

SNS X
Razon muy baja:

l MET vs CONTROL
MHPG/NA " HFMETvs HF
HFMET vs CONTROL
7 i ' i y Alteracién metabolismo o
isspeptina « .
recaptura NA

Desarrollo folicular Y

(MET = HFMET) ‘Metabohtox
Efectos de la
metformina materna i -

Beta2-adrenérgico 3 Posible fenotipo similar a HF (MET)
S tAMH (HEMETVs HE) — Efecto lndep(f.-ndlente
a la Metformina

Esquema 3: Resumen de los efectos observados en la descendencia femenina adulta (PND 60) de
madres tratadas con metformina previo y durante la prefez.

En esta tesis estamos contribuyendo al conocimiento sobre los efectos a largo plazo de la
administracion de metformina en el embarazo y lactancia. Actualmente, la metformina esta
clasificada como de bajo riesgo para el uso durante el embarazo debido a no poseer un efecto
teratogénico”®. Sin embargo, no existen estudios a largo plazo que hagan un seguimiento a los hijos
nacidos de madres que hayan seguido un tratamiento con metformina durante la gestacion. Por otra
parte, en esta tesis se hace evidente que la descendencia de madres con obesidad gestacional tiene
un mayor tono adrenérgico y probablemente una mayor densidad de fibras nerviosas en el ovario.
Otros estudios han demostrado que también existe un mayor tono adrenérgico en el riién’® e

higado™®, lo que nos lleva a pensar en un efecto multisistémico sobre el sistema nervioso simpatico.
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En un futuro es importante plantear alternativas farmacolégicas que prevengan el desarrollo de estas

alteraciones en la descendencia de madres obesas.
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7. CONCLUSIONES
La obesidad materna en ratas produce un aumento de la expresion de tirosina hidroxilasa
en el ovario de la descendencia femenina independiente de la administracion de metformina,
lo que indica un probable aumento de la densidad de fibras nerviosas.
La obesidad materna produce un aumento de la relacion MHPG/NA en el ovario de la
descendencia indicando una mayor actividad simpatica
La administracion de metformina durante la gestacion disminuye considerablemente los
niveles del metabolito MHPG en el ovario de la descendencia, por lo que se postula un
posible efecto del medicamento en la disminucién del metabolismo de la noradrenalina.
La obesidad materna y la administracion de metformina se asocian a un aumento de la
expresion de los receptores betaz-adrenérgicos y kisspeptina, indicando un mayor tono

adrenérgico y un menor desarrollo folicular.
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9. ANEXOS
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ANEXO 1: Niveles de Dopamina en ovarios de ratas adultas descendientes de madres tratadas
con dieta alta en grasa y metformina. A) CONTROL (n=8), MET (n=7), HF (n=6), HFMET (n=6).
B) Cromatograma representativo. Flechas indica Noradrenalina y el metabolito desconocido
respectivamente. Linea rosada=CONTROL, linea azul=HF, linea roja MET y linea negra HFMET.
Los datos se representan como la media + EEM. ****p<0,0001. EIl color de los * se relaciona con el
grupo comparado.



ANEXO 2: Acta de aprobacion del comité de bioética

*
JgN Universidad CIBICA
* deVaIparalso Comité Institucional de Bioética para la

AUl r
Investigacién con Animales

Divisiéon Académica -
Direccion de Investigacion

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
007-2013

I. El Comité Institucional de Bioética para la investigacién con Animales de la
Universidad de Valparaiso, en su sesiéon del 1 de Julio de 2013, declara haber
evaluado el protocolo experimental del proyecto BEA007-2013 titulado “Maternal
obesity previous and during pregnancy in rats and its effect on the reproductive
function of the offspring.” del investigador responsable Gonzalo Cruz N., adscrito al
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Valparaiso.

Il. Para su evaluacién el Comité de Bioética revisé los antecedentes presentados en
el formulario “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE
A ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION".

lll. En la valoracién bioética del proyecto, el Comité consider6 adecuado los
aspectos bioéticos indicados en el segundo punto Valoracién de Aspectos Eticos del
formulario “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A
ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION” y que se sefalan en las paginas
anexas a esta acta.

IV. Por lo anterior, el Comité Institucional de Bioética aprueba el protocolo
experimental.

V. Se extiende este certificado para ser presentado al concurso FONDECYT
INICIACION EN INVESTIGACION 2013.

Dr. Sebastian San Martin Henriquez
Presidente
Comité Institucional de Bioética para la Investigacién con Animales

Blanco 951, Valparaiso | Fono-Fax: +56 (32) 2603184
www.uv.cl
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CIBICA
Comité Institucional de Bioética para la
Investigacion con Animales

Division Académica
Direccion de Investigacion

SEGUNDO: VALORACION DE ASPECTOS ETICOS
(NC: No corresponde)

1. Los animales recolectados vivos seran utilizados sélo para registro de SI'| NO NC
datos (peso, sexo, lugar de muestreo, etfc). X
En las series experimentales en curso se registrara peso diario, ingesta de alimento y se
realizardan frotis vaginales a las hembras. Después del destete a los 21 dias de edad, se
separara@n machos y hembras en jaulas distintas. Después de registrar los datos de las crias de
madres controles o alimentadas con HFD, estas crias seran sacrificadas a distintas edades,
segun se especifico anteriormente en cada objetivo, para la recoleccion de muestras y tejidos.
Las madres seran sacrificadas después del destete.

2. Los animales obtenidos vivos serdn mantenidos en cautiverio y/o en SI| NO NC
condiciones de laboratorio X

Explique en qué condiciones seran mantenidos y por cudnto tiempo.

Los animales seran mantenidos con ciclo luz oscuridad de 12 hrs, prendiéndose la luz de
manera automatica a las 08:00 am y apagdndose de igual manera a las 08:00 pm. La T° de
esta sala se mantendra a 22 = 1 °C. Durante el periodo de mantencion los animales estaran
con disponibilidad ad libitum de agua y comida (HFD o comida control), y ser@n enjaulados de
a 3 ratas por jaula para evitar estrés por hacinamiento. El cambio de viruta a cada jaula, asf
como el rellenado de agua y comida sera realizade a diario de lunes a domingo, tomando la
precaucién que durante los fines de semanas habrd personal de turno para realizar la
mantencion de los animales. Se realizara control de peso y ciclicidad estral (mediante frotis
vaginales) diariamente.

Las ratas prefiadas ser@n colocadas en similares condiciones, pero en jaulas individuales.

Explique qué sucederd con los animales luego de terminado el estudio

Una vez finalizadas las series experimentales los animales seran sacrificados por decapitacion y
las muestras recolectadas seran fijadas en Bouin o guardadas a -80°C, segun cormresponda. El
proceso de sacrificio de animales se describié en la secciéon de metodologia.

3. Su estudio evalla una prdctica clinica (farmacos, aparatos, radiaciones, Sl NO
procedimientos quirdrgicos, ofros). X

Especifique si su respuesta es Si:
En esta investigacion se realizaran cirugias post mortem a ratas para la extraccion de los
distintos tejidos. Ademas se administrarad metformina a ratas gestantes.

Blanco 951, Valparaiso | Fono-Fax: +56 (32) 2603184
www.uv.cl



*

BN Universidad CIBICA
¥ ‘deValllefuall.Sq Comité Institucional de Bioética para la

L . Investigacion con Animales
Division Académica
Direccion de Investigacion

4. La prdctica clinica considerada en este estudio es invasiva y/o puede S| NO
potencialmente causar algin grado de malestar, dafio fisico al animal en X
estudio, estrés fisico, conductual v ofro.

5. La prdactica clinica considerada en este estudio beneficiard directa o SI| NO NC
indirectamente a los animales del estudio. X

Especifique si su respuesta es Si.

6. Sefiale si los animales obtenidos deben ser sacrificados para la obtencién | Sl NO
de datos. X

Justifique el porqué del sacrificio de los animales

En este proyecto los animales deben ser sacrificados, debido al interés del investigador
responsable en estudiar las distintas hormonas reproductivas en sangre y diversos marcadores
moleculares en distintos tejidos.

Indique el o los métodos eutandsicos que sercn utilizados en el estudio

En este proyecto se utilizara la decapitacion con guillotina. El investigador responsable tiene
experiencia en este procedimiento de forma de realizarlo rGpidamente y sin infringir estrés o
dolor a los animales de experimentacion. Esta experiencia proviene de estudios realizados y
publicados anteriormente (Cruz et al 2012, Sotomayor et al 2011), sin embargo, planteo realizar
un curso de manejo de animales de experimentaciéon que se imparte en la facultad, para
obtener la debida cerfificacién). No se administrard soluciones anestésicas ya que estas

pueden influir en la concentracion de neurofransmisores y hormonas que seran medidas en
este estudio.

7. Seiiale si en este estudio participard una compaiiia farmacéutica v ofra | NO
entidad comercial. X

Especifique si su respuesta es Sl. indique el nombre de la compania y el grado de participacion
de la entfidad en esta investigacion (co-investigadores, colaboradores, apoyo logistico,
financiamiento, auspicio u otro).

8. Tienen los investigadores dfiliacién o algin compromiso econémico o de Sl NO
ofra naturaleza con la compaiiia especificada en el punto 7. X

Especifique si su respuesta es Sl. Indique la naturaleza del compromiso.

Blanco 951, Valparaiso | Fono-Fax: +56 (32) 2603184
www.uv.cl
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9. (Tienen los investigadores dfiliaciéon o algin compromiso econdémico o de | S| NO
ofra naturaleza con alguna compaiiia o institucién no especificada en el X
punto 7 pero que pudiera estar interesada o beneficiarse por el desarrollo de
esta investigacién?.

Especifique si su respuesta es Sl. Indique o naturaleza del compromiso.

10. ;Esperan los investigadores obtener algun beneficio econdémico v ofro Sl NO
directo o indirecto, con el desarrollo de este estudio? X

Especifique si su respuesta es Sl. Indique la naturaleza del beneficio.

11. Sefiale su metodologia incluye consideraciones a métodos alternativos (3 Rs: reemplazo,
reduccién y refinamiento)

La metodologia de este proyecto incluye las consideraciones de reduccion y refinamiento del
método experimental. Por este motivo se pretende usar el nUmero minimo de animales que
permita establecer diferencias estadisticamente significativas (se indico el cdalculo del n minimo
en la seccion de metodologia). Sin embargo, no es posible reemplazar este modelo animal por
algun otro método de simulacién in vitro, esto debido a que los efectos producidos por la
obesidad materna en la descendencia son efectos multisistémicos que es muy dificil imitar en
modelos celulares. Por ofra parte, la rata es un excelente modelo para realizar estudios
fransgeneracionales en la parte reproductiva, ya que tiene ciclos esfrales y prefez
relativamente cortos con respecto a otros modelos animales. La corta duracion de los
proyectos de investigacion, por otfra parte, no permite realizar estudios prospectivos en
humanos, que tardarian varios arfios para obtener resultados consistentes.

11. ;Existen algunas ofras consideraciones éticas que deban ser evaluadas?

Todas las consideraciones éticas han sido detalladas en los puntos anteriores de este
formulario.
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