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RESUMEN

En Chile existe una mayor prevalencia de obesidad en mujeres que en hombres, lo que lleva
a que un 50% de mujeres embarazadas presente malnutricion por exceso de nutrientes. En
humanos y en animales de experimentacion se ha demostrado que la obesidad gestacional
produce alteraciones reproductivas y metabolicas. Recientemente nuestro laboratorio ha
reportado que las alteraciones reproductivas pueden ser producto de un aumento de
estradiol debido a una menor metabolizacion hepética de éste. Nuestra hipotesis es que el
tratamiento con metformina en ratas madres con obesidad inducida por dieta, previene el
adelanto de la pubertad, las alteraciones foliculares y la formacion de quistes ovaricos en la
descendencia femenina. Utilizamos ratas de la cepa Sprague-Dawley sometidas a dieta
control o alta en grasa (HF). A un subgrupo de las ratas HF se les administr6 metformina
previo y durante la prefiez. Analizamos el peso corporal, peso hepatico, histologia hepatica,
niveles de glucosa plasmatica, niveles plasmaticos de estradiol y foliculos antrales y
cuerpos lateos en la descendencia. El tratamiento con metformina no pudo revertir el
aumento de peso, sin embargo previene el aumento de estradiol, el adelanto de la pubertad
y la formacidn de quistes ovaricos producido por la obesidad gestacional. Aunque nosotros
observamos una mejoria de ciertos pardmetros metabdlicos y reproductivos, consideramos
que la administracion de metformina en madres obesas debe ser evaluada en mayor

profundidad antes de concluir que tiene un efecto beneficioso a largo plazo.



ABSTRACT

In Chile there is a greater prevalence of obesity in women than in men, leading to 50% of
pregnant women presenting malnutrition by excess nutrients. In humans and in
experimental animals which were offspring of obese mothers, reproductive and metabolic
disorders have been observed. Recently our laboratory has reported that reproductive
abnormalities may result from an increase in estradiol due to decreased hepatic metabolism
of the hormone. We hypothesized that treatment with metformin in female rats with diet-
induced obesity, prevents the advancement of puberty, follicular abnormalities and ovarian
cyst formation in female offspring. We use Sprague-Dawley rats under control or high fat
diet (HF). Subsets of HF rats were administered with metformin prior and during
pregnancy. We analyze body weight, liver weight, liver histology, serum glucose and
estradiol levels, antral follicles and corpora lutea in the offspring. Metformin did not
reverse the weight gain or follicular abnormalities in the offspring, however it prevents the
increase of estradiol and therefore the advancement of puberty produced by gestational
obesity. Although we observed an improvement of certain metabolic and reproductive
parameters, we consider metformin in obese mothers should be evaluated further before

concluding that have a beneficial long-term effect.



INTRODUCCION

La malnutricion por exceso, ya sea sobrepeso u obesidad, estd definida como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. El exceso
de peso es producto de un balance energético positivo, debido a un consumo excesivo de
alimentos hipercaldricos y/o a una disminucion de la actividad fisica [1]. A nivel mundial,
alrededor del 52% de la poblacion adulta presenta algin grado de malnutricion por exceso,
de los cuales el 39% corresponde a sobrepeso y un 13% a obesidad (11% hombres y 15%
mujeres) [1].

La obesidad puede repercutir de diversas formas en la salud de las personas, siendo
asociada a una serie de enfermedades tales como diabetes mellitus tipo 2, hipertension
arterial y dislipidemia, alteraciones que forman parte del sindrome metabolico. Se ha
encontrado una relacién entre la obesidad y patologias gastrointestinales, algunos tipos de
cancer y enfermedades reproductivas como sindrome de ovario poliquistico (SOP)[2],
diabetes gestacional y macrosomia en el recién nacido [3].

Segun la Encuesta Nacional de Salud del afio 2010, respecto a la encuesta realizada el afio
2003, en Chile existe una alta y creciente prevalencia de obesidad en todas las etapas del
ciclo vital, determinando la existencia de aproximadamente 4 millones de personas obesas a
lo largo del pais [4]. Es posible apreciar una mayor prevalencia de obesidad en mujeres,
con un 30,7%, respecto a la poblacion masculina representada por un 19,2%.

En las mujeres embarazadas, los indices de obesidad han aumentado desde 13% a un 32%
en solo 15 afios [5], cifras que coinciden con los datos entregados por el Sistema Nacional
de Servicios de Salud (SNSS), el cual refiere que méas del 50% de la poblacion de

embarazadas bajo control presenta algun grado de sobrepeso u obesidad [4].
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La obesidad tiene un impacto relevante sobre la funcidon reproductiva de la mujer,
destacando alteraciones como infertilidad, aborto espontaneo y un mayor nimero de partos
asistidos, entre otras complicaciones obstétricas [6]. Por otra parte, mujeres obesas
gestantes tienen un aumento significativo del riesgo de presentar hipertension arterial e
infecciones post parto [7, 8]. El exceso de peso materno se asocia también a un mayor
indice de mortalidad perinatal y malformaciones congénitas como defectos cardiacos, del
tubo neural y onfalocele en los recién nacidos [9, 10]. Esta condicion se ha relacionado
también con un incremento en el numero de recién nacidos macrosémicos (>4.000 g), los
cuales superan el 10% del total de nacimientos. Diversos estudios indican que un mayor
peso de nacimiento se relaciona con un mayor riesgo de presentar obesidad en etapas
posteriores de la vida [7].

La observacion de que un estimulo o injuria ocurrido en etapas tempranas de la vida o
durante un periodo critico del desarrollo, resulta en cambios permanentes o a largo plazo en
la estructura o funcion del organismo, da origen al concepto de “Programming” 0
“Programacion del Desarrollo” [11]. Evidencia epidemioldgica y estudios en animales
indican que hay una programacion de la obesidad y otras enfermedades de la adultez debido
a influencias multifactoriales que ocurren en etapas tempranas de la vida [12]. Dentro de
ellas, en modelos de desnutricion materna, se ha evidenciado que la descendencia presenta
aumento de peso e hiperfagia [13, 14], ademas de niveles séricos elevados de leptina en la
adultez [15]. Por otra parte, se ha observado que la descendencia de roedores que presentan
obesidad materna inducida por dieta presentan hiperfagia, aumento de la adiposidad,
hipertension arterial [16], insulinoresistencia, aumento de la gluconeogénesis hepatica [17]

e hiperleptinemia [15, 18], factores claves en el desarrollo de sindrome metabdlico. Otros
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estudios, con un modelo de obesidad materna inducida por dieta alta en grasa durante la
prefiez y la lactancia, sefialan ésta condicién como un factor predisponente de resistencia a
la insulina, higado graso e hiperlipidemia en la descendencia, ademas de incrementar
mediadores proinflamatorios relevantes en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular
[19, 20]. Se ha demostrado también una disfuncién del endotelio vascular y anormalidades
en perfil lipidico [21, 22].

Estudios en ratas, afirman que una dieta materna alta en grasa induce en la descendencia
alteraciones reproductivas tales como adelanto de la pubertad, anormalidad de los ciclos
reproductivos [23, 24], niveles elevados de progesterona [25] y un mayor riesgo de
desarrollar cancer de mama [26]. Estudios epidemioldgicos indican que existe una relacion
inversa entre el indice de masa corporal (IMC) materno y la edad de presentacion de la
menarquia en las hijas, donde a mayor IMC de las madres, menor edad de menarquia [27].
En los diversos modelos de obesidad inducida por la dieta en ratas, se observa efectos
similares a modelos de exposicidn a estrogenos en etapa neonatal, tales como adelanto de la
pubertad [28], alteracién en la ciclicidad estral, presencia de quistes foliculares, ausencia de
cuerpos luteos, lo que provoca cambios en el desarrollo folicular y da lugar a la condicién
de ovario poliquistico [29, 30]. Ademéas se ha determinado otras anormalidades
reproductivas de la descendencia femenina, tales como adenocarcinoma de células
vaginales y del cuello uterino, ciclos menstruales intermitentes o ausentes y reduccion de la
fertilidad [31].

En estudios previos de nuestro laboratorio, al evaluar las alteraciones reproductivas de la
descendencia femenina de madres con obesidad gestacional inducida por una dieta, es

posible apreciar un aumento del peso corporal, cambios en la foliculogénesis con una
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reduccion del desarrollo folicular, presencia de quistes ovaricos y adelanto de la pubertad
[32], aun cuando todas las crias fueron alimentadas con una dieta control posterior al
destete. Ademas se observa un incremento en los niveles de estradiol sérico en distintas
edades, tales como los dias post natal (PND) 1, 7, 14 [33], 30 [34] y 60 [32]. Este aumento
de estradiol sérico podria ser provocado por una mayor sintesis 0 una disminucion de su
metabolizacion a nivel hepatico. En base a los supuestos anteriores, se realizaron estudios
en donde se midi6 la expresion ovarica del gen cypl9, que codifica para la enzima
aromatasa, limitante en la sintesis y capacidad ovérica de secrecidon de estradiol, en los
cuales se puede apreciar que ratas hijas de madres sometidas a una dieta alta en grasa no
presentaron variaciones en la expresion de cypl9 respecto al grupo control, y ademas no se
encuentra aumentada la capacidad ovéarica de secrecion de estradiol ex-vivo, lo que no
explica el aumento de estradiol sérico y la pubertad adelantada en ratas pre-puberes hijas de
madres obesas [34]. Con la finalidad de determinar la causa del aumento de estradiol, se
evalu6 la expresion de CYP3a2 en higado, enzima encargada de metabolizar el estradiol a
nivel hepatico. Resultados aln no publicados de nuestro grupo muestran que los niveles de
CYP3a2 en higado de ratas hijas de madres obesas se encuentran disminuidos en los dias
PND 14, PND 30 y PND 60.

Basado en la evidencia descrita, son maltiples las alteraciones reproductivas producidas en
la descendencia femenina como consecuencia de la obesidad materna, siendo esta tltima el
enfoque principal de este trabajo. Estudios epidemiolégicos en mujeres obesas con SOP
que fueron sometidas a un tratamiento con metformina, muestran que éstas tuvieron una
reduccion del IMC, circunferencia de cintura y perfil lipidico [35, 36]. La metformina es un

farmaco de aplicacion oral recomendado en el tratamiento de primera linea en pacientes
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que presentan diabetes mellitus tipo 11 [37], algunos de sus efectos incluyen reduccion de la
enfermedad cardiovascular e incidencia de algunos tipos de cancer. A nivel metabolico,
este farmaco promueve la captacion de glucosa a nivel muscular, incrementa la oxidacion
de &cidos grasos en musculo y hepatocitos, genera una mayor produccion de 6xido nitrico y
disminucion de la produccion de radicales libres e inhibe la gluconeogénesis y lipogénesis
hepatica [38]. La reduccion de la gluconeogénesis y la lipogénesis en higado se asocia a
mejorar alteraciones metabolicas como la esteatosis hepatica [39]. Estudios que evallUan los
efectos del tratamiento con metformina en mujeres embarazadas con SOP han demostrado
que disminuye la incidencia de diabetes gestacional en comparacion al grupo control [40,
41]. Se ha evidenciado que el tratamiento con metformina mejora el perfil de ovulacion en
mujeres con SOP que presentan hiperandrogenismo [42].

A modo de sintesis, resultados anteriores indican que durante la prefiez en madres con
obesidad inducida por dieta, los fetos podrian estar expuestos a mayores niveles de
estradiol, que seria responsable del programming metabolico en la descendencia, la cual
presenta obesidad y un fenotipo de esteatosis hepéatica con disminucion en los niveles de la
enzima CYP3a2. Estos niveles aumentados de estradiol permanecen elevados durante todo
el ciclo vital.

La efectividad de la metformina en la reduccién del peso corporal, la gluconeogénesis y
lipogénesis en higado, revertiria la esteatosis hepatica mejorando la funcionalidad de éste
organo. De esta forma seria capaz de metabolizar correctamente el estradiol sérico
circundante, evitando de ésta manera las alteraciones reproductivas como el adelanto de la
pubertad, alteraciones foliculares y formacion de quistes ovaricos que genera la obesidad

gestacional en la progenie.
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HIPOTESIS

El tratamiento con metformina previo y durante la prefiez en ratas madres con obesidad
inducida por una dieta alta en grasa, previene el adelanto de la pubertad, las alteraciones

foliculares y la formacidn de quistes ovaricos en la descendencia femenina.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la efectividad del tratamiento con metformina previo y durante la prefiez en
prevenir la pubertad precoz, las alteraciones foliculares y la formacién de quistes ovaricos

en ratas hijas de madres obesas.

Objetivos Especificos

1. Determinar pardmetros metabdlicos y antropométricos en la descendencia femenina
de ratas madres controles, obesas y obesas tratadas con metformina previo y durante
la prefiez.

2. Evaluar los niveles de estradiol, su sintesis y/o metabolismo en ratas hijas de ratas
madres controles, obesas y obesas tratadas con metformina previo y durante la
prefiez.

3. Caracterizar las alteraciones morfoldgicas ovaricas y perfil hormonal reproductivo
en la descendencia femenina adulta de ratas madres controles, obesas y obesas

tratadas con metformina previo y durante la prefiez.
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METODOLOGIA
1. Tipo de estudio

Estudio analitico experimental longitudinal prospectivo.

2. Variables
Peso corporal (g), ingesta de alimento (g), peso hepatico (mg), peso grasa (mg), glicemia
(mg/dl), insulina plasmatica (ng/ml), edad de inicio de la pubertad, nimero de ciclos
estrales, niveles de estradiol (pg/ml) y LH (pg/ml), nimero de foliculos antrales sanos,

atrésicos, cuerpos lteos y quistes ovaricos.

3. Animales
Para este estudio se utilizaron 31 ratas hembras de la cepa Sprague Dawley de 200-250¢g de
peso las cuales fueron distribuidas en tres grupos experimentales: 9 ratas con dieta control
(Dieta Champion: 23% Proteina, 64% Hidratos de Carbono, 13% Lipidos, equivalentes a 4
Kcal/g), 10 con dieta alta en grasa (High Fat: HF, Research DietTM USA; 20% Proteina,
20% Hidratos de Carbono y 60% Lipidos, equivalentes a 5 Kcal/g) y 12 con dieta alta en
grasa tratadas con Metformina. Los animales se mantuvieron en la sala de mantencién de
animales del Instituto de Fisiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Valparaiso en un ambiente con temperatura controlada, con ciclos de luz y oscuridad de 12
horas, con agua y comida ad libitum. El sefior Guillermo Rodriguez se encarg6 del [43]
lavado de jaulas y la srta. Tania Cerda del seguimiento del peso corporal, control de
ciclicidad estral, ingesta de alimentos y agua de los animales, ambos capacitados en la
mantencion y cuidado de animales de experimentacion. Las 2 primeras semanas de

mantencion de los animales corresponde al periodo de aclimatacion, en el cual todos los
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grupos experimentales fueron alimentados con dieta control. Se registré diariamente la
ingesta alimentaria y de liquidos mediante el pesaje diario de la comida y el agua, peso
corporal y ciclicidad estral a través de frotis vaginal. Desde la tercera semana, cada grupo
experimental fue alimentado con su dieta respectiva, control y HF, la cual se mantuvo hasta
el periodo de destete correspondiente a los 21 dias de edad de las crias. Para el grupo
tratado con dieta HF + Metformina, el farmaco se administré una semana antes del periodo
de cruza y durante la prefiez. Las ratas seran consideradas obesas cuando se exista

diferencia estadistica significativa entre el grupo control y los grupos tratados con dieta HF

[43, 44]. Las ratas fueron cruzadas después de 4 semanas de dieta control o HF con machos

reproductores alimentados con dieta control. La confirmacion de la prefiez se realiz6
mediante la observacion de espermatozoides o la observacién de ocho diestros consecutivos
en el frotis vaginal. Las crias fueron sexadas al dia postnatal 1 mediante observacion
genital. Posterior al periodo de destete, las crias fueron separadas de sus madres y se
mantuvieron con una dieta control. Las crias se sacrificaron mediante decapitacion, a los
dias 14, 30 y 60 de edad. Al momento de la eutanasia se recolectd sangre, ovarios, higado y
tejido adiposo. Al finalizar el periodo de lactancia, las ratas madres se sacrificaron por
decapitacion donde se recolectd sangre para extraccion de suero. Los procedimientos de
eutanasia de los animales de experimentacion fueron realizados por personal capacitado en
bioética y manejo de animales de experimentacion. 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

18



Tecnologia (CONICYT).Las series experimentales de la presente tesis estan enmarcadas en

el proyecto FONDECYT de iniciacion en investigacion N° 11130707.

4. Control de peso e ingesta diaria de alimentos y agua
Se registro diariamente el peso de las ratas madres durante el periodo de pre-concepcion,
gestacion y lactancia. Las crias fueron pesadas diariamente desde su nacimiento hasta el
PND 60. Se controld diariamente mediante el pesaje la cantidad de alimento y agua

consumida.

5. Tratamiento con Metformina
Para el grupo de ratas tratadas con dieta alta en grasa y metformina, una semana antes de
iniciar el periodo de cruza, se comenzd con el tratamiento con metformina, el cual se
mantuvo hasta culminar la prefiez. Se administr6 metformina clorhidrato 250 mg/Kg
peso/dia (Glafornil® MERCK), la cual fue disuelta en agua y dispuesta en bebederos para
su consumo ad libitum. Se realiz6 un recambio de la solucion de metformina tres veces a la

Semana.

6. Apertura vaginal
Se determiné la edad de inicio de la pubertad mediante observacion de apertura vaginal a
todas las crias. La apertura vaginal en ratas ocurre en promedio entre los dias 30 a 50 de
vida y depende de las distintas condiciones ambientales.

7. Evaluacién de la ciclicidad estral mediante frotis vaginal
El registro diario de ciclicidad estral fue realizado desde la llegada de las madres hasta la
confirmacion de la prefiez. En la descendencia, el frotis vaginal se realizd diariamente,

desde el momento de la apertura vaginal hasta el dia 60 de vida. Luego de extraida la
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muestra de fluido vaginal diluido en agua, se realizé un frotis en un portaobjetos, el cual se
observo en el microscopio éptico con una magnificacion de 10x. La distribucién de las
células permitieron clasificar las etapas del ciclo estral como proestro, estro o diestro.
8. Morfologia ovarica

Una vez extraidos los ovarios fueron inmersos en fijador Bouin donde permanecieron por
24 horas y luego fueron lavadas con etanol 70% hasta extraer la coloracion amarilla intensa
proveniente del acido picrico. Posterior al procedimiento de fijacion, los ovarios fueron
incluidos en parafina, cortados a un grosor de 6um, montados en portaobjetos y tefiidos con
hematoxilina-eosina. Se analizaron los cortes histoldgicos seriados de cada ovario y se
realizd el recuento total de foliculos antrales sanos y antrales atrésicos, cuerpos luteos, y

quistes foliculares.

9. Determinacion de los niveles séricos de estradiol, LH e insulina por Inmuno-
ensayo ligado a enzima (ELISA)

Se realizo la determinacion de estradiol a las crias mediante el andlisis de las muestras de
suero, para lo cual se utilizdé 50 pL de suero en cada muestra obtenida en el PND 14 y 60.
Los niveles de estradiol se determinaron por ELISA de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Alpco Diagnostic, USA).
Para la determinacién de LH de las crias, se utiliz6 50 puL de suero en cada muestra
obtenida al PND 60. Los niveles de LH se determinaron por ELISA de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Cusabio Biotech CO., LTD).
Con la finalidad de determinar la insulina de las crias, se utilizd 10 uL de suera en cada

muestra obtenida al PND 60. Los niveles de insulina se determinaron por ELISA de
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acuerdo a las condiciones del fabricante (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA,
U.S.A)

10. Medicion de glicemia
Se midio la glucosa en sangre al momento de la eutanasia de las ratas, donde se utilizé el

hemoglucotest OneTouch® UltraMini®

11. Determinacion indice HOMA-IR
Luego de obtener los valores de glicemia e insulinemia, se procedié a determinar el indice

HOMA-IR, utilizando la siguiente formula [45]:
HOMA-IR = [Insulina (U/l) x glucosa en sangre (mmol/l)] / 22.5
Con los siguientes factores de conversion:

e Insulina (1U/1 =7.174 pmol/l)

e Glucose en sangre (1 mmol/l = 18 mg/dl)

12. Andlisis Estadistico
Todos los resultados de esta tesis son expresados como el promedio + el error estandar
medio (SEM). Los datos fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism®
version 6.01. Para el anélisis estadistico de los resultados se utilizo el test de ANOVA
asociado a un post test de comparaciéon de medias (Neuman- Keuls). Se asume una
distribucion normal de los datos de acuerdo a lo reportado por la literatura. Se consideré *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ****p<0,0001 para indicar diferencias estadisticamente

significativas.
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RESULTADOS

Evaluacion de parametros metabolicos y antropométricos en la descendencia
femenina de ratas madres controles, obesas y obesas tratadas con metformina previo y

durante la prefiez.

1. Peso Corporal
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Figura 1. Peso corporal PND 1- 60. El grafico A representa el peso corporal de las crias desde el PND 1 al 60 (n:
C=37; HF=31; HF+MET=14). Se evalu¢ las diferencias de peso en los PND 1 (n: C=37; HF=31; HF+MET=14), 7 (n: C=37;
HF=31; HF+MET=14), 14 (n: C=37; HF=31; HF+MET=14), 30 (n: C=28; HF=24; HF+MET=10) y 60 (n: C=25; HF=22;
HF+MET=9)presentadas en los graficos B, C, D, E y F respectivamente. Los resultados se expresan como el promedio +
SEM. El * compara los grupos HF y HF+MET respecto al control, mientras que # compara ente HF y HF+MET. # p<0,05;
## p<0,01; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

La Figura 1 muestra que las crias de madres tratadas con dieta HF presentan un mayor peso

corporal en todos los dias evaluados con respecto a las crias de madres control. Las crias de
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madre HF sometidas a tratamiento con metformina presentan un peso similar a las crias HF
exceptuando los dias post natal 1, 14 y 30 en que el peso de ratas cuyas madres fueron

tratadas con metformina fue mayor.

2. Ingesta de alimento

Ingesta alimento PND 21- 60
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Figura 2. Ingesta de alimento PND 21- 60. Se presenta la ingesta de alimento de las crias

desde el PND 21-60 (n: C=30; HF=26; HF+MET=10). Los resultados se expresan como el

promedio + SEM.
La Figura 2 muestra la ingesta de alimento desde el destete hasta el PND 60 en crias de
ratas madres controles, obesas y obesas tratadas con metformina. Se puede observar que los

gramos de alimento consumido por los grupos HF y HF+MET se mantienen similares a la

ingesta del grupo control posterior al periodo del destete.
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3. Peso higado
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Figura 3. Peso higado PND 14,30 y 60. El grafico representa el peso del higado (g) de las crias al PND 14 (n:
C=5; HF=4; HF+MET=4), 30 (n: C=5; HF=4; HF+MET=1) y 60 (n: C=21; HF=22; HF+MET=8). Los resultados se
expresan como el promedio + SEM. * p<0,05.

El gréfico anterior evalla el peso del higado en las crias al PND 14, 30 y 60. Se puede
apreciar que al PND 30, el grupo HF presenta mayor peso hepatico que el grupo control,
mientras que al PND 14 y 60 los grupos HF y HF+MET no difieren en el peso hepético

respecto al grupo control.

4. Histologia Hepéatica PND 60

Figura 4. Histologia hepética. Las imagenes A, B y C muestran cortes histologicos de ratas
control, HF y HF+ MET respectivamente. Los cortes histologicos fueron teflidos con
hematoxilina-eosina.

La Figura 4 representa una seccion de higado de los distintos grupos en estudio, en la
imagen A es posible identificar hepatocitos sanos. La imagen B muestra un corte

histoldgico del higado donde se observan hepatocitos con vacuolas lipidicas en su interior.

24



La imagen C representa una rata HF + MET, se aprecia menor presencia de vacuolas de

grasa que en las ratas HF.
5. Peso grasa PNDG60
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Figura 5. Peso grasa PND 60. El grafico representa el
peso de la grasa de las crias al PND 60 (n: C=27;

HF=21; HF+MET=9). Los resultados se expresan como
el promedio + SEM. **** p<0,0001.

Peso tejido adiposo retroperitoneal (mg)

En el grafico se muestra el peso en miligramos de tejido adiposo retroperitoneal en las crias
al PNDG60. Se observa que la cantidad de tejido adiposo es mayor en los grupos expuestos a
una dieta alta en grasa, y que ésta no disminuye si la madre es tratada con metformina

durante la prefiez.
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6. Metabolismo glucidico
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Figura 6. Metabolismo Glucidico. A) Glicemia PND 60. El grafico representa la glicemia (mg/dL) al PND 60 (n: C=25;
HF=21; HF+MET=9). B) Insulinemia PND 60. Se representa la insulina plasmatica (ng/mL) al PND 60 (n: C=4; HF=4). C)
HOMA-IR PND 60. El grafico muestra el indice HOMA-IR al PND 60 para las crias control y HF (n: C=4; HF=4). Los
resultados se expresan como el promedio + SEM. * p<0,05, *** p<0,001.

La Figura 6A presenta los niveles de glicemia en las crias al PND60. Se puede apreciar que
los valores de glucosa en sangre son menores en las crias de madres con dieta alta en grasa,
pero que las crias de madres tratadas con dieta alta en grasa y metformina presentan valores
similares a las controles luego de 6 horas de ayuno. Posterior a la medicion de la glicemia,
se midio los niveles de insulina plasmatica en ng/mL para los grupos HF y control
representados en la Figura 6B. Se observa que las crias de madres alimentadas con dieta

alta en grasa presentan mayores niveles de insulinemia respecto a las crias control en el

PND 60.

Con la finalidad de determinar la presencia de resistencia a la insulina, se calcul6 el indice
HOMA-IR para los grupos HF y control. El andlisis estadistico indica que en las crias de
madres alimentadas con una dieta alta en grasa, existe una tendencia a presentar un indice
HOMA-IR mayor que las crias control. Por circunstancias experimentales no se pudo

determinar el nivel de insulina en crias de madres sometidas al tratamiento con metformina.
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7. Apertura vaginal
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Figura 7. Apertura vaginal. El grafico muestra la
dispersion de los datos de apertura vaginal para los
grupos control, HF y HF+MET (n: C=34; HF=22;
HF+MET=9). ** p<0,01.

Se utilizé la edad de apertura vaginal de las crias como indicador de inicio de la pubertad.
El grafico muestra que las crias de madres tratadas con dieta alta en grasa presentan
adelanto de la apertura vaginal respecto a las crias control. Al analizar la apertura vaginal
en las crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa sometidas al tratamiento con
metformina, se puede observar que no existe diferencia con las crias de madres expuestas
solo a una dieta alta en grasa, sin embargo, es interesante notar que el grupo tratado con

metformina tampoco presenta diferencia en el inicio de la pubertad con las crias control.
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8. Cuantificacion de ciclos estrales

Numero de ciclos estrales

Numero de ciclos

Figura 8. Numero de ciclos estrales. El grafico
representa el nimero de ciclos estrales completos
ocurridos desde la apertura vaginal hasta el PND 60
(n: C=24; HF=23; HF+MET=8). Los resultados se
expresan como el promedio + SEM.

La Figura 8 presenta la cantidad de ciclos estrales completos de los distintos grupos
experimentales, ocurridos entre la edad de apertura vaginal y el PND60. En la figura se
aprecia que no existe diferencia entre la cantidad de ciclos estrales entre las crias de madres
sometidas a dieta alta en grasa y alta en grasa mas tratamiento con metformina respecto a

las crias de madres alimentadas con dieta control.
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Niveles de estradiol sérico, su sintesis y/o metabolismo

1. Estradiol sérico PND 14
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Figura 9. Niveles de estradiol PND 14. El grafico
representa la dispersion de los niveles de estradiol
para los distintos grupos al PND 14 (n: C=4; HF=4;
HF+MET=4).

La Figura 9 muestra los niveles de estradiol obtenidos en los individuos evaluados en los
grupos control, alto en grasa y alto en grasa tratado con metformina. El grafico indica que
no existe diferencia en los niveles de estradiol en los grupos evaluados, pero aun asi, se
observa que las ratas del grupo alto en grasa tienen una tendencia a presentar mayores
niveles de estradiol que las ratas control. Para el grupo con dieta alta en grasa tratado con

metformina, se observa una amplia distribucién de los datos.
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2. Estradiol Sérico PND 60
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Figura 10. Niveles de estradiol PND 60. El grafico
representa los niveles de estradiol para los distintos
grupos al PND 60 (n: C=6; HF=7; HF+MET=5).

* p<0,05, ## p<0,01

La Figura 10 representa los niveles séricos de estradiol al PND 60 para los grupos control,
alto en grasa y alto en grasa tratado con metformina. Se evidencia que las ratas del grupo
alto en grasa presentan mayores niveles de estradiol al PND 60 respecto a las controles. En
el caso del grupo alto en grasa tratado con metformina, se observa que presentan menores

niveles de estradiol que las ratas del grupo alto en grasa y que éstos son similares a los

niveles de estradiol sérico de las ratas control al PND 60.

No se presenta los niveles del gen cyp3A2 al PND 60 ya que la cantidad de RNA de las

muestras en estudio esta por debajo de los niveles detectables en el experimento.
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Morfologia ovarica y perfil hormonal reproductivo

1. Niveles de LH sérica
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Figura 11. Niveles de hormona luteinizante al PND 60. El grafico representa
los niveles de hormona luteinizante de las crias al PND 60 (n: C=4; HF=3;
HF+MET=4). Los resultados se expresan como el promedio + SEM.

La Figura 11 muestra los niveles de hormona luteinizante en plasma para los grupos
control, alto en grasa y alto en grasa tratado con metformina. Se observa que las ratas del

grupo alto en grasa y alto en grasa tratado con metformina presentan menores niveles de

hormona luteinizante que el grupo control.
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2. Morfologia Ovarica

Foliculos Antrales Atrésicos PND 60
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Figura 12. Morfologia Ovarica PND 60. A) Numero de foliculos antrales sanos. El grafico representa el
numero de foliculos antrales sanos (n: C=3; HF=3; HF+MET=3). B) Numero de foliculos antrales atrésicos.
El gréfico representa el nimero de foliculos antrales atrésicos (n: C=3; HF=4; HF+MET=3). C) Numero de
cuerpos lateos. El grafico representa el nimero de cuerpos luteos (n: C=3; HF=4; HF+MET=3). D) Numero de
quistes foliculares. El grafico representa el nimero de quistes ovaricos (n: C=3; HF=3; HF+MET=3). Los
resultados se expresan como el promedio + SEM. * p<0,05.

La Figura 12A presenta el nimero de foliculos antrales sanos en el dia post natal 60 de la
descendencia de madres sometidas a una dieta control, dieta alta en grasa y alta en grasa en
tratamiento con metformina, donde no es posible apreciar diferencias entre los grupos. La
Figura 12B muestra el numero de foliculos antrales atrésicos en los grupos control, alta en
grasa y alta en grasa tratadas con metformina al PND 60. Al igual que en los foliculos
antrales sanos no hay diferencia entre grupos. La Figura 12C corresponde promedio de
cuerpos lateos observados, los resultados muestran una disminucion de cuerpos IUteos en
las ratas del grupo alto en grasa tratado con metformina respecto a las ratas control, el

grupo HF presenta una clara tendencia a la disminucion. La Figura 12D representa el
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promedio de quistes foliculares observados en los grupos con dieta control, alto en grasa y
alto en grasa tratado con metformina, se observa un aumento del ndmero de quistes
foliculares en las crias de ratas madres con obesidad inducida por dieta, el grupo tratado
con metformina presenta una tendencia a la disminucién de quistes foliculares, no

presentando claras diferencias con el grupo control.

Figura 13. Estructuras morfoldgicas ovaricas. Las imagenes
A, B, C y D muestran cortes histoldgicos de ovario que
representan las distintas estructuras foliculares evaluadas en el
estudio: foliculo antral sano, foliculo antral atrésico, cuerpo Iiteo
y quistes foliculares respectivamente. Los cortes histologicos
fueron tefiidos con hematoxilina-eosina.

La figura 13 representa las estructuras morfoldgicas ovaricas, la imagen A corresponde a un
foliculo antral sano, la figura B a un foliculo antral atrésico, la figura C a un cuerpo lateo y

la figura D a un quiste folicular.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que la administracion de metformina en agua a
madres obesas mejora ciertos parametros metabolicos y reproductivos de la descendencia
de estas ratas, sin embargo, no tiene efecto o incluso empeora otros parametros. Nuestro
laboratorio ha demostrado previamente que la obesidad gestacional inducida por una dieta
alta en grasa altera la funcidén hepatica y con esto el metabolismo de estradiol en la
descendencia, lo que conduce a niveles elevados de estradiol. Los niveles altos de estradiol
en la descendencia se relacionan con alteraciones en la funcién reproductiva, que incluyen
pubertad precoz y alteraciones del desarrollo folicular [46]. Este trabajo pretendi6 evaluar
si la administracion de metformina a las madres obesas previene las alteraciones observadas

en la descendencia.

En cuanto al peso corporal de la descendencia (Figura 1), es posible apreciar que las crias
de madres tratadas con dieta HF presentan un mayor peso corporal que la descendencia de
madres control desde el nacimiento hasta el periodo de adultez, evidenciado también por el
aumento de grasa corporal (Figura 5). Estos datos concuerdan con resultados anteriores
obtenidos por nuestro grupo [47]. Jones y cols., describen que existe un incremento en la
expresion de transportadores de glucosa y aminoacidos en la placenta de madres sometidas
a una dieta alta en grasa [48], lo que conduciria a un mayor traspaso de nutrientes desde la
madre hacia el feto a través de la barrera placentaria. Esta condicion, junto con la mayor
densidad energética del alimento, explicarian el mayor peso observado en las crias del
grupo con dieta alta en grasa desde el nacimiento hasta el periodo de destete. Un estudio del

afio 2011 sefiala que existe un cambio en la composicion de la leche materna en madres
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alimentadas con una dieta alta en grasa durante la prefiez y lactancia, la cual presenta un
mayor porcentaje de grasa y proteinas, con disminucion del porcentaje de agua. Este
estudio evalud también el comportamiento materno, en el cual se observa que las madres
con dieta alta en grasa pasan mas tiempo amamantando a sus crias [49], por lo tanto las
crias ingieren una mayor cantidad de leche que sumado a una mayor densidad energética de
la leche contribuiria ain mas al incremento de peso observado en nuestro modelo. La
diferencia de peso entre las crias HF y el grupo control perdura hasta el periodo de adultez,
a pesar de que no existe un aumento en la ingesta de alimento (Figura 2), lo que podria
sugerir otro mecanismo de balance energético positivo, tal como una disminucion de la
actividad fisica. Para comprobar esta hipétesis seria necesario realizar un test de conducta
para evaluar éstos parametros. En la descendencia de madres con dieta alta en grasa
sometida a un tratamiento con metformina, se observa un peso similar a las crias HF
exceptuando los dias post natal 1, 14 y 30 en que su peso fue mayor. Es posible que la
administracion de metformina durante el periodo de gestacion genere cambios a nivel
metabolico que induzcan en la descendencia un aumento de peso corporal mayor que el
grupo HF en el periodo prepuberal, normalizandose en la adultez. Un estudio en ratones
indica que la descendencia femenina expuesta a metformina durante la gestacion, las cuales
fueron alimentadas con una dieta estandar, presentan mayor peso corporal comparado con
el grupo control [50]. Es necesario considerar que la metformina es capaz de atravesar
libremente la barrera placentaria [51], pudiendo de ésta manera ejercer sus efectos en el
feto. Cabe destacar que si el principal efector de la accion de la metformina esta dado por el
incremento de los niveles de AMPK (secundario a un aumento de la relacion AMP/ATP) se

produciria una condicion metabolica similar a un estado de desnutricion en el feto. Este
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estado podria conducir a cambios a nivel epigendmico, los cuales podrian alterar el
metabolismo en la etapa prepuberal debido a una alteracion en sensores metabélicos como

la AMPK, que pueden llevar a detectar a un ambiente obesogénico como normal [52, 53].

Al analizar el peso hepatico (Figura 3), encontramos que al PND 14 no existe una marcada
diferencia entre los grupos, pero la descendencia de madres obesas y madres obesas
tratadas con metformina, existe una tendencia a presentar mayor peso hepatico que la
descendencia control. Al llegar al PND 30, es posible apreciar un mayor peso del higado en
el grupo HF. Finalmente, al PND 60, los grupos HF y HF+MET no difieren en el peso
hepatico respecto al grupo control. A pesar de este resultado, al realizar un analisis de la
histologia hepatica (Figura 4), se evidencia claramente que la descendencia de madres
obesas presentan esteatosis representada por la presencia de vesiculas lipidicas en los
hepatocitos, al igual que en el grupo HF+MET, sin embargo, éstas Gltimas presentan
aparentemente menos vesiculas lipidicas. Resultados preliminares de nuestro laboratorio
demuestran que al PND 30 existe un mayor porcentaje de grasa hepatica en el grupo HF,
ademas de presentar un aumento de las transaminasas glutamico oxalocética (GOT), lo que
nos indicaria una disminucion de la funcionalidad hepatica [54]. Considerando esto, las
ratas hijas de madres obesas presentan esteatosis hepatica. Al analizar la glucosa plasmatica
en los distintos grupos (Figura 6A), se evidencia que el grupo HF presenta menores niveles
en comparacion con el grupo control, lo que podria indicar una alteracion en la
gluconeogénesis que impida la regulacion de la glicemia en ayunas atribuido a la condicién

de esteatohepatitis. Es importante destacar que el grupo HF+MET presenta valores
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similares al grupo control, lo que nos podria indicar que el tratamiento con metformina

durante la gestacion mejora la funcionalidad hepética de la descendencia.

Se analizé también los niveles de insulina plasmatica en los grupos control y HF (Figura
6B), donde éste Gltimo presenta hiperinsulinemia. Se realizé el calculo del indice HOMA-
IR (Figura 6C) con la finalidad de determinar la presencia de resistencia a la insulina, en el
cual se observa que el grupo HF presenta un mayor valor respecto al grupo control, por lo
tanto el grupo HF podria presentar resistencia a la insulina en tejido adiposo y musculo
esquelético, generando un aumento de insulina plasmatica, produciendo un efecto colateral
en otros tejidos que normalmente no estan expuestos a niveles elevados de esta hormona,

tales como el ovario, donde es capaz de producir hiperandrogenismo [24].

Este estudio permite confirmar que la descendencia de madres con obesidad inducida por
dieta presenta un adelanto de la pubertad evidenciada por la edad de apertura vaginal
respecto al grupo control (Figura 7) [47]. Al analizar la edad de inicio de la pubertad en el
grupo HF+MET, se observa que aunque los datos se concentran en el rango del grupo HF,
éste tampoco presenta diferencias con las crias control, por lo tanto, el tratamiento con
metformina podria mejorar parcialmente el adelanto de la apertura vaginal. Al analizar si
existe una alteracion a nivel de ciclicidad estral (Figura 8), se puede observar que no hay

diferencias entre los grupos respecto al nimero de ciclos estrales.

Diversos estudios indican que el niveles elevados de estradiol pueden producir alteraciones
reproductivas como adelanto de la pubertad [29, 30, 55]. Estudios previos en nuestro
laboratorio indican que la obesidad materna produce un aumento del estradiol sérico desde

el periodo neonatal hasta la adultez [56, 57]. Al evaluar los niveles de estradiol al PND 14
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(Figura 9) no es posible encontrar diferencia entre los grupos, pero se aprecia una clara
tendencia al aumento de estradiol en el grupo HF, lo que estaria generando el adelanto de la
pubertad. En relacion al grupo HF+MET se observa una amplia distribucién de los datos, lo
que podria ser indicador de que el tratamiento con metformina acerca los niveles de
estradiol sérico de éste grupo a los niveles presentados por el grupo control, lo anterior se

podria definir aumentando el nimero de crias evaluadas.

Al analizar el estradiol al PND 60, se evidencia que existe un aumento de los niveles
séricos de estradiol en el grupo HF (Figura 10), por lo tanto la tendencia al incremento de
estradiol al PND 14 se acentla en la adultez. Resultados en proceso de publicacion de
nuestro grupo [46] indican que en la descendencia de madres con dieta alta en grasa existe
una disminucién en el metabolismo del estradiol, representado como una menor
abundancia de la enzima CYP3A2 en el grupo HF. El grupo alto en grasa tratado con
metformina durante la gestacidn, presenta una disminucion en estos niveles en comparacion
con el grupo HF, lo que sugiere que el tratamiento con metformina mejora la funcionalidad
hepética, reestableciendo posiblemente los niveles de CYP3A2 y normalizando de esta

forma los niveles de estradiol.

Los efectos del aumento de estradiol en el grupo HF se ven reflejados en alteracion de la
foliculogénesis ovérica. En este estudio observamos una tendencia a la disminucién en los
foliculos antrales en ratas hijas de madres obesas y ademas un menor numero de cuerpos
luteos, que son indicadores de un menor desarrollo folicular y un menor nudmero de
ovulaciones efectivas, o que genera una menor probabilidad de fecundacion. Sin embargo,

los grupos HF y HF+MET presentan niveles similares de LH respecto al grupos control,
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por lo que probablemente exista una desregulacion a nivel hipotaldmico. Se aprecia
también un aumento en el nimero de quistes foliculares en el grupo HF, asemejando al
perfil de ovario poliquistico presentado en humanos [2]. El grupo tratado con metformina
presenta una tendencia a la disminucién de quistes foliculares, no presentando claras
diferencias con el grupo control, lo que indicaria una posible mejora de la funcionalidad

reproductiva.

Discusidn técnica y limitaciones de nuestro estudio

Una limitacion de nuestro trabajo corresponde a la menor fertilidad que presentan las ratas
sometidas a tratamiento con una dieta alta en grasa. Segun nuestros registros un 50% de las
ratas obesas tienen una fertilidad exitosa. Al administrar la metformina por via oral la tasa
de fertilidad exitosa fue de un 27%. Queda por determinar si esta disminucion en la tasa de
fertilidad corresponde a algo circunstancial de nuestro estudio o definitivamente
corresponde a un efecto adverso de la metformina, ya que no ha sido reportado por la
literatura. Cualquiera sea el caso, esto disminuyd el nimero de crias que habiamos

estimado para nuestro estudio e impidié obtener datos mas concluyentes de nuestro trabajo.

Otro de los efectos observados en este estudio (Datos no mostrados) es la disminucion del
consumo de agua en ratas sometidas a la administracion de una dieta alta en grasa. Las ratas
que fueron sometidas al tratamiento con dieta alta en grasa y metformina tuvieron una
disminucion mayor y ademas con mayor variabilidad en el consumo de agua que las ratas
tratadas solo con dieta alta en grasa. Esto lamentablemente no nos permitio tener un control
exacto de la dosis de metformina consumida por los animales, ya que ésta dependia de la

cantidad de agua que consumian estos. Sin embargo, la dosis promedio de metformina fue
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siempre mayor que 100 mg/Kg de rata y en ningun caso fue la que nosotros determinamos

inicialmente (250 mg/Kg de rata).
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CONCLUSIONES
El tratamiento con metformina en madres con obesidad inducida por dieta alta en grasa
revierte parcialmente la pubertad precoz, en la descendencia. También es posible apreciar

que en este grupo existe una tendencia a mejorar la foliculogénesis.

El tratamiento con metformina no revierte completamente las alteraciones metabolicas en la
descendencia de madres con obesidad inducida por una dieta alta en grasa. Sin embargo,
disminuye la esteatosis hepéatica y normaliza los niveles de glicemia en la descendencia
adulta de madres obesas. Ademas revierte parcialmente el adelanto de la pubertad generado

por el aumento de estradiol.

En la descendencia de madres obesas tratadas con metformina se reestablecen los niveles

de estradiol sérico al PND 60 respecto a las hijas de madres obesas.

El tratamiento con metformina en madres obesas disminuye el desarrollo de quistes

foliculares, pero también la formacion de cuerpos luteos.
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ANEXOS
Anexo 1. Acta de Evaluacion Bioética

o Universidad
deValparaiso
CHILE

Division Académica
Direccién de Investigacion

CIBICA
Comité Institucional de Bioética para
la Investigacion con Animales

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
007-2013

|. EIl Comité Institucional de Bioética para la investigacién con Animales de la
Universidad de Valparaiso, en su sesién del 1 de Julio de 2013, declara haber evaluado
el protocolo experimental del proyecto BEA007-2013 fitulado “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 reviséd los antecedentes presentados en el
formulario “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A
ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION".

lIl. En la valoracién bioética del proyecto, el Comité consideré 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 sefialan en las pdginas 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.

X | jHIVERSIDAD DE VALPARAL
e PARA LANVESTIGACKN CON ANMALES

Comité Institucional de Bioética para la Investigacion con Animales

Blanco 951, Valparaiso
WWW.uv.



f n Universidad
W devalparaiso SHa

CHILE Comité Institucional de Bioética para
la Investigacion con Animales
Division Académica

Direccién de Investigacién

SEGUNDO: VALORACION DE ASPECTOS ETICOS
{NC: No comresponde)

1. Los animales recolectados vivos serdan utilizados sélo para registro de SI| NO | NC
datos (peso, sexo, lugar de muesireo, eic). X
En las series experimentales en curso se registrard peso diario, ingesta de alimento y se
realizardn frotis vaginales a las hembras. Después del destete a los 21 dias de edad, se
separaran 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 o 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

Expligue en qué condiciones seran mantenidos y por cuanio tiempo.

Los animales serdn mantenidos con cicle 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 serdn enjaulados de
a 3 ratas por joula para evitar estrés por hacinamiento. Bl cambio de viruta a cada jaula, asi
como el rellenado de agua y comida serd realizado a diario de lunes a domingo, fomando la
precauclén que durante los fines de semanas habrd personal de turno para realizer lo
mantencién de los animales. Se realizara confrol de pesc y ciclicidad estral (mediante frotis
vaginales] diariamente.

Las ratas preAiadas serdn colocadas en similares condiciones, pero en jaulas individuales.

Expligue qué sucederd con los animales luego de terminado el estudio

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

3. Su estudio evalla una prdctica clinica (férmacos, aparatos, radiaciones, S NO
procedimientos quirlrgicos, ofros). X

Especifique sl su respuesta es Si:
En esta investigacion se realizaran cirugias post mertem a ratas para la extraccidon de los
distintos tejidos. Ademas se adminisfrarad metformina a ratas gestantes.

Blanco 951, Valparaiso

Fono-Fax: +56 (32) 2603184

47



A Universidad CIBICA
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CHILE Comité Institucional de Bioética para

la Investigacion con Animales
Division Académica
Direccién de Investigacién

4. La practica clinica considerada en este estudio es invasiva y/o puede Si NO
potencialmente causar algin grade de malestar, daiio fisico al animal en X
estudio, estrés fisico, conductual v ofro.

5. La practica clinica considerada en este estudio beneficiarg directa o SI| NO | NC
indirectamente a los animales del estudio. X
Especifique si su respuesta es Si.

4. Sefiale si los animales obtenidos deben ser sacrificados para la obtencién | SI NO

de datos. X

Justifique el porqué del sacrificio de los animales

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

Indique el 0 los métodos eutandsicos que serdn utllizados en el estudio

En este proyecto se ufilizaré la decapitacion con guiliotina. El investigador responsable tiene
experiencia en este procedimientc de forma de realizaric rdpidamente 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, pianteo realizar
un curso de manejo de animales de experimentacién que se imparte en la facuitad, para
obtener la deblda certificacion). No se administrard soluciones anestésicas yo gue estas

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

7. Sefiale si en este estudio participard una compaiia farmacéutica v ofra Sl NO
enfidad comercial. X

Especifique si su respuesta es Sl Indigue el nombre de la comparifc y el grado de participacion
de la entidad en esta investigacion (co-investigadores, colaboradores, apoyo logisfico,
financiamiento, auspicio v ofro).

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

Especifique si su respuesta es SI. Indique o naturaieza del compromiso.

Blanco 951, Valparaiso Fono~Fax: +56 (32)
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9. ¢Tienen los investigadores dfiliacién o algén compromiso econémico o de | SI NO
ofra naturaleza con alguna compaiiia o insfitucion no especificada en el X
punto 7 pero que pudiera estar interesada o beneficiarse por el desarrolio de
esta investigacién?.

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

10. ;Esperan los investigadores obtener algin beneficio econémico v otro Sl NO
directo o indirecto, con el desarrolio de este estudio? X

Especifique sl 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 nimero minimo de animales que
permita establecer diferencias estadisticamente significativas {se indicé el cdlculo del n minimo
en la seccion de metodologia). Sin embargo, no es posible reemplazar este medele animal por
algun otro método de simulacién in vitro, esto debido a que los efectos producidos por la
obesidad maternc en la descendencia son efectos multisistémicos gue es muy dificll imitar en
modelos celulares. Por otra parte, la rata es un excelente modelo para realizar estudios
fransgeneracionales en la parte reproductiva, ya que fiene ciclos esfrales y prefiez
relativamente cortos con respecto a otros modelos animaies. La corta duraciéon de los
proyectos de investigocion, por ofrc parte, no permite realizar estudios prospectivos en
humanos, que tardarian varios afios para obtener resultados consistentes.

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

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