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RESUM

Resum

Els microRNAs (miRNAs) sén petits fragments d’ARN monocatenari no codificants que
regulen |'expressié genica a nivell posttranscripcional. S'expressen de manera
especifica en els teixits i també es troben en la circulacié sanguinia. La placenta
humana mostra un perfil especific de microRNAs que esta desregulat en alteracions
de I'embaras com la preeclampsia i el retard de creixement intrauteri. Els microRNAs
circulants han estat descrits com a valuosos biomarcadors i possibles dianes
terapeutiques per a malalties metaboliques com ['obesitat, la diabetis i el risc
cardiovascular. Es ben conegut que I'obesitat abans i durant I'embaras té efectes
adversos sobre la salut de la mare i també en el desenvolupament del fetus. Els
nounats de mares amb obesitat tenen més pes en néixer i major risc de patir obesitat i
malalties associades a |'edat adulta. Es desconeix si I'obesitat materna afecta al perfil
de microRNAs i si aquests microRNAs poden tenir un paper important en la regulacié
del creixement pre i postnatal.

En aquest treball s’ha determinat el perfil de microRNAs circulants i placentaris en
dones amb obesitat pregestacional i gestacional, i s'han estudiat les associacions
d'aquests microRNAs amb parametres endocrinometabolics durant I'embaras i amb
parametres de creixement pre i postnatal.

La poblacié d’estudi va consistir en 70 dones caucasiques I'embaras de les quals va
cursar sense complicacions (excepte obesitat pregestacional o gestacional)
controlades a |I'Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta. Les dones es van
agrupar segons el seu index de massa corporal pregestacional i I'augment de pes
durant I'embaras en control (n=25), obesitat pregestacional (OBPre, n=20) i obesitat
gestacional (OBGest, n=25). El perfil de microRNAs es va estudiar en mostres de
plasma de segon trimestre de gestacié i en mostres de placenta obtingudes al néixer,
mitjancant Arrays TagMan de baixa densitat (TLDA) en un subgrup de 18 gestants (6
Controls, 6 OBPre i 6 OBGest). Els resultats es van validar en tota la cohort d’estudi
mitjangant qPCR i es van correlacionar amb el fenotip matern durant la gestacid
(composicié corporal i marcadors metabolics) i el fenotip del nadd (pes i longitud al

naixementials 1, 4, 6 i 12 mesos de vida). Finalment, es van realitzar estudis in silico,
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amb base de dades informatiques, per determinar els mRNA diana i les possibles
rutes metaboliques regulades pels microRNAs d'interés.

En plasma, els resultats mostren 13 microRNAs desregulats en obesitat materna. La
majoria d'aquests s'associen amb parametres metabolics durant I'embaras. A més, els
miR-340, miR-423-5p i miR-652 s’associen negativament amb el creixement prenatal i
els miR-29c, miR-128a i miR-221 s'associen negativament amb el creixement
postnatal. En placenta, els resultats mostren 8 microRNAs desregulats en obesitat
materna, dels quals els miR-100-3p, miR-296-5p, miR-487-3p i miR-1285-3p s'associen
amb parametres metabolics durant 'embaras i mostren associacions negatives amb el
creixement prenatal i positives amb el creixement postnatal.

Entre els microRNAs placentaris, el miR-296-5p es troba present en plasma de segon
trimestre de gestacio, i s'associa amb la seva expressié en placenta i amb els
parametres de creixement pre i postnatal.

Estudis in silico mostren que tots aquests microRNAs d‘interés en plasma i placenta
estan relacionats amb rutes de senyalitzacié de la insulina i/o proliferacié cel-lular.
Amb aquest treball proporcionem la primera identificacié del perfil de microRNAs en
obesitat materna i aportem noves dades sobre el possible paper d’aquests microRNAs
com a reguladors del creixement pre i postnatal. Les intervencions sobre aquests
microRNAs podrien modular I'efecte perjudicial de I'obesitat materna sobre la seva

descendéncia.
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RESUMEN

Resumen

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios fragmentos de ARN monocatenario no
codificantes que regulan la expresién génica a nivel posttranscripcional. Se expresan
de forma especifica en los tejidos y también se encuentran en la circulacion
sanguinea. La placenta humana muestra un perfil especifico de microRNAs que esta
disregulado en alteraciones del embarazo como la preeclampsia y el retraso de
crecimiento intrauterino. Los microRNAs circulantes han sido descritos como valiosos
biomarcadores y posibles dianas terapéuticas para enfermedades metabdlicas como
la obesidad, la diabetes y el riesgo cardiovascular. Es bien conocido que la obesidad
antes y durante el embarazo tiene efectos adversos sobre la salud de la madre y
también en el desarrollo del feto. Los hijos de madres con obesidad tienen mas peso
al nacer y mayor riesgo de sufrir obesidad y enfermedades associadas en la edad
adulta. Se desconoce si la obesidad materna afecta al perfil de microRNAs vy si estos
microRNAs pueden tener un papel importante en la regulacién del crecimiento pre y
postnatal.

En este trabajo se ha determinado el perfil de microRNAs circulantes y placentarios en
embarazadas con obesidad pregestacional y gestacional, y se han estudiado las
asociaciones de estos microRNAs con pardmetros endocrino-metabdlicos durante el
embarazo y con pardmetros de crecimiento pre y post-natal.

La poblacién de estudio consistié en 70 mujeres caucasicas cuyo embarazo cursé sin
complicacions (excepto obesidad pregestacional o gestacional) controladas en el
Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta. Las mujeres fueron agrupadas segun
su indice de masa corporal pregestacional y el aumento de peso durante el embarazo
en control (n=25), obesidad pre-gestacional (OBPre, n=20) y obesidad gestacional
(OBGest, n=25). El perfil de microRNAs se estudié en muestras de plasma de segundo
trimestre de gestaciéon y muestras de placenta recogidas en el nacimiento, mediante
Arrays TagMan de baja densidad (TLDA) en un subgrupo de 18 gestantes (6 controles,
6 OBPre y 6 OBGest). Los resultados se validaron en toda la cohorte mediante gPCR y
se correlacionaron con el fenotipo materno durante la gestacion (composicion

corporal y marcadores matabélicos) y el fenotipo del recién nacido (peso y longitud al

XVii



microRNAs i obesitat materna

nacery alos 1, 4, 6 y 12 meses de vida). Finalmente, se realizaron estudios in silico,
con bases de datos informéticas, para determinar los mRNA diana y las posibles rutas
metabolicas reguladas por los microRNAs de interés.

En plasma, los resultados muestran 13 microRNAs disregulados en obesidad materna.
La mayoria de éstos se asocian con parametros metabdlicos durante el embarazo.
Ademés, los miR-340, miR-423-5p y miR-652 se asocian negativamente con el
crecimiento prenatal y los miR-29¢c, miR-128a y miR-221 se asocian negativamente con
el crecimiento postnatal.

En placenta, los resultados muestran 8 microRNAs disregulados en obesidad materna,
de los cuales los miR-100-3p, MiR-296-5p, miR-487-3p y miR-1285-3p se asocian con
parametros metabdlicos durante el embarazo y muestran asociaciones negativas con
el crecimiento pre-natal y post-natal. Entre los microRNAs placentarios, el miR-296-5p
se encuentra presente en plasma de segundo trimestre de gestacion, y se asocia con
su expresion en placenta y con pardmetros de crecimiento pre y postnatal.

Estudios in silico muestran que todos estos microRNAs de interés en plasma y
placenta estan relacionados con rutas de sefalizacion de la insulina y/o proliferacion
celular.

Con este trabajo proporcionamos la primera identificacién del perfil de microRNAs en
obesidad materna y aportamos nuevos datos sobre el posible papel de estos
microRNAs como reguladores del crecimiento pre y post-natal. Las intervenciones
sobre estos microRNAs podrian modular el efecto perjudicial de la obesidad materna

sobre su descendencia.
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ABSTRACT

Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding fragments of single-stranded RNA that
regulate gene expression at the post-transcriptional level. microRNAs exhibit tissue
specific expression and are also abundant in the blood. The human placenta shows a
specific microRNA profile that is dysregulated in several pregnancy disorders such as
pre-eclampsia and intrauterine growth restriction. Circulating microRNAs have been
described as valuable biomarkers and potential therapeutic targets for metabolic
diseases such as obesity, diabetes and cardiovascular risk. It is well known that obesity
before and during pregnancy has adverse effects on the health of the mother and also
on the development of the fetus. Newborns of obese mothers have higher birth
weight and greater risk of obesity and associated diseases in adulthood. It is unknown
if maternal obesity affects the microRNA profile and whether these microRNAs may
play an important role in the regulation of pre and postnatal growth.

In this work, we have identified the microRNA profile in plasma at the second trimester
and in placentas from women with pre-gestational and gestational obesity, and
examined the associations of these microRNAs with endocrine-metabolic parameters
during pregnancy and with pre and postnatal growth parameters.

The study population consisted of 70 Caucasian women with uncomplicated
pregnancies (except for pre-gestational or gestational obesity) who gave birth at
Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta. Women were grouped according to
their pregestational body mass index and weight gain during pregnancy into control (n
= 25), pre-gestational obesity (OBPre, n = 20) and gestational obesity (OBGest, n =
25) categories. The microRNAs profile was studied in plasma at the second trimester
of getation and in placenta samples at birth using low density TagMan Arrays (TLDA)
in a subgroup of 18 pregnant women (6 Controls, 6 OBPre and 6 OBGest). The results
were validated in the complete cohort by gPCR and correlated with the maternal
phenotype during gestation (body composition and matabolic markers) and the
newborns’ phenotype (weight and height at birth and at 1, 4, 6 and 12 months of life ).

Finally, in silico studies, using computer databases, were performed to determine the

XiX



microRNAs i obesitat materna

target mRNAs and possible metabolic pathways regulated by the microRNAs of
interest.

Plasma samples show 13 dysregulated microRNAs in maternal obesity. Most of these
are associated with metabolic parameters during pregnancy. In addition, miR-340,
miR-423-5p and miR-652 are negatively associated with prenatal growth parameters
and miR-29c, miR-128a and miR-221 are negatively associated with postnatal growth
parameters. The results in placenta show 8 dysregulated microRNAs in maternal
obesity, of which miR-100-3p, miR-296-5p, miR-487-3p and miR-1285-3p are
associated with metabolic parameters during pregnancy and show negative
associations with pre-natal and post-natal growth.

Among placental microRNAs, miR-296-5p is also present in second trimester
gestational plasma and is associated with its own placental expression and pre and
postnatal growth parameters.

In silico studies show that all these microRNAs of interest in plasma and placenta are
related to insulin signaling and/or cell proliferation pathways.

We provide the first identification of the microRNA profile in maternal obesity and
generate new data about the possible role of these microRNAs as regulators of pre
and postnatal growth. Interventions on these microRNAs could modulate the negative

effect of maternal obesity on their offspring.

XX
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L'augment de malalties metaboliques en nens és un problema de salut publica
important. L'obesitat infantil, la diabetis i les malalties cardiovasculars estan
augmentant a taxes alarmants. Mentre que aix0 és parcialment degut al consum
d'aliments calorics i comportaments sedentaris, |'evidencia cientifica suggereix que la
capacitat de respondre a canvis metabolics durant la vida postnatal pot estar vinculat
a l'ambient prenatal. Estudis epidemiologics revelen que un subministrament
inadequat de nutrients al fetus durant I'embaras, com passa amb |'obesitat materna,
s'associa al desenvolupament de malalties metaboliques de la descendencia com
I'obesitat i la diabetis tipus 2. Les marques epigenetiques, com els microRNAs,
podrien ser un dels mecanismes que regulen aquesta associacié. Treballs recents han
demostrat que els microRNAs juguen un paper crucial en molts processos biologics
relacionats amb el desenvolupament. El significat funcional dels microRNAs i les seves
interaccions dinamiques i complexes que regulen I'expressié genica estan comengant

a ser explorades.

1.- Obesitat

Segons la World Health Organization (WHO) I'obesitat es defineix com I'acumulacid
anormal o excessiva de greix que pot posar en perill la salut de I'individu. La valoracié
quantitativa del greix corporal s’efectua per mitja de dues estratégies diferents:
I'estimacié, mitjangant la valoracié de parametres antropometrics (IMC o perimetre
abdominal); i mesures directes, mitjancant técniques especifiques com la
densitometria o la impedancia bioeléctrica. De tots aquests métodes, l'index de
massa corporal (IMC) és el més usat i es calcula dividint el pes (kilograms) entre

I'alcada al quadrat (metres): kg/m?.

En adults, es considera normal un IMC entre 18.5 i 24.9Kg/m?, el sobrepés es defineix

com un IMC =25 i la obesitat com un IMC=30.

En nens és més dificil establir punts de tall degut a les caracteristiques de creixement i
desenvolupament propies d'aquest periode, i els valors es comparen amb els valors
de referencia segons |'edat i el sexe i s'expressen segons la desviacié estandard de

I'IMC (IMC-SDS).
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Durant I'embaras, I'IMC presenta una bona correlacié amb el percentatge de teixit
adipds durant el primer trimestre, igual que amb les dones no embarassades. No
obstant aix0, aquesta correlacié no és tan bona a mesura que avanga la gestacié
degut a l'increment de volum plasmatic i liquid amniotic entre d‘altres. De totes
maneres, I'IMC s’ha acceptat com a mesura d'obesitat al llarg de tota la gestacié amb

proposits clinics (1).

S’estima que l'any 2014, més de 1900 milions d’adults arreu del mén tenien sobrepeés
i més de 600 milions eren obesos. Aixo implica que un 39% de la poblacié de més de
18 anys presentava sobrepés i un 13% obesitat. Entre els menors de 5 anys, 41 milions
presentaven sobrepés o obesitat. Davant d'aquestes dades, la WHO parla de la

primera epidémia no infecciosa de la historia de la humanitat.

L'obesitat en la infancia és un factor de risc d’obesitat en I'edat adulta. Els estudis
mostren que un nen obeés té un 80% de probabilitat de seguir-ho sent als 35 anys; a
més, els adolescents amb excés de pes o obesitat, encara que s’aprimin, tenen un risc
augmentat de mortalitat per causa cardiovascular en |'edat adulta en comparacié amb

un adolescent amb pes adequat.

L'obesitat és una malaltia complexa i multifactorial. Entre les causes que la provoquen
s'inclouen la genetica; els factors ambientals i socioeconomics, amb un desequilibri
entre la ingesta de calories i la despesa energeética; i els efectes des de I'etapa de
programacié fetal intratter. Es una malaltia cronica que s'associa a un augment de la
mortalitat i la morbilitat a causa de patologies associades com la sindrome
metabodlica, la hipertensid, la resisténcia a la insulina, la hiperlipémia, la patologia
vascular arteriosclerotica, i alguns cancers com el d’endometri, de mama, d’ovari, de

prostata o de colon (2).

1.1. La sindrome metabdlica

La sindrome metabolica és un conjunt d’anomalies que actuen com a factors de risc
de tenir una patologia cardiovascular o diabetis mellitus. Es caracteritza per una
obesitat central i la consequient resisténcia a la insulina. Es el resultat de la interaccié

de factors genétics, fisiologics i influéncies ambientals com ara el tabaquisme, la dieta
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hipercalorica o l'abséncia d’exercici fisic. L'obesitat abdominal, amb el conseqlient
augment de greix a nivell visceral, sobretot a nivell de muscul, fetge i pancrees,
implica la formacié d'adipoquines que afavoreixen estats proinflamatoris i

protrombotics, el desenvolupament de resistéencia a la insulina i I'hiperinsulinisme.

El diagnostic de la sindrome metabolica es déna per la combinacié de 3 dels 5 criteris
definits segons el National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel Il
(NCEP: ATP Ill) i la Federacié Internacional de Diabetis (FID), que inclouen tolerancia a

la glucosa, obesitat, hipertensié i dislipémia (triglicerids i colesterol) (3, 4) (figura 1).

Segons aquests criteris, la prevalenca a Espanya de la sindrome metabolica s’estima
d'un 31% en la poblacié adulta i d'un 5% en la poblacié adolescent (aquesta
augmenta al 12% en nens amb sobrepés i al 29% en nens obesos). Els criteris

diagnostics no estan ben establerts en nens amb edat inferior als 10 anys (5).

Parametre Criteri

Perimetre abdominal >88 cm en dones*

>102 cm en homes*

HDL-C <40 mg/dL en homes,
<50 mg/dL en dones

Triglicerids 2150 mg/dL (1.69 mmol/L)

Tensid arterial =130/85 mmHg*

Glucosa en deju 2110 mg/dL (6.1 mmol/L)

Figura 1. Criteris pel diagnostic de la sindrome metabdlica segons la National Cholesterol Education

Program’s Adult Treatment Panel IIl (NCEP: ATP Ill). *Superior a P90 segons edat i sexe fins als 16 anys

1.2. Resisténcia a la insulina

La insulina, produida per les cél-lules B dels illots de Langerhans del pancrees, és
I'hormona que regula el metabolisme de carbohidrats, lipids i proteines. Es, sobretot,
I'encarregada de mantenir els nivells optims de glucosa en sang. Aixi, quan els nivells
de glucosa en sang s’eleven, el pancrees allibera insulina, que és |'encarregada
d'estimular la glicogénesi i d'inhibir la glicolisi i la glicogendlisi a nivell hepatic;
d'augmentar la lipogénesi i d’inhibir la degradacié lipidica a nivell de teixit adipds; i

4
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d'activar la captacié i utilitzacié de la glucosa a nivell muscular (figura 2). A més,

estimula la sintesis lipidica i la sintesis de proteines.

Insulina

PR
lipogénesi ?}\g;ﬂ:\
lipolisi \_g

glicogenesi
glicolisi

glicogenolisi

captacio i
utilitzacio
de glucosa

Figura 2. Funcions de la insulina sobre el teixit adipds, el fetge i el muscul esquelétic.

La resistencia a la insulina és I'estat patologic en qué l'organisme no respon a les

accions de la insulina. En aquest estat, el cos ha de secretar més hormona per obtenir

els mateixos efectes, sobretot la captacié de glucosa pels teixits metabolics: fetge,

muscul i teixit adipds. Es tracta d'un estat d'hiperglucémia, amb la conseqlent

sobreproduccié d'insulina pancreatica que es tradueix en una hiperinsulinemia (6).

La resisténcia a la insulina es calcula amb |'index HOMA-IR (homeostatic model

assesment) (7): (glucosa (mg/dl) x insulina (mUI/I) x 0,0551)/22,5.
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2.- Obesitat pregestacional

A Espanya, segons dades del Instituto Nacional de Estadistica, s'estima que un
10.75% de les dones en edat fertil (18 a 44 anys) presenta obesitat i un 29%,
sobrepés. Les dones que presenten sobrepés o obesitat presenten una taxa de
fertilitat reduida, tan en concepcié natural com si parlem de tractaments de
reproduccié assistida. La subfertilitat en aquestes dones s’atribueix en gran part a la
oligo o anovulacié que presenten, associada o no a una sindrome d’ovari poliquistic,
és a dir, dins d'un context d'alteracié metabolica que inclou un estat de
hiperinsulinemia i hiperandrogenisme i, fins a un 40% de casos, a més, d'obesitat
visceral (8). Igualment en les dones normoovuladores la taxa de fertilitat esta reduida
tot i que l'augment d'aneuploidies podria explicar I'augment d'avortaments en
gestacions incipients, possiblement la relacié entre |'obesitat i la qualitat oocitaria o la

receptivitat endometrial n’explicaria gran part (9).

La prevalenga d'obesitat en dones embarassades s’estima entre un 1.8% i un 25.3%.
L'augment de resistencia a la insulina i citoquines inflamatories sén condicions que es
mantindran i s’agreugeran en cas de gestaci6 en una dona obesa. Es tracta de
gestacions d'alt risc amb conseqiiéncies fetals entre les que destaca el risc de
macrosomia i el risc d'obesitat a llarg termini, i conseqliéncies maternes com
I'anomenada “sindrome metabdlica de ['embaras” que inclou intolerancia a la
glucosa, alteracions hipertensives, hiperlipidémia i alteracié de marcadors inflamatoris
circulants. Aquestes sén condicions relacionades amb la gestacié i normalment es
resolen després del part. De totes maneres, aquestes gestants presenten un desordre
metabolic subclinic i presenten un major risc de sindrome metabolica al llarg de la
vida, particularment si hi ha un increment de pes excessiu que segueix en el postpart

(10) (figura 3).

Sén molts els estudis que han relacionat I'obesitat pregestacional amb I'augment de

patologies obstetriques i les conseqiiéncies sobre la descendeéncia (8, 11-13).
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obesitat

gestacié

Eart cesana Diabetis gestacional
smoraga Estats hipertensius
Infeccié

Macrosomia
Malformacions fetals Obesitat
Distocia espatlles Sindrome Metabolica

Figura 3. Conseqliéncies de I'obesitat pregestacional durant I'embaras. L'obesitat materna abans
de I'embaras té implicacions sobre el curs de I'embaras; sobre la mare: diabetis gestacional, estats
hipertensius; sobre el part: part per cesaria, hemorragia, infeccio; i sobre el descendent: macrosomia,

malformacions fetals i obesitat i sindrome metabolica a llarg termini.

2.1. Efectes de I'obesitat pregestacional sobre la mare

L'obesitat augmenta el risc de patologies maternes com:

-avortament: el risc d’avortament espontani esta augmentat en dones obeses (16.6%) i
lleument en dones amb sobrepés (11.8%) respecte a dones amb pes normal (10%).
Aquesta taxa d'avortament també es veu augmentada en cas de tractament de
reproduccié assistida en dones obeses (14). En gestacions incipients en les que ha
estat possible realitzar un cariotip, no s’ha pogut demostrar I'augment d’aneuploidies

com a causa de |'augment d'avortaments espontanis (15).

-diabetis gestacional: les gestants obeses presenten un risc augmentat de diabetis
gestacional que va relacionat amb I'increment de resisténcia a la insulina produit per
I'estat obesogenic. El risc s'incrementa segons el pes de la mare, aixi el risc en les
obeses és del 6-12% mentre que en gestants amb pes normal és del 2-4%. L'odds

ratio ajustat és de 2.6 per gestants obeses i de 4 en obeses morbides (16). La diabetis
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gestacional es resolt després del part, perd és per si sola un factor de risc de
desenvolupar diabetis mellitus tipus 2 (DM2) a llarg termini. De les gestants obeses

amb diabetis gestacional fins a un 70% presentaran DM2 als 15 anys del part (17).

-estats hipertensius de I'embaras: sén una de les complicacions gestacionals amb més
repercussions maternes com alteracions neurologiques, hepatiques i renals, amb
seqleles greus i inclis mortalitat; i també complicacions fetals com retard del
creixement i mortalitat. La hipertensié induida per la gestacié es defineix com la tensid
arterial sistolica (TAS) i diastolica (TAD) per sobre 140 i 90 mmHg en repetides preses
que es presenta durant la gestacié en dones previament normotenses. La
preeclampsia, que es déna a partir de les 20 setmanes d’embaras, es diagnostica per
TA elevades associada a proteindria (16). La causa, tot i que encara desconeguda, és
d'origen placentari i per tant, com hem dit, afecta tant a la mare com al fetus. El
mecanisme pel qual esta augmentada en |'obesitat podria estar relacionada amb la
hiperlipidemia, I'augment de la resistencia a la insulina i I'augment de la inflamacié
subclinica que implica aquest estat. El risc d'hipertensié gestacional en pacients
obeses esta augmentat 2.5 vegades, i el risc de preeclampsia fins a 1.6. Aquest risc
esta augmentat 3.2 i 3.3 vegades, respectivament, si ens centrem només en les dones

amb obesitat morbida (18).

-part preterme: s'estima que el risc d'un part preterme en dones amb obesitat
pregestacional és d'1.5. De totes maneres, el risc de part preterme no és del tot real,
sind que és degut a parts induits per la obesitat en si o per les malalties associades

com la diabetis gestacional o |la preeclampsia (19).

-part postterme: es desconeix el motiu; també es postula com un error de calcul
doncs les dones amb obesitat tendeixen a ser oligoovuladores i per tant la data de

I"Gltima regla podria ser un metode inexacte per al calcul de I'edat gestacional (20).

2.2. Efectes de |'obesitat pregestacional sobre el part i el puerperi

L'obesitat pregestacional també presenta un impacte sobre el resultat del part i el
puerperi. Per comencar cal destacar la dificultat de monitoritzacié tan fetal com de

contractilitat uterina materna degut a l'excés de teixit adipds. Igualment, es veu

8
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augmentada la dificultat anestésica, tant a nivell regional com, sobretot, en cas de

necessitat d'intubacié d'una pacient obesa, i a més, gestant.

-cesaria: |'obesitat és un factor important per a la realitzacié d'una cesaria, inclus si
s'ajusta per |'associacié amb diabetis gestacional o hipertensio; el risc de cesaria és de
1.5 en gestants obeses i de 3.1 en obeses morbides. També esta augmentada la taxa
d'induccié fallida entre altres per la desproporcid peélvicofetal per I'augment de
nadons macrosomes. A major IMC hi ha més risc d'una dilatacié i progressié del part
més lentes; aixi mateix com més IMC més risc de fracas de la induccié (risc de 2.89).
La probabilitat d'un part vaginal després d'una primera cesaria també es troba

disminuida (8, 21, 22).

-infeccio: la obesitat augmenta el risc d'infeccié de ferida de cesaria, episiotomia i/o

endometritis. També esta augmentat el risc d'infeccié d’orina.

-hemorragia i pérdua sang: existeix un risc augmentat de pérdua de més d'1 litre de
sang per augment d'atonia postpart per macrosomia o per menor biodisponibilitat
dels oxitocics en relacié a I'lMC de la pacient; també pot estar relacionat amb cesaries

més dificultoses i llargues.

-trombosis venosa: la gestacié és per si mateixa un estat protrombotic. Aixi, unida a
I'obesitat, el risc de trombosi esta augmentat sobretot després de cesaria per |'estat
de repos que implica. El risc és de 1.4 en dones amb sobrepes i de 5.3 en dones

obeses (21).

2.3. Efectes de I'obesitat pregestacional sobre el nadé
L'obesitat pregestacional també presenta un impacte sobre el nadé:

-Obits i morts perinatals: |'obesitat materna doble el risc d‘obit fetal, la causa és
desconeguda, pero es postula una disfuncié fetoplacentaria. També esta augmentat el

risc de mort sobtada del neonat (23).
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-malformacions fetals: esta demostrat el risc augmentat de defectes del tub neural,
paret abdominal i cardiacs. També sén de més dificil deteccié degut a la resisténcia

que ofereix el teixit adipds al pas d'ultrasons (24).

-macrosomia: |'obesitat per si sola explica la macrosomia i és independent de la
diabetis (25). La macrosomia es defineix com un nadé amb pes superior a I'esperat
per |'edat gestacional (en general la definicié implica un pes superior al percentil 90
segons edat gestacional i sexe, pero en alguns estudis directament es defineix com a
pes superior a 4 kg). El risc de parir un nadé de més de 4 kg és 1.7 vegades més gran
en dones obeses i 2 vegades més gran en obeses morbides; el risc d'un nadé de més
de 4.5 kg és 2 i 2.4 vegades més gran respectivament (16). L'obesitat materna
s'associa concretament amb I'augment d’adipositat fetal no amb la massa muscular

magra (26).

-distocia d'espatlles i lesions del plexe braquial: sén lesions en el moment del part

relacionades amb |la macrosomia fetal, el nimero de parts, el pes i la talla materna.

-petit per edat gestacional: el sobrepés i I'obesitat presenten un risc disminuit de
gestar un nadé amb baix pes al néixer, en canvi, presenten un risc augmentat de parir
un nadé amb molt baix pes (<1500g) al néixer, amb un risc relatiu de fins a 1.98; com
més obesa és la gestant més risc presenta de tenir un infant amb pes extremadament

baix al néixer (menys de 1000g) (19).

2.4. Efectes de |'obesitat pregestacional sobre el descendent a llarg

termini

| finalment, l'obesitat de la mare també presenta efectes a llarg termini sobre el

descendent en 'edat infantil i adulta (11):

-obesitat infantil: els fills de mares obeses tenen el doble de risc de tenir obesitat als 2

anys de vida, independentment del pes al néixer (27).

-obesitat en I'adolescencia i I'edat adulta: les filles de gestacions amb augment de pes

excessiu tenen fins a 3 vegades més risc de presentar sobrepés o obesitat; aquesta
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associacié és més intensa en mares amb sobrepés pregestacional, independentment

del pes al néixer (28).

-diabetis mellitus 2 i sindrome metabolica: s'observa una relacié positiva entre I'IMC
matern pregestacional amb la circumferéncia de la cintura, la TA sistolica i diastolica,
aixi com amb els valors d'insulina i de triglicerids dels descendents als 30 anys de
vida; i una relacié negativa amb HDL-C. Totes elles caracteristiques independents del

guany de pes matern i caracteristiques al naixement (29).

-pubertat precog: que es defineix com a l|'aparicié del caracters sexuals secundaris

abans dels 8 anys en nenes i abans dels 9 anys en nens (30).

11
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3.- Augment de pes excessiu durant |la gestacié

El guany de pes durant I'embaras té un efecte immediat i a llarg termini per a la dona i

per al seu nadé.

mames 400 mg
placenta 600 mg
liquid amniotic 800 mg
Uter 1000 mg
sang i fluids 2500 mg
materns

fetus 3400 mg

reserves maternes 3500 mg

Total 12,200 kg

Figura 4. Distribucié de I'augment de pes normal durant la gestacié. S'estima que el guany de pes
adequat associat a la gestacié és d'entre 11 i 16kg, dels quals el fetus, el liquid amniotic i la placenta
en representen uns 4.5kg i 'augment de |'Uter i de les mames uns 1400g més. La resta correspon a

I'augment, a la redistribucié hemodinamica i a les reserves maternes.

La recomanacié de guany de pes durant I'embaras, publicat I'any 2009 per ['Institute
of Medicine (IOM), es basa en I'[MC pregestacional i és independent de |'edat, la raga,
la paritat i I'historial d’habits toxics (tabac) (31). Es tracta d'unes recomanacions per
assegurar un bon estat de salut tant per a la mare com per al fetus i assolir un pes fetal
adequat al néixer, evitar parts preterme i evitar la retencié de pes matern en el

postpart (figura 4 i 5).

Més d'un 40% de les gestants presenten un augment de pes superior al recomanat
per la IOM, i aquest augment excessiu té unes consequeéncies sobre el curs de la

gestacio aixi com sobre la mare i sobre el fill (32) (figura 6).
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Categoria pregestacional IMC Recomanacié de guany de pes (Kg)
Infrapés <18,5 12,5-18

Pes normal 18,5-24,9 11,5-16

Sobrepeés 25-29,9 7-11,5

Obesitat >30 5-9

Figura 5. Guany de pes gestacional recomanat per la IOM. Recomanacions de guany de pes durant
la gestacié segons IMC inicial. Recomanacions del Institute of Medicine de I'any 2009 (31). IMC:

index de massa corporal.

3.1. Efectes del guany de pes excessiu sobre mare

-diabetis gestacional: el guany de pes durant I'embaras és un factor independent i
significatiu de desenvolupar diabetis gestacional. L'augment de pes sobretot a l'inici
de la gestacié esta directament relacionat amb la concentracié de glucosa entre les 24
i 28 setmanes, que comporta un metabolisme anormal de la glucosa. Els estudis
suggereixen que hi ha una relacié positiva entre |'excés de guany de pes i I'adipositat
abdominal, que presenta una relacié directa amb el risc augmentat de patologia
cardiovascular i alteracions metaboliques com la DM2 (17). La diabetis gestacional,
associada tant a la obesitat pregestacional com a I'augment excessiu de pes durant la
gestacio, presenta un augment de risc de desenvolupar alteracions del metabolisme

de la glucosa aixi com de diabetis a llarg termini.

-estats hipertensius de I'embaras: I'augment de pes excessiu esta relacional amb un
augment d'hipertensié gestacional aixi com de preeclampsia, amb una odds ratio de
1.51 i 2.14 respectivament, comparat amb les gestants que presenten un augment de

pes normal, independentment de I'lMC pregestacional (17).

-depressio i ansietat: les pacients amb augment de pes excessiu durant la gestacié
presenten una pitjor percepci6 i satisfaccié de la seva imatge corporal, sobretot les
que parteixen d'un IMC menor. Hi influeixen molts altres factors, com el nivell cultural

i I'estatus socioeconomic (33).

-retencié de pes i posterior obesitat: I'excés de guany de pes durant la gestacié és el

factor predictor més important pel que fa a retencié de pes en el postpart, sense
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relacié amb el pes pregestacional (13). Aquesta relacié amb la retencié de pes és en el
postpart immediat, als 2 anys i també als 8 anys postpart. Per tant, la incidencia de
sobrepes i obesitat a I'inici d'una seglient gestacié és més gran, augmentant aixi la

morbilitat explicada préeviament (34).

-altres complicacions maternes com: apnea obstructiva del son, exacerbacié de
I'asma, complicacions musculoesquelétiques i complicacions relacionades amb

l'anestésia.

Augment
excessiu de pes

G

gestacio

Diabetis gestacional
Estats hipertensius
Depressio ‘

Macrosomia
Obesitat infantil

Obesitat
DM2

Obesitat
Sindrome Metabolica

Figura 6. Conseqliencies de I'augment excessiu de pes durant la gestacié. L'augment excessiu de
pes té implicacions sobre el curs de I'embaras; sobre la mare: diabetis gestacional, estats hipertensius,
depressid; i obesitat i DM2 a llarg termini; sobre el descendent: macrosomia, i obesitat i sindrome

metabolica a llarg termini.

3.2. Efectes del guany de pes excessiu sobre el nadé

-macrosomia: diferents estudis objectiven I'associacié d'aquesta amb |'excés de guany
de pes durant la gestacié (34). Aquesta relacié és veu encara més reforcada entre
I'associacié obesitat/sobrepés i excés ponderal de pes durant la gestacié (26). Com ja

s’ha comentat anteriorment, la macrosomia s'associa a efectes adversos fetals i
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materns com risc de lesié traumatica en el part, risc de cesaria per desproporcid

pelvicofetal i risc de mortalitat perinatal.
-I"associacié amb el risc de cesaria és menor que amb la obesitat pregestacional.

-petit per edat gestacional: tant I'excés de guany de pes com el déficit de guany de
pes durant la gestacié estan associats a un menor pes al néixer. De totes formes,
I'augment de pes superior al recomanat seria un factor protector del risc de nadé petit

per edat gestacional (12).

3.3. Efectes del guany de pes excessiu sobre el descendent a llarg
termini
-obesitat infantil: 'augment excessiu de pes, sobretot durant el primer trimestre,

presenta un risc augmentat d’obesitat infantil fins als 4 anys de vida (35).

-obesitat edat adulta: el guany de pes durant la gestacid, associat a I'MC
pregestacional, s'associa positivament amb |'adipositat en el descendent adult:

augment de I'IlMC, augment de la circumferéncia abdominal i de triglicérids.

-alteracions cardiometaboliques: associat o no a I'obesitat (29).

Sén pocs els estudis que relacionen els efectes de I'excés de guany de pes amb el
trimestre en el que es produeix. Aixi, Li i col. (2013) estudia els efectes tant fetals com
materns en funcié del trimestre, concloent que els efectes sén més importants quan

aquest afecta al primer trimestre de gestacié (36).
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4.- Adaptacions metaboliques maternes durant la gestacié

L'estat de nutricié i benestar matern juntament amb el desenvolupament placentari
son agents limitants del potencial geneétic del creixement fetal. A través de la placenta
difonen el nutrients de la mare al fetus, i en direccié6 oposada els productes del
metabolisme fetal. La glucosa és el substrat més important pel fetus, que ha d’estar
facilment disponible per a la transferéncia transplacentaria. Els aminoacids també
creuen, en molt menor mesura, la placenta, i pel que fa als lipids, només els acids
grassos lliures i els cossos cetonics hi sén permeables. La secrecié d’hormones
placentaries amb efectes anabolics sobre el metabolisme matern és important per

compensar el cost energétic que I'embaras i el creixement fetal representen (37-40).

Per garantir la nutricié fetal al llarg de tot I'embaras, la gestacié es divideix en dos

periodes metabolics i energeétics diferents:

-els primers dos tergcos, quan el creixement del fetus encara és limitat, la mare
emmagatzema gran proporcié dels nutrients que ingereix, i acumula reserves grasses,

ajudada per la hiperfagia que experimenta. Parlem de I'etapa d'anabolisme.

-I"dltim terg, quan el creixement fetal és més rapid, la mare passa a un metabolisme

catabolic per posar tots els nutrients a disposicié del fetus.

4.1. Sensibilitat a la insulina

La insulina, encarregada de mantenir els nivells optims de glucosa en sang, és a més,
considerada clau en la regulacié del creixement fetal, regulacié que realitza a través
dels seus efectes promotors de I'anabolisme tissular. Durant |'etapa embrionaria,

també estimula la sintesis d’ADN (6).

Els canvis en la sensibilitat a la insulina durant I'embaras no estan del tot definits, pero
sembla que les hormones placentaries podrien tenir una gran contribucié, doncs
després del deslliurament la sensibilitat a la insulina millora significativament. Entre

elles destaquen la somatotropina corionica o lactogen placentari (HPL) i la leptina (41).
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La HPL produeix un augment de la resisténcia a la insulina, disminueix la captacié de
glucosa pels teixits, i per tant, augmenta els nivells serics de glucosa, fent aixi més
disponible la glucosa al fetus. També indueix la lipolisis, per tal d’obtenir acids grassos
que serviran de combustible per a la mare. Les cetones, producte de la lipolisis,

també travessen la barrera placentaria i poden ser utilitzades pel fetus.

La leptina és produida pels adipocits materns i per la placenta, I'augment de
concentracié de leptina durant la gestacid, sobretot a partir del segon trimestre,
sembla ser a causa de l'augment de la secrecié placentaria. Fora de la gestacid, la
leptina actua com a senyal saciant, informa al cervell sobre la mida dels adipocits. Per
tant, els nivells de leptina sén més elevats en les persones obeses. Durant la gestacié
se li han adjudicat funcions en el manteniment de la gestacid, angiogeénesis
placentaria i efectes sobre la insulina. L'augment de leptina és relaciona amb un
augment de la resistencia a la insulina, per tal de mobilitzar reserves maternes

sobretot al final de la gestacio (42).

4.2. Adiponectina

L'adiponectina és una hormona sintetitzada pel teixit adipds, perd no per la placenta,
que té efectes sensibilitzants a la insulina (43). Al contrari que altres adipoquines, la
seva concentracié plasmatica és inversament proporcional a |'adipositat i positivament
a la sensibilitat a la insulina. Per tant, la seva disminucié en cas d’obesitat podria ser el
desencadenant de la resistencia a la insulina. Aquests efectes es veuen també durant
la gestacid, sobretot durant el tercer trimestre, quan |'adiponectina arriba als seus
nivells minims i la resisténcia a la insulina és major. Aquests efectes encara sé6n més
evidents en el cas de gestants obeses o amb diabetis gestacional, i es poden
objectivar ja al primer trimestre. Aixi, una adiponecteémia baixa al primer trimestre té
una relaci6 amb el diagnostic de diabetis gestacional al segon trimestre (figura 7).
L'adiponectina materna no travessa la placenta, per tant no contribueix a

I'adiponectemia fetal.
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L'adiponectina no circula mai en forma de monomer; aixi, es defineixen tres tipus
d'adiponectina segons les seves formes multimériques: les de baix pes molecular, de
mitja pes molecular i d'alt pes molecular. La d'alt pes molecular (APM) és considera la

forma biologicament activa.

HPL
leptina

adiponectina

Sensibilitat Insulina

Figura 7. Sensibilitat a la insulina durant la gestacié. La sensibilitat a la insulina disminueix entre un

50-60% al llarg de la gestacio. Els nivell de lactogen placentari (HPL) i de leptina, que augmenten
augmenten la resisténcia a la insulina, s'incrementen al llarg de la gestacid; en contra, els nivells

d‘adiponectina, sensibilitzant de la insulina, disminueixen.

4.3. Metabolisme de la glucosa

A l'inici de I'embaras, I'augment de sensibilitat a la insulina facilita la captacié de
glucosa per part dels teixits i I'anabolisme cel-lular mitjangant la glicogenesi i la

lipogénesi.

Independentment de I'lMC pregestacional, hi ha una disminucié d’entre el 50 i 60%
de la sensibilitat a la insulina a mesura que avanca la gestacié per tal de garantir la
disponibilitat de nutrients pel fetus, sobretot carbohidrats (44). Aixi, al final de
I'embaras, I'augment de resistencia a la insulina disminueix la captacio i utilitzacié de
glucosa per part dels teixits periferics i permet mobilitzar els lipids emmagatzemats
anteriorment (figura 7). L'augment de la resisténcia a la insulina es compensa amb un

augment de secrecié d'insulina pel pancrees.
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A mesura que avanga |'embaras, i especialment en etapes de dejuni, la gestant té
tendencia a la hipoglucémia, que sol ser deguda a I'esgotament de les reserves
hepatiques de glucogen i a |'esgotament de substrats per a la produccié de glucosa
degut al gran pas d'aquests al fetus; a pesar que les capacitats enzimatiques per a

produir-ne milloren. La unitat fetoplacentaria utilitza un 50% de la glucosa materna.

4.4. Metabolisme lipidic

El teixit adipds fa adaptacions durant |'embaras, doncs és plastic pel que fa a
grandaria i estructura. L'expansié depen dels adipocits, els factors angiogenics i la
matriu extracel-lular. A més, presenta una funcié endocrina regulant I'augment de

concentracié de leptina en sang materna i la disminucié d'adiponectina (44).

El mecanisme molecular que dirigeix I'adipogénesi i la lipolisi és desconegut. Podria
estar regulat per proteines especifiques dels adipocits com sén les adipoquines, que
interefereixen amb l'accié de la insulina. El TNF a (tumor necrosis factor o), la IL-6
(interleukin-6), la resistina i la leptina regulen negativament l'efecte de la insulina,

mentre que la leptina i 'adiponectina sén insulinosensibilitzants.

Al final de la gestacio, amb I'augment de la resisténcia a la insulina, que permet
mobilitzar els lipids emmagatzemats, hi ha una gran deplecié de diposits grassos. Ens
trobem davant d'un estat hiperlipidemic: augment del colesterol, triglicerids (TG)
totals i lipoproteines. Aquests productes lipolitics del teixit adipds, alliberats a la
circulacié, tenen com a major desti el fetge, on sén modificats i transformats a TG i
VLD-LP (lipoproteines de baixa densitat). Encara que els triglicerids no travessin
directament la placenta, la hipertriglicidemia pot ser beneficiosa en condicions de
deju per la seva conversié hepatica a cossos cetonics que si poden ser utilitzats pel
fetus. A més, els acids grassos sén Utils com a font d’energia per la mare i per a la

preparacié de la lactancia al final de les gestacié.

En condicions de deju, els acids grassos lliures es poden oxidar a cossos cetonics, que
creuen la placenta per difusié simple i arriben al plasma fetal en igual concentracié

que al plasma matern i els triglicérids passen a glicerol per formar glucosa.
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El fetus no és capag de sintetitzar cossos cetonics, pero a diferéncia dels adults, els
cossos cetonics poden ser utilitzats com a substrat energetic i com a substrat
lipogénic pel cervell fetal. Les grans quantitats de glicerol al plasma matern i I'eficient

conversiod a glucosa, també beneficien als fetus es casos de deja (38) (figura 8).
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Figura 8. Representacié dels efectes de la lipdlisi durant la gestacié. Adaptacié d'Herrera i col. En

vermell els metabolits que travessen i serveixen de font energética al fetus (38).

L'obesitat és el factor de risc més comul que provoca disminucié de sensibilitat a la
insulina. En el cas de les dones obeses i amb sobrepées hi ha, des de l'inici de
I'embaras, un augment d'adipositat i per tant una disminucié d'adiponectina, que
explicaria I'augment de resistencia a la insulina i el desenvolupament d'inflamacié
metabolica. La disminucié en percentatge de la sensibilitat a la insulina és
practicament igual en dones amb pes normal que en dones obeses, aixo explicaria la
tendéncia de les gestants obeses a presentar més diabetis i hipertensié gestacional, i
nens amb macrosomia. La relacié no és tan forta en el guany de pes excessiu o

obesitat gestacional.
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L'augment de triglicérids i colesterol també és més pronunciat en dones obeses i
diabetiques, 'augment d'acids grassos lliures podria ser font energética quan els
requeriments sén mes grans i explicar també I'excés de creixement fetal. En aquest
sentit, I'increment de nutrients en sang materna en dones obeses i amb resisténcia a
la insulina que travessaran la placenta i estimularan el pancrees fetal, fara que es
desenvolupi un hiperinsulinisme i augment de diversos factors de creixement fetal,

responsables de la visceromegalia.

4.5. Diabetis Gestacional

La diabetis gestacional es desenvolupa en aquelles dones en les que la funcié
pancreatica és insuficient per sobreposar-se a l'estat de resistéencia a la insulina
associada a |'estat gestacional. Es defineix com la tolerancia anormal a la glucosa

diagnosticada durant la gestacio.

S’estima que al voltant d'un 17% de les gestacions presenten diabetis gestacional,

valor que depén de I'edat, raga, pes pregestacional de la mare i paritat (45).

El cribratge de la diabetis gestacional és universal, es realitza a totes les embarassades
durant el segon trimestre de la gestacié: entre les 24 i 28 setmanes, moment en qué
presenta una major rentabilitat diagnostica. Es valora la necessitat de realitzar el
cribatge al primer trimestre, o de repetir les proves de tolerancia a la glucosa al tercer

trimestre, segons els protocols establerts (46).

Hi ha diversos tests acceptats, el recomanat per la Sociedad Espafiola de Ginecologia

y Obstetricia, és un diagnostic en dos passos:

Cribratge: Test d'O’Sullivan: la determinacié de glicemia en plasma vends una hora
després de la ingesta de 50 grams de glucosa. La prova es pot realitzar en qualsevol
moment del dia, independentment de la ingesta prévia d‘aliments. Es considera

positiva quan la glicemia és 2140 mg/dl (7.8 mmol/l).

Diagnostic: En cas de positivitat del test d'Osullivan es realitza el test de sobrecarrega

oral de glucosa, el Test de tolerancia oral a la glucosa (TTOG): la determinacié en
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plasma de glucosa al minut O i ales 1, 2 i 3 hores de la ingesta de 100 grams de
glucosa. El resultat és positiu quan dos o més dels seglients valors estan alterats:
glicémia basal > 105 mg/dL (5.8 mmol/L), una hora > 190 mg/dL (10.6 mmol/L), dues
hores > 165 mg/dL (9.2 mmol/L) > tres hores: 145 mg/dL (8.1 mmol/L).

Les dones que desenvolupen diabetis gestacional tenen un guany de pes més elevat
a les 24 setmanes. Per tant, el guany de pes és un factor de risc de desenvolupar

diabetis gestacional, sobretot en dones obeses i amb sobrepes (47).

La diabetis gestacional té complicacions maternes i fetals a curt i llarg termini. Algunes
d'aquestes es poden reduir si amb |'ajuda del tractament s’aconsegueix un optim
control glicemic, com la preeclampsia o la macrosomia i la distocia d’'espatlles (48)

(figura 9).

4.5.1. Efectes de la diabetis gestacional

Diabetis

gestacio «

Hipertensio gestacional
Polihidramni
Infeccions maternes

DM2
Sindrome metabolica |

Macrosomia
Fetopatia diabética Obesitat
Alteracions metaboliques Sindrome metabolica

Figura 9. Conseqliencies de la diabetis gestacional. La diabetis gestacional s'associa a
complicacions durant |'embaras: estats hipertensius, polihidramni i infeccions materns; té
conseqliéncies sobre el descendent: macrosomia, fetopatia diabética i obesitat i sindrome

metabolica a llarg termini; i sobre la mare: DM2 postpart i sindrome metabolica.

Les gestacions que cursen amb diabetis gestacional presenten un risc augmentat

d’'hipertensié i preeclampsia, amb un risc relatiu d'1.54 (49). A més a més, la
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hiperglucemia durant la organogenesis, déna complicacions en etapes inicials de la
gestacio, és |'embriopatia diabética, que pot comportar anomalies congenites
importants aixi com avortaments. Més endavant, la fetopatia diabetica, pot provocar

sobretot retard en la maduracié dels organs, especialment pulmonar (50).

Independent de I'lMC pregestacional o el guany de pes gestacional, el risc relatiu de
macrosomia és d'1.81. Es tracta de nadons grans per edat gestacional i amb una
disposicié truncular de la grassa subcutania a causa de I'excés de nutrients provinents
de la mare diabetica mal controlada. Hi ha un increment de teixit adipés, no de teixit
muscular, aixi com un creixement de teixits particularment sensibles a la insulina com
sén el fetge, muscul, cor i greix subcutani, anomenat visceromegalia. La glicemia
durant el tercer trimestre aixi com I'lMC pregestacional sén predictors independents

del pes al néixer en gestacions que precisen insulina (51).

La hiperglucemia fetal resulta en hiperinsulinémia que estimula la sintesis i
emmagatzematge de lipids a nivell hepatic i de teixit adipds; efectes que podrien
tenir consequéncies a llarg termini. El risc d'obesitat, diabetis mellitus i sindrome
metabolica a llarg termini és independent de la historia familiar de diabetis o IMC
durant la infancia, fet que suggereix que |'ambient intrauteri contribueix al seu
desenvolupament. Ho posa de manifest, entre molts altres Boney i col. (2005) que
relacionen el risc de sindrome metabolica infantil (11 anys) en nadons macrosomes fills
de mares amb diabetis aixi com en fills de mares obeses (52). A més llarg termini,
Dabelea i col. (2000) objectiven que més de dos tergos de fills de mares amb diabetis
gestacional desenvolupaven DM2 als 34 anys de vida (53). A més, presenten un IMC
lleument superior (20.8 vs 20.2), un risc augmentat de presentar sobrepés (18.8% vs

8.4%) i una circumferencia abdominal superior (73.3cm vs 71.5 cm) (54).

Pel que respecte a la mare, als 5 anys postpart, la incidencia de diabetis mellitus
després d'una gestacié normal és del 1.1%, del 18.8% en pacients amb diabetis
gestacional, i del 36% quan la diabetis gestacional s'associa a sobrepés (55). A més, i
independentment del desenvolupament de diabetis mellitus 2, a llarg termini les
dones poden presentar sindrome metabolica, segurament degut als marcadors

comuns entre les dues entitats, com els mediadors inflamatoris (56).
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5.- La placenta

La placenta és I'6rgan que actua d'intermediari entre la mare i I'embrié/fetus durant la
gestacid, és I'organ encarregat de regular l'intercanvi de nutrients i gasos respiratoris,

a més de presentar una funcié endocrina i protectora.

La placenta humana, formada a partir de teixits materns i fetals, és de tipus
hemocorial, és a dir, que el teixit fetal penetra I'endometri fins a entrar en contacte
amb la sang materna. La implantacié i desenvolupament seran essencials per a un bon
funcionament, i juntament amb els canvis que es van succeint al llarg de la gestacio,

seran necessaris pel creixement fetal.

5.1. Desenvolupament placentari

El desenvolupament de la placenta s'inicia al voltant del dia 6 de gestacio, amb la
implantacié del blastocist (figura 10). Aquest es diferencia en: el trofoblast, que
donara lloc a la placenta i membranes fetals; i I'embrioblast, que donara lloc a

I'embrié, cordé umbilical i mesenquima placentari.

blastocist

Trofoblast
polar

3 tFEEm

sincitiotrofoblast

epiteli uteri

100000

decidua
N @
\l\- ll’" @

Figura 10. Implantacié del blastocist a la decidua materna. El dia 6 de gestacid, el blastocist,

concretament el trofoblast polar entra en contacte amb la decidua materna i s'inicia el procés

d'implantacié. Imatge modificada de Huppertz i col. (57).
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El sincitiotrofoblast (la capa externa) es |'encarregat d’enviar els senyals per
transformar I'endometri en decidua i invadir-la; és al dia 12, quan tot I'embrié esta

rodejat d’endometri, que es considera que la implantacié esta completa.

El sincitiotrofoblast trenca |'epiteli endometrial i comenga a introduir-se a |'estroma de
la capa funcional de I'endometri, arrossegant amb ell el citotrofoblast i formant
digitacions cap a linterior de l'estroma, el que posteriorment seran els vil-lis
placentaris o vellositats corials, i les llacunes trofoblastiques, on s'iniciara la circulacié
uteroplacentaria. Per tant, és |'encarregat d'arribar a les artéries espirals maternes i
responsable d’adaptar |'elasticitat d’aquestes al rapid creixement fetal. Les artéries
espirals, inicialment congestionades i dilatades, patiran una transformacié de petites

arterioles musculars a grans vasos de baixa resisténcia, que facilitaran el flux sanguini.

Tot aquest procés va acompanyat d'un complex procés de tolerancia immunitaria que

evita el refds de la mare.

5.2. Parts de la placenta

A terme, la placenta té forma de disc, fa uns 20 centimetres de diametre, uns 3

centimetres de gruix i un pes aproximat de 500-600 grams.

Cara fetal

cordd
umbilical

arteries i vena B
umbilicals

vellositat |
corial

Cara
artéries materna
maternes decidua
Venes

maternes

Tabic

espai
intervellds
(llacunes)

Figura 11. Esquema de la placenta. La cara fetal esta coberta per les membranes corioamniotiques i
és d'on surt el cordé umbilical. La cara materna que entra en contacte amb la decidua, és on es

valoren els cotiledons formats per les vellositats corials on es dura a terme I'intercanvi maternofetal.
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La cara fetal, la superficie llisa de la placenta, esta coberta per les membranes fetals o
corioamniotiques que sén travessades pel cordd umbilical. El cordé umbilical, que a
terme mesura uns 50cm i té un diametre de 2, esta format per dues artéries que es
bifurquen de forma centrifuga en artéries corioniques fins arribar a les vellositats; i una

vena Unica.

La cara materna, rugosa, esta representada per la placa basal, que sorgeix de la
separacié6 de la placenta de la superficie materna, on esta firmament adherida
mitjangant les vellositats corials que infiltren I'endometri sense arribar al miometri, en
condicions normals. Es una barreja de cél-lules de la decidua materna i del trofoblast

fetal, a més de matriu extracel-lular, teixit fibrinoide i coaguls de sang (figura 11).

Cara fetal Cara materna

cordd umbilical

membranes

cotiledons

Figura 12. Placenta humana. A) cara fetal: llisa i brillant, formada per les memblanes i on s’objectiven

els vasos que conflueixen per a formar el cordé umbilical; B) cara materna: cotiledons integres.

La placa basal esta dividida entre 10 i 40 regions, anomenats lobuls o cotiledons,
separats per tabics, cada un format per entre 1 i 4 troncs de vellositats principals, a
través dels quals circula la sang de la mare al fetus. Es important comprovar la
integritat dels cotiledons després del deslliurament de la placenta, per tal de verificar

el deslliurament complet (figura 12).
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5.3. Funcions de la placenta

El sincitiotrofoblast és |'encarregat d'integrar els senyals materns i fetals per tal de
regular la funcié placentaria. Aquesta es pot veure modificada pel flux arterial que
arriba a |'Gter i a la placenta, la hipoxia, la influencia d’hormones maternes o la nutricié
materna, aixi com per |'edat de la mare, el sexe del nadd, la gestacié multiple, I'habit

tabaquic o |'aparicié de patologies com la preeclampsia (57) (figura 13).

Nutricié
Hipoxia
Hormones

matern

|
mTOR|
PPARs |
= PTH 7 | [sTats |

placentari

Hormones
Citoquines

Figura 13. Regulacié de la funcié placentaria. La funcié de la placenta ve regulada a diferents
nivells: matern: la nutricid, la hipoxia o les hormones; placentari: hormones i citoquines; fetal:

hormones i factors de creixement. Adpatacié de Lager i col. [60].

La funcié placentaria es pot estimar a partir del seu pes. Aixi doncs, una placenta de
pes inferior a I'esperat podria indicar una falta d'aport de nutrients o d‘oxigenacié al

fetus, i ser la responsable d’una restriccié del creixement fetal.

El trofoblast dirigeix processos que sén obligatoris per al desenvolupament fetal,
incloent l'intercanvi de gasos, el subministrament de nutrients, I'eliminacié de
productes de rebuig, el suport hormonal i la defensa immunologica. El mecanisme
molecular subjacent és complex i compren nombroses vies de regulacid

interconnectades. Hormones, factors de creixement i algunes citoquines maternes
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com: insulina, insulin-like growth factor I'i Il (IGF-Ii ll), IL-6 o TNF« regulen el transport

transplacentari, responsable del creixement fetal.

A part de ser el filtre de nutrients, factors de creixement i hormones, la placenta
presenta una funcié endocrina i secreta hormones com I'estriol (encarregat
1 Y4 . .
d'augmentar l'Gter i les mames, accions sobre el desenvolupament fetal), la
progesterona (manteniment de la decidua i no contractibilitat de |'Gter, preparacié de
les mames); la B-HCG (manteniment de la gestacid), relaxina (relaxacié la musculatura
per permetre el part), el lactogen placentari (disminueix la sensibilitat de la insulina i
estimula I'alliberacié d'acids grassos, per garantir les fonts d'energia al fetus), la

leptina (important per al creixement fetal) i I'normona de creixement placentaria (58).

5.3.1. Transport placentari i creixement fetal

El creixement i desenvolupament fetal depén del potencial genétic del fetus modulat
per factors biologics i ambientals, incloent la salut i nutrici6 materna. Aixi, el seu
creixement depen de I'estat nutricional de la mare i de la capacitat de la placenta per
al transport de nutrients. A més, es coneix que la capacitat de la placenta per al
transport de nutrients esta augmentada en mares obeses, i per tant també el risc de

tenir nadons amb alt pes al néixer (59).

La produccié fetal de glucosa és minima, i per tant la disponibilitat fetal depén de la
seva concentracié en la mare. Es tracta d'una difusié facilitada mitjangant
transportadors proteics de glucosa (GLUTs: glucose transport protein). Aquests
transportadors augmenten al llarg de la gestacié. El pas d’aminoacids és realitza
mitjangant transport actiu, el més conegut és el sistema A, i esta regulat, entre altres,
per la via de mTOR. Els triglicerids que arriben a la placenta sén hidrolitzats a acids
grassos no esterificats mitjangant lipasses. Aquesta activitat augmenta segons avanga
la gestacié. El transport mitjangant difusié simple és insuficient i calen les proteines

transportadores d'acids grassos (FATPs: fatty acid transport protein).

L'obesitat pot regular I'expressié de transportadors i augmentar el transport

d’aminoacids i de glucosa cap al fetus, fet que s’associa amb |'activacié de la vida de
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la insulina/mTOR i amb el sobrecreixement fetal (58). L'IGF-I, la insulina i la leptina
maternes promouen la captacié i transport mitjangant el sistema A, mentre que

I'adiponectina I'inhibeix (60).

Els nivells d'adiponectina es relacionen inversament amb el creixement fetal, el
metabolisme i la funcié placentaria. L'adiponectina crea resistencia a la insulina a les
cel-lules del trofoblast (al contrari que en altres teixits), limita el pas transplacentari de
nutrients i el creixement fetal. Per contra, els nivells baixos d'adiponectina en les
pacients obeses no limiten aquest efecte de forma efectiva. La infusié d’adiponectina
en mares obeses, normalitza la sensibilitat a la insulina de la mare, la via de

senyalitzacié placentaria insulin/mTOR i el transport de nutrients i creixement fetal (61)

(figura 14).
hipoxia AN
. \( : Increment ., A nutrients
W nutrients \ 4 Disminucio transferencia (KR
e transfgréncia nutrients 'T x| A IGF-1, insulina,
WV IGF-1, insulina, leptina ——ifr . nutrients 4—r - leptina
—_— ’ Ol
A adiponectina "’; R N R ¥ adiponectina
B\ /L —— L6, TNFa
Creixement fetal restringit Creixement fetal augmentat

Figura 14. Regulacié de la via mTOR a nivell placentari. Adaptacié de Dimasuay i col. (58). L'augment
de nutrients, aixd com de leptina o insulina i/o la disminucié d'adiponectina, activen la via mTOR que

incrementa el pas de nutrients cap al fetus estimulant el seu creixement.

Els lipids circulants en la mare, que serveixen com a substrat pels acids grassos que
seran transportats a través de la placenta, també tenen una funcié com a molécules
senyalitzadores que modulen el transport placentari d’aminoacids a través de TLR4
(toll-like receptor 4). Aquest receptor també esta elevat en mares obeses i es

correlaciona amb els nivell de IL-6.
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6.- Programacié fetal

Ja als anys 90, Hales i Barker van formular la hipotesi que un ambient desfavorable
intrauteri i fins al primer any de vida causa alteracions en el creixement i
desenvolupament fetal, i per tant un fenotip més susceptible a malalties
cardiovasculars i diabetis, 'anomenada “ Thrifty phenotype hypothesis” o hipotesi del

fenotip estalviador (62).

Moltes teories posteriors han recolzat aquesta teoria, pero els primers estudis que van
relacionar la infranutricié amb els efectes a llarg termini van ser els “Dutch famine”
(Dutch Hunger Winter 1944-45), que mostraven que hi havia una creixement accelerat
i a la llarga més obesitat entre els nens que havien estat exposats a una restriccié de
nutrients durant |'etapa fetal a causa de la guerra, i posteriorment, un cop acabada la

guerra, rebien una alimentacié millor.

A partir d'aquests estudis, molts altres han introduit el topic del “Developmental
origins of health and disease”, origens del desenvolupament de la salut i la malaltia; la
relacié entre la manca de nutricié materna durant la gestacié i el risc de desenvolupar
malalties relacionades amb la sindrome metabolica a la vida adulta. El fetus s'adapta a
la vida intrauterina, creant canvis en els sistemes per ajudar a la supervivencia
immediata i fer front a I'ambient advers postnatal, sén les anomenades “predictive
adaptive responses”, respostes adaptatives predictives. Aixi, la pobra nutricié fetal,
per desnutricié materna o per causa placentaria, produiria una adaptacié en forma de
canvis tant en la grandaria com en el funcionament de diferents organs, aixi com de la
via metabolica glucosa-insulina. Aquests canvis servirien per protegir organs claus del
fetus i protegirien també el nounat en un ambient de malnutricié com el que la mare li
ha presentat en la vida intrauterina. El risc de desenvolupar diabetis, hipertensié o
hiperfagia, entre d'altres, es veu augmentat quan aquest fetus, ara ja nen o adult, es

troba en un ambient més favorable pel qual ha estat preparat (63, 64).

Menys estudis s’han centrat en |'adaptacié neonatal davant I'obesitat en la gestacio.
Actualment, i com hem vist en apartats anteriors, és la sobrenutrici6 més que la

desnutricié la que ens afecta als paisos desenvolupats. L'ambient obesogénic in uUtero,
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per obesitat materna o augment de pes excessiu, també pot produir canvis
permanents en el desenvolupament del fetus i en el control de la gana, funcions
neuroendocrines i metabolisme energetic, canvis que tindran conseqliencies a llarg
termini sobre [|'adipositat, tolerancia a la glucosa i sindrome metabolica. També
efectes en la composicié del cos com el nimero i grandaria de cél-lules adiposes, les
cel-lules pancreatiques o I'hipotalem, que poden resultar en adipositat augmentada

per a la resta de la vida.

Howie i col. (2009) estudien la sobrenutricié durant la gestacié en model animal i
mostren la importancia de la nutricié en el periode critic de desenvolupament com és
el fetal i primers dies de vida; observen que I'obesitat, induida per la sobrenutricié
gestacional, augmenta la malaltia metabolica a llarg termini, independentment de la

nutricié postnatal i del sexe (65).

Aquest efecte encara és més clar en el cas de la diabetis gestacional. La glucosa passa
a la placenta i arriba al fetus, cosa que no fa la insulina. El pancrees en
desenvolupament respon a l'augment de glucosa produint insulina que en l'etapa
fetal actual com a hormona del creixement. Aixi s'ha demostrat com la obesitat en
I'adolescéncia es correlaciona amb els nivells d'insulina en liquid amniotic en fills de

mares diabeétiques (66).

6.1. Epigenetica

Al 2005, McMillen i Robinson, van introduir el concepte de plasticitat genética, que
hipotetitzava que |'expressié génica no és rigida, siné que factors ambientals la poden

modificar i canviar-ne el fenotip, el que es coneix com a remodelacié epigenética (67).

El procés epigenetic uneix els factors genetics amb |'ambient. L'epigenetica dels
primers mesos de vida podria ser una de les claus per entendre la programacié fetal
de malalties metaboliques i obesitat. L'ambient obesogénic dins |'Uter pot provocar
canvis epigenetics que modifiquen I'expressié génica, estructura tissular i

desenvolupament dels organs causants del risc cardiometabolic en el descendent
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adult. L'ambient maternofetal s’ha vist que també afecta altres funcions biologiques

com |'estrés mitocondrial i I'escurcament de telomers.

El desafiament principal és establir com I'ambient interacciona amb el fenotip

programat per influir en el desenvolupament de les malalties metaboliques.

La modificacié de I'expressié genica sense modificar canvis en la seqliencia d’ADN es

pot donar per tres mecanismes (figura 15):

-metilacié del DNA: metiltransferasses que afegeixen grups metil a les regions CpG
de la zona promotora. La unié de diferents proteines a la zona hipermetilada impedira

I'inici de la transcripcid.

-modificacié de les histones: acetilacid, metilacid, fosforilacié i ubiquinitzacié de les

histones, que sén les proteines sobre les que s’enrotlla el DNA formant la cromatina.

-microRNA: petits fragments d’ARN amb capacitat de regular I'expressié genica a

nivell post-transcripcional.
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Figura 15. Epigenética. La modificacié de I'expressié genética sense modificar canvis en la seqliéncia

d'ADN es pot donar per tres mecanismes: metilacié de DNA, acetilacié de les histones o microRNAs.
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7.- Els microRNAs

Els microRNA (o miRNA) sén petits fragments d’ARN monocatenari, d'entre 20 i 25
nucleotids, que no codifiquen a proteina, i tenen la capacitat de regular I'expressid
génica a nivell posttranscripcional. Van ser descrits inicialment per Lee i col. (1993) a la
década dels 90 (68); perd no va ser fins al 2001 que es va adoptar el terme microRNA
(69). Son seqliencies ben conservades a totes les especies i expressades, de manera
especifica, a cada teixit. Sén critics en el desenvolupament, proliferacié i comunicacié
cel-lular aixi com en la diferenciacié tissular. L'expressié aberrant dels microRNAs s’ha
associat amb divereses patologies com neoplasies, patologies vasculars o alteracions
de la gestacié. La MiR database ja inclou, en la seva darrera versié 35828 microRNAs

madurs, en 223 especies, dels quals més de 2500 es troben en humans.

7.1. Caracteristiques dels microRNAs
7.1.1 Biosintesi dels microRNA

Dins del nucli, el gen microRNA és transcrit a pri-miRNA mitjangant I'enzim RNA
polimerasa Il. La RNA polimerasa Il s'uneix a la regié promotora de la seqlencia
especifica de DNA i forma el pri-miRNA, format per uns 70 nucleotids i que presenta
una estructura en “hairpin stem-loop” o en bucle, amb una caputxa a |'extrem 5’ i una

cadena poli-A a I'extrem 3’ (figura 15).

Aquest pri-miRNA és processat per |I'enzim Drosha, una endonucleasa d’ARN, que
esta associat a la proteina d'unié d'ARN de doble cadena DGCR8 (que proporciona
especificitat i posiciona I'endonucleasa), i escindeix nucleotids d’ambdés extrems del
pri-miRNA per formar el precursor pre-miRNA, que presenta una estructura en “stem-

loop™”.

El pre-miRNA és transportat al citoplasma mitjangant la proteina Exportin 5. Alla és
processat per |'enzim Dicer, una endonucleasa Ill d’ARN, que talla el bucle de
I'estructura i produeix el miRNA madur de doble cadena, el miRNA duplex (figura 16 i
17).
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Figura 16. Sintesi de microRNA. Esquema adaptat de Tsochandaridis i col. (70). Dins del nucli
cel-lular, el gen del miRNA és transcrit per la RNA polimerasa Il que forma un transcrip en “hairpin
stem-loop”, el pri-miRNA. Aquest és processat per I'enzim Drosha per formar el pre-miRNA, que és
transportat al citoplasma amb |'ajuda de Exportin 5, on I'enzim Dicer escindeix el bucle per formar un
duplex que conté el miRNA. Aleshores el miRNA madur és incorporat al complex RISC per unir-se a la

regié 3' del mMRNA diana i reprimir |'expressié o tallar-lo.

Aquestes cadenes se separen i una d’elles donara lloc al microRNA madur, d'uns 20-
25 nucleotids que s'incorpora al complex ribonucleoproteic conegut com a RISC (RNA
induced silencing complex), formada entre altres per la proteina Agronaute: Ago2.
L'altra cadena de microRNA, que en un inici s'havia descartat com a funcional i es
creia que era degradada pel mateix complex RISC, actualment es creu que també
podria ser funcional, i per tant un mateix “hairpin” podria donar lloc a dos microRNAs

madurs (70-72).

El complex RISC evita I'expressié del mRNA diana segons la unié d’aquest a la zona

3'UTR del mRNA diana. Es Ago2 I'encarregada de degradar el mRNA diana.
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Figura 17. Processament de pri-miRNA a microRNA. Pri-miRNA és processat a pre-miRNA

mitjancant Drosha i a miRNA mitjancant Dicer (72)

Els P-bodies o cossos citoplasmatics sén regions especifiques del citoplasma on
s'acumulen els factors involucrats en el procés de creacié i inhibicié de la sintesis
proteica com la proteina Agronauta, els microRNAs i els mMRNAs inactivats. Dins dels
P-bodies no hi ha activitat, doncs no s’hi ha detectat factors iniciadors de la traduccié
ni ribbosomes, perd en cas de reactivacié de la sintesi proteica els mRNA poden deixar

el P-body i estar de nou disponibles per a la sintesi proteica (72).

7.1.2. Localitzacidé

Més de la meitat dels microRNA coneguts estan localitzats en clusters, inicialment
transcrits com a una Unica molécula, que posteriorment es fragmenta en multiples

microRNA.

Els gens que codifiquen pels microRNAs estan localitzats principalment dins dels
introns, fins a un 80%, perd també en regions intergéeniques o exons (73). La

codificacié d'introns podria explicar |'especificitat tissular dels microRNA (figura 18).
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Figura 18. Localitzacié del gens codificants per microRNA. Els gens que codifiquen pels miRNAs
estan localitzats principalment dins dels introns, fet que explicaria I'especificitat tissular. miRNAs en

vermell; seqiiéncies no codificants en verd; introns en blau; exons en taronja. Cullen i col. (73)
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7.1.3. Funcions

Hi ha dues vies per les quals els microRNAs poden regular negativament |'expressio6
génica. Quan les seqliencies es complementen perfectament, el complex RISC s'uneix
al microRNA que és degradat per Ago2. Quan les seqiiéncies no es complementen a
la perfeccid, la majoria de casos, el complex RISC inhibeix la traduccié del mRNA
sense degradar-lo. Les dues vies porten al mateix objectiu, la disminucié dels nivells

de proteina del gen diana.

L'especificitat i funcié venen determinats pels nucleotids 2 a 7 de la zona 5" del
miRNA madur, [|'anomenada “seed region”. Aquests soén obligatoriament
complementaris del mRNA diana. La complementarietat imperfecta de la resta de
nucleodtids fa que un sol miRNA pugui regular un gran nombre de gens. Aixi, cada

microRNA pot regular molts mRNAs i cada mRNA pot ser regulat per diferents

microRNAs.
A
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Figura 19. Complementarietat microRNA-mRNA. Complementarietat perfecte de la seed region i
tipus de complementarietat de les seqliencies esteses. A: canodnica: una complementarietat quasi
perfecte; B: pobra complementarietat a la zona 3'suplementaria i C: zones compensatories a 3' per a

compensar una diferéncia en la seed region. Adaptacié de Min i col.
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Un cop realitzada la seva funcié inhibidora, el microRNA queda intacte, i per tant pot

seguir realitzant la seva funcid.

Els microRNAs en mamifers s’estima que poden regular I'expressid génica i sintesi
proteica de fins al 60% dels gens que codifiquen per proteines. Participen en
practicament totes les vies i tenen importants funcions cel-lulars en multiples

processos fisiologics com formacié, diferenciacid, proliferacié i mort cel-lular.

Abans d’‘entrar en la inhibicié, cal analitzar el procés de traduccié proteica, que

presenta dos mecanismes (figura 20):

ribosomes

5'UTR

Figura 20. Esquema de traduccié proteica. Adaptacié de Stefani i col. (74). elFAE i elF4G: eukaryotic
initiation factor 4E i 4G, cua poliA i PABP: poliA-binding protein, el m7G cap: extrem 7-

metilguanosina.

La traduccié dependent de Cap: el elF4E (eukaryotic initiation factor 4E) reconeix
I'extrem 5" on hi ha el m’G cap (7-metilguanosina) i s'inicia la preparacié de la
traduccié. elF4G s'uneix a la cua poliA (poliA-binding protein (PABP)), que tanca el
bucle on s'unira el ribosoma. El ribosoma, que s'unira a cua 5" UTR del mRNA, es
mou al llarg de la cadena en direccié 3’, la traduccié s'iniciara al codd d'inici,

normalment AUG (que codifica per metionina) fins al codé de finalitzacié.

En la traduccié independent de Cap: el ribosoma s’uneix directament al lloc d'inici de
la traduccié evitant la zona que no es tradueix de I'extrem 5'. Es tracta de la zona
interna d'entrada del ribosoma, Internal Ribosome Entry Site (IRES), una seqliencia de

nucleotids dins d'una seqliencia d'’ARNm situat a prop del codé d'inici
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Els diversos mecanismes d'actuacié dels microRNA sén la inhibicid de la iniciacid de la

traduccio, la inhibicié post-iniciacio i la degradacié del mRNA (74):

L'inici de la traduccié pot ser inhibida mitjancant la competéncia per la mateixa zona
d'unid, el m7G, del factor elFAE i de la Ago2. Aixi, Ago2 evitaria el reconeixement del
factor iniciador de la traduccié i per tant aquesta no es portaria a terme (figura 21)

(75).

@,

AUG
; P F "PABRP "PAERF
o R ARRAARARR A
S'UTR miR-RISC 3'UTR

Figura 21. Esquema inhibicié dels microRNAs de la iniciacié de la traduccié. Adaptacié de Steffani i

col. (74). elF4E: eukaryotic initiation factor 4E. AGO: proteina Argonate2.

La inhibicié postiniciacié de la traduccié es pot produir per dues vies: per proteolisi
immediata de la proteina recent formada o per disgregacié dels ribosomes. En aquest
cas, la separacié de les subunitats dona lloc a la terminacié prematura de la traduccié.
El microRNA bloqueja I'elF6 que antagonitza la unié de les dues subunitats del

ribosoma i evita el muntatge productiu del ribosoma 80s (76) (figura 22).

Un tercer mecanisme és la degradacié del mRNA. En aquest cas, el mRNA és
segrestat dels P-bodies, i Ago2 amb I'ajuda de la proteina GW182 (que es troba en
els P-bodies), interactuen amb la cua poliA per a iniciar la degradacié de la cadena

(77) (figura 23).
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- Degradaci6 de
proteina sortint

subunitats
ribosoma

Figura 22. Inhibicié dels microRNAs a nivell postiniciacié. Degradacié de la proteina sortint i
destruccié del ribosoma. Adaltacié de Steffani i col. (74). elF4E | elFAG: eukaryotic initiation factor 4E |

4G. AGO: proteina Argonate2.

S'UTR miR-RISC 3UTR 4 5 _

Figura 23. Inhibicié dels microRNAs a nivell de degradacié del mRNA. Adaptacié de Steffani i col.

(74). DCP decapping protein.

El microRNA s’uneix a la zona 3'UTR de I’ARN diana. S’'ha descrit també la unié del
complex RISC a la zons 5'UTR, en aquest cas la funcié no és de repressié sind
d’activacié de la traduccié. Aquest efecte s’ha descrit per exemple en el miR-122 que
actua a la via replicacié en la carrega viral del virus de I'hepatitis C. La silenciacié de
miR-122 es tradueix en una perdua de replicacié del virus. Aixi doncs, la unié a 5’
millora la traduccid, incrementant la carrega viral. També s’ha descrit la milloria de

formacidé dels ribosomes (78).
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7.1.4. Regulacié

La biogenesi dels microRNAs pot ser regulada a qualsevol dels passos a través de les

proteines que asseguren el bon funcionament dels microRNAs (79).

Com que cada microRNA pot tenir multiples mMRNAs dianes i per tant intervenir en
multiples vies, petites desviacions en el nivell normal d'un sol microRNA pot afectar la
regulacié de molts gens diana i alterar la funcié cel-lular basal. L'esgotament de
Drosha o de DGCRS8, o mutacions en DGCR8, ambdds necessaris per a la maduracio
del pri-miRNA, serien un exemple de disminucié en la creacié de miRNA. Igualment,
mutacions en la transcripcié de Exportin 5, que evitarien el transport del pre-miRNA al
citoplasma i el seu accés a Dicer, reduirien els nivells de microRNA madurs, incloent

aquells que presenten funcié supressora de tumors.

Finalment, Argonauta també regula |'estabilitat dels microRNAs. A més, sembla que
I'associaci6  miRNA-Agronaute-mRNA protegeix el microRNA de la degradacié

exonucleotica.

7.1.5. Nomenclatura i bioinformatica

Inicialment les dianes de miRNA es buscaven mitjangant experiments genétics classics.
Posteriorment el desenvolupament de técniques computacionals n'ha facilitat la
recerca. Per contra, aixo fa que cada vegada sigui més dificil distingir entre veritables
microRNAs i altres fragments de transcripcions o ARN curts. A més, existeixen
diferents algoritmes per a establir la complementarietat i en consequéncia diferents

bases de dades que poden diferir ampliament.

Per tant, és important d’establir bases de dades globals i especificar I'evidencia en
cada cas. Amb aquestes bases de dades, accessibles per internet de forma lliure, es
pot doncs, fer recerca de seqliéncies de microRNA, potencials dianes, gens i inclis

vies metaboliques associades (80, 81).

Com que els microRNAs sén seqliéncies curtes, i amb complementarietat imperfecta

amb la seva diana, és dificil predir les dianes amb una alta especificitat. El que es
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busca és la “seed regién”, que ha de tenir una complementarietat perfecta amb la

zona 3'UTR del mRNA diana.

A part de la complementarietat, alguns algoritmes tenen en compte l'estabilitat
termodinamica de la unié miRNA-mRNA, que facilitaria la unié del complex RISC;
seqlencies esteses de les “seed regions” i/o la presencia demostrada de multiples
dianes, per tal d'assignar una puntuacié a cada UTR. Bases de dades com TargetScan

presenten una taxa de falsos positius del 22% en humans.

Pel que fa a la nomenclatura, la numeracié dels microRNA és seqliencial, s’han anat
enumerant en |'ordre que han estat descrits. Previ al nimero, les tres primeres lletres

defineixen |'organisme, aixi pels humans cal afegir: hsa com a prefix (hsa-mir-121).

Per tant, cada entrada a la seqliéncia miRBase té un sol nimero. Les bases estan en
constant evolucié, per tant s'hi van incorporant microRNAs perd també els ja

descoberts i publicats es poden modificar si és necessari.

Quan la informacié no és suficient per determinar quina seqtiéncia del pre-miRNA és
la predominant (anteriorment la no dominant era marcada amb un *), o s'ha demostrat
funcionalitat a les dues cadenes, s'afegeix un 5p o 3p segons de quina cadena del
pre-miRNA prové, la proximitat a I'extrem 3 o 5. Per exemple: miR-221-5p (del brag 5’)

i miR-221-3p (del brag 3’).

En alguns casos també s’afegeix un 1 o un 2 al final del nimero (hsa-miR-9.1), que
indica sequiéencies de microRNA madur identics que s’originen de diferents locus del

genoma.

7.2. microRNA circulants

L'any 2007, Valadi i col. i Gilad i col., quasi simultaniament, van mostrar com els
microRNAs eren empaquetats en nanoparticules exosomals i es trobaven en sang o

compartiments extracel-lulars (82, 83).
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En general, els microRNAs extracel-lulars sén classificats segons si van units a
proteines com Ago2 o lipoproteines d‘alta densitat; o encapsulats en vesicules
lipidiques: microvesicules, exosomes o organs apoptotics. En qualsevol de les formes,
el microRNA esta ben protegit de les RNases, i aix0 és el que confereix estabilitat

relativa als microRNAs circulants (figura 24).

Microvesicula miRMNA unit a miRNA en miRNA en cos
de miRNA proteina exosoma apoptatic
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Figura 24. microRNAs extracel-lulars derivats del trofoblast. Adpatacié de Ouyang i col. (84). Els
microRNAs sén alliberats a la sang materna dins de microvesicules, en forma d’exosomes, en cossos

apoptotics o units a proteines.

La biogénesi de les microvesicules és diferent de la dels exosomes. En general, les
microvesicules s’originen directament de la membrana plasmatica, que embolcalla la
carrega i fan entre 50nm i Tpm de diametre. A diferéncia dels exosomes, que sén
petites vesicules d'entre 40-100nm, que se sotmeten a multiples passos per formar
vesicules intraluminals abans de ser alliberades a I'espai extracel-lular. La interaccio

amb proteines d'unié és encara desconeguda (84).

A nivell experimental s’ha demostrat |'alta resistencia al procés de congelacié i
descongelacié dels microRNAs; a més, la preséncia dels microRNAs en exosomes o
microvesicules els confereix una alta estabilitat, i els fa resistents a accions

enzimatiques o pHs extrems.
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Els mecanismes exactes mitjangant els quals els microRNAs arriben al serum i si sén
bioldogicament funcionals o simplement biomarcadors de factors etiologics sén encara
desconeguts, pero sembla que podrien tenir un paper important en la comunicacié
intercel-lular. No obstant aixo, els nivells de microRNAs en serum podrien ser un
potencial sistema predictiu de diferents malalties, en comparacié amb els
biomarcadors derivats de teixits diana. La creixent evidéncia indica que molts
microRNAs circulants estan involucrats en la patogénesi de diverses malalties com ara

la diabetis o les malalties cardiovasculars.

7.3. microRNA i placenta

Els microRNAs han estat descrits en diferents teixits i fluids corporals com plasma,
saliva, llagrimes, orina, liquid amniotic, calostre i llet materna, liquid bronquial, liquid
cefaloraquidi, liquid peritoneal, liquid pleural i semen. Alguns microRNAs sén
especifics i la majora s'expressen de manera diferencial a cada organ i aquesta

expressié canvia en cas d'alteracié de la fisiologia (85).

Estudis recents han demostrat també |'expressié de microRNAs en placenta humana
(86). Alguns s'expressen de manera especifica en aquest teixit i/o de forma temporal
durant les diferents etapes del desenvolupament placentari i d'acord amb les seves
funcions. Se n’han detectat més de 500, i el seu origen és principalment les cél-lules

del trofoblast (87, 88).

7.3.1. Localitzacié

Molts dels microRNAs placentaris descrits fins al moment provenen dels clisters
C19MC (chromosome 19 miRNA cluster) i C14MC (chromosome 14 miRNA cluster)

que s'expressen especificament o preferentment a la placenta.

El C19MC, es localitza en el cromosoma 19913.41 i s’expressa a partir de I'al-lel
patern (89). Es el grup més gran de microRNAs identificats fins a dia d’avui en
placenta i expressa 46 gens intronics que donen lloc fins a 59 microRNAs (figura 25).

El C19MC, a més, té un impacte important en la proteomica del trofoblast, tot i que la
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seva funcié encara és poc coneguda. S'expressa també en cél-lules embrionaries, i la
seva baixa expressié en estats poc diferenciats, com en cel-lules mare embrionaries,
expliquen un possible rol en la diferenciacié o manteniment de la pluripotencialitat
(90). Els nivells de C19MC en cél-lules trofoblastiques augmenten del primer al tercer
trimestre, aixi la seva expressi6 es relaciona amb el rapid creixement i

desenvolupament de la placenta.
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Figura 25. Claster C19MC. MicroRNAs inclosos en el cluster C19MC. Mouillet i col. (88)

El cluster C14MC, d'origen matern, es troba al cromosoma 14932 i conté 46 miRNAs.,
També és altament expressat en la placenta humana, pero no de forma exclusiva,. Els
microRNAs de C14MC estan sobreexpressats en cél-lules trofoblastiques del primer
trimestre i el seu nivell disminueix en el tercer trimestre. Altres microRNAs placentaris,
no presents en aquestes regions, també varien en funcié del trimestre de gestacié.

(@1)

Un tercer clister, el miR-371-3 cluster, molt proxim a C19MC també s’expressa
predominantment en placenta i en cél-lules mare embrionaries, i els seus nivells
disminueixen durant el desenvolupament, possiblement marcant [|'‘estat de

pluripotencialitat de les cél-lules (92).
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7.3.2. Funcions

L'expressié diferencial dels microRNAs durant diferents estadis gestacionals suggereix
que tenen una funcié especifica en cada etapa de la gestacié. Per tal de donar alguns
exemples, en aquest apartat es resumeixen breument alguns microRNAs i les seves

funcions en la gestacié.

Els microRNAs presenten efectes reguladors sobre el trofoblast en relacié a la
proliferacié, apoptosis, migracid, invasio, aixi com en l'angiogénesi o metabolisme
cellular. Tot aixo suggereix que els microRNAs regulen el desenvolupament i funcié
placentaria. A més, sén els encarregats de la comunicacié maternofetal, responsable
de la tolerancia immunologica. Només un petit nombre de microRNAs han estat

estudiats i per tant la majoria de funcions dels microRNAs sén encara desconegudes.

La proteina Dicer s'expressa de forma molt abundant en el trofoblast extravellés de
primer trimestre, fet que recolza la hipotesi que els microRNAs poden jugar un paper

important en la invasié del trofoblast i transformacié de les artéries espirals (93).

miR-152, miR-148 Syncytiotrophoblast
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Figura 26. Representacié de l'evolucié i desti del trofoblast governat per microRNAs. Esquema

adaptat de Ludivine i col. (94).
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La funcié d'alguns microRNAs ha estat relacionada amb el procés de placentacié
normal (figura 26). Luo i col-laboradors (2012), per exemple, han descrit com miR-
378a-5p esta augmentat durant la migracié/invasié (95). De forma interessant, aquest
miRNA té com a diana la via del Nodal/TGF-B. Nodal, és membre de la familia del
Transforming Growth Factor, que presenta un rol crucial durant I'embriogénesi, aquest
inhibeix la proliferacié i promou |'apoptosi en les cel-lules del trofoblast. Aixi mateix,
han demostrat que els nivells de miR-378a-5p varien segons |'edat gestacional i sén

disregulats en patologies com la preeclampsia.

Els miR-152 i miR-148 regulen els antigens HLA-G i HLA-C (Human Leukocyte Antigen)
de les cel-lules del trofoblast, concretament al trofoblast extravellds, juguen un paper

important en la tolerancia immunologica uterino-embrionaria.

Altres com miR-93, que s’expressa en estadis inicials de la placenta humana, es creu
que tenen un paper important en I'angiogeénesi, ja que la seva diana és la integrin-8,
que promou I'angiogenesi tumoral. La falta d’aquesta integrina en embrions de rata és

letal, es creu que per la insuficient vascularitzacié de la placenta (96, 97).

En canvi, els miR-21 o miR-221, es creu que tenen una funcié supressora de tumors, i
estan augmentats en placentes a terme. L'expressié de microRNAs supressors seria
ldgica per a la maduracié placentaria i limitacié del creixement placentari quan la
gestacio ja és a terme. Per tant es creu que els microRNAs també podrien jugar un

paper en la iniciacié del procés de part (98) (99).

S’ha iniciat també |'estudi de microRNAs en embrions humans procedents de cicles de
fecundacié in vitro (FIV), hipotetitzant que I'expressié i secrecié de microRNAs per
I'embrid, regulen la interaccié blastocist-endometri, necessaria per a la implantacié.
Rosebluth i col-laboradors (2014) van demostrar la secrecié d'aquests microRNAs en el
medi de cultiu de I'embrié (101). Capalbo i col-laboradors (2016) buscant un
biomarcador no invasiu i predictor de la capacitat d'implantacié de ['embrid,
demostren com els miR-20a i miR-30c estan igualment presents tant en cellules
trofoblastiques com en medi de cultiu d’embrions que s'implantaran (96,6% de taxa

d'implantacié). Aquests microRNAs s’expressen en l'estat de blastocist, perd no

47



microRNAs i obesitat materna

abans. Aixi, exposen quins sén els miRNAs més expressats en cada estat pre-

implantacional (100) (figura 27).
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Figura 27. Expressié de microRNAs en estats preimplantacionals. Adaptacié de Capalbo i col-. (100).
microRNA detectats en medi de cultiu d’embrions en estat preimplantacionals. 9 mirRNAs sén comuns
en els 3 estats, 34 expessats només en l'estat de blastocist. Destaquen miR-20a i miR-30c, que

pronostiquen una alta taxa d'implantacio.

Actualment, no hi ha estudis dels microRNAs placentaris en relacié amb |'obesitat

maternal ni el creixement pre i postnatal.

7.3.3. Regulacié

La regulacié dels microRNAs placentaris encara no és coneguda. La hipoxia
placentaria i els toxics ambientals com el tabac o els disruptors endocrins tenen el seu
paper en el desenvolupament fetal i placentari, i per tant poden afectar la
diferenciacio trofoblastica, la funcié metabolica o la superviviéncia cel-lular i d’aquesta
manera se'ls ha relacionat amb patologies obstéetriques com el retard de creixement
intrauteri o la preeclampsia. Aixi, el tabac s’ha vist que disminueix 'expressié d'alguns
microRNAs placentaris com el miR-16, miR-21 i mir-146. La hipoxia altera gran nimero
de microRNAs, podem destacar per exemple els miR-21 i miR-221 (102). El que no es
veu afectat per efectes de |a hipoxia sén les proteines que intervenen en la sintesi dels

microRNAs com Exportin5, Dicer o AgoZ2 (103).
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L'alimentacié també pot regular I'expressié de microRNAs que poden ser importants
per al desenvolupament fetal; en aquest cas els estudis no s'han realitzat a nivell

placentari, sind a nivell d'organ especific o en sang com veurem més endavant.

7.4. Preséncia de microRNAs placentaris expressats en plasma

Chim i col. (2008) van demostrar la presencia de microRNAs placentaris en plasma de
gestants i van observar una rapida disminucié dels seus nivells just després del part.
Concretament el miRNA-141, que va ser detectat en totes les placentes de I'estudi, la
seva concentracié en plasma augmenta a mesura que avanca la gestacid i presenta
una disminuci6 molt important a les 24 hores del part (figura 28). Aquest
descobriment obria la porta al desenvolupament de tests diagnostics prenatals no

invasius (104).
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Figura 28. Expressié de microRNAs en plasma durant la gestacio i a les 24 hores postpart. Adaptacid
de Chim i col. (104). L'expressié de miR-141 augmenta al llarg de la gestacié. El Test de Wilcoxon revala

una diferencia significativa entre concentracions de miR-141 pre i postpart amb p=0.002.

La descoberta d’exosomes en sang provinents de placenta proporciona evidéncia de
la funcié paracrina dels trofoblasts placentaris, que utilitzen el transport mitjancant

exosomes per comunicar-se amb altres cel-lules maternes.

Aixi doncs, estudis recens mostren que els microRNAs juguen un paper important i
necessari en el desenvolupament embrionari i desenvolupament tissular, i que estan

implicats en el manteniment de la identitat de les cél-lules embrionaries i en la
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regulacié de la seva diferenciacié i automanteniment. Aquests microRNAs sén
altament especifics del tipus cel-lular i de teixit, de manera que cada linia cel-lular de

I'organisme té un patré d'expressié especific.

7.5. microRNAs i patologies
7.5.1. Obesitat i diabetis
7.5.1.1. microRNAs i poblacié obesa

L'expressié de microRNAs en obesitat, a part de I'expressié en neoplasies, ha estat
una de les arees més estudiades, tant en rates com en humans. En la figura 29 es
mostren alguns dels microRNAs relacionats amb |'obesitat i la resisténcia a la insulina

descrits en la literatura (figura 29):

Humans

Cervell:
Sang: \ Mone reparted

MPlasma: | miR-132, | miR-17-5p
| miR-223, | miR-28b
W¥miR-221 t miR-802 ——

Serum: 1 miR-130a, | Let-7b Cor:
Exosomes: | Let-7, t miR-326 tmiR-223 4 GLUT4, GSK3p
Monocytes: | miR-146-5p :

Pancrees:
ImiR-375 | g (| Fetge:
% '+ miR-802 4 HNF8
Al Greix subcutani: - =1 miR-103, -107 4 CAV1 |
| miR-130 - PPARy
I miR-126, -193b 4 CCL2 L
WmiR-221 {Let-7a, -7d Greix visceral:
_ t miR-143, -145 < ERKS
T miR-222
Muscul esq: | , | miR-132
t miR-143 : 4 MiR-17-5p
| miR-133a :
+ miR-206 J -
1 Let-7a, -7d = 5 [ Orina:
1 miR-29

Figura 29. Expressié de microRNAs en obesitat/resisténcia a la insulina. Adaptacié de Deiuliis i col.

(105).

Concretament, podem destacar el miR-222, que regula la sensibilitat a la insulina en
els adipocits. L'expressié d’aquest microRNA s’ha vist augmentada en teixit adipés de

dones amb diabetis gestacional (106). El nivells de miR-222 s’alteren rapidament amb
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I'administracié d'insulina, fet que recolza la importancia en la sensibilitzacié a la

insulina i per tant, podria ser un important biomarcador circulant de diabetis (107).

L'expressié del miR-221 esta disminuida en teixit subcutani de pacients obesos. A
més, després d'una cirurgia bariatrica amb la consequient pérdua de pes, miR-221

torna a augmentar en plasma (108, 109).

Let-7, que va ser el primer microRNA descobert en humans, també és un potent
regulador del metabolisme de la glucosa. S’ha vist que té com a dianes el IGF1R, el
receptor d'insulina i el substrat del receptor d’insulina-2 (IRS-2) en el muscul esquelétic
i teixit hepatic, i a la proteina Lin28, que regula la produccié i sensibilitat a la insulina.
A més, s'ha demostrat que la insulina regula els nivells de Let-7 retornant-los a nivells
basals (110). Aixi doncs, Let-7 s’ha postulat com a biomarcador de la sindrome
metabolica i també s’ha demostrat la seva importancia en I'expansié del teixit adipds,

doncs la sobreexpressié d'aquest microRNA resulta en disminucié de I'adipogeénis.

7.5.1.2. microRNAs i gestants obeses

Com hem dit anteriorment, I'exposicié del fetus en desenvolupament a condicions
metaboliques anormals com hiperglucémia o hiperinsulinemia altera I'expressid
génica i crea una predisposicié a la obesitat i a la sindrome metabodlica. L'epigenética
de I'obesitat relacionada amb els microRNAs presenta un gran potencial d'estudi per

a la predisposicio transgeneracional.

Per tant, la nutricié materna o estat obesogenic matern podrien afectar |'expressié
dels microRNA, tal com Zhang i col. (2009) van demostrar en ratolins. Una dieta rica
en greixos pot regular I'expressié de diferents microRNAs en fetge, entre els quals
s'inclouen els miR-122, let-7 i miR-483. El miR-483 participa en la regulacié d'Igf2
(insulin-like growth factor 2) que estimula el creixement i s'associa a alt pes dels
nadons al néixer i creixement hepatic excessiu amb augment del greix visceral; a més,

el greix visceral segueix augmentat en I'edat adulta (111).

També en model animal, Benatti i col. (2014) demostren respostes hepatiques

adaptatives, causades per una expressié diferencial dels miR-370 i miR-122 hepatics
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en fills de mares amb dietes riques en acids grassos durant la gestacié i la lactancia,

aquests presenten intolerancia a la glucosa i augment de resistencia a la insulina (112).

A nivell matern, s'ha estudiat la importancia dels microRNAs en |'adaptacié de les
cel-lules B dels illots pancreatics en els diferents estadis de la gestacié i s'ha descrit
una sobreexpressié de miR-144 i miR-451 i infraexpressié de miR-218 i miR-338-3p.
Tots aquests microRNAs van tornar als seus nivells basals hores després del part.
L'augment d’estradiol, provoca una disminuci6 de miR-338-3p, que promou la
proliferacié de les cél-lules B. La creacié d'un anti-miR-338-3p evita la proliferacid

d'aquestes cél-lules provocada per |'estradiol (113).

Finalment, en humans també hi ha alguns estudis, tot i que sén escassos, que han
demostrat els efectes dels microRNAs associats a la obesitat o efectes de la dieta
durant la gestaci6 i descendencia. Nardelli i col. (2014) descriuen la diferent expressié
de microRNAs en liquid amnidtic de mares obeses. Hipotetitzen que aquests
microRNAs podrien afectar diferents vies relacionades amb el creixement fetal, pero

no demostren els efectes en el fetus (114).

En canvi, Ghaffardii i col. (2015) no troben diferéncies en |'expressié de microRNAs en

sang de cordd umbilical (115).

Shii col. (2014) demostren la sobreexpressié del miR-222 en teixit omental en cesaries
de mares amb diabetis gestacional (106). Com hem vist anteriorment, el miR-222
regula negativament I'expressié de la sensibilitat a la insulina al teixit adipds a través

de la regulacié de ERa i GLUTA4.

7.5.2. Implicacions cliniques dels microRNAs en patologia

obstétrica

De totes les patologies metaboliques de I'embaras, la preeclampsia i el retard de
creixement intrauteri han estat les més estudiades, ambdues relacionades amb la
perfusié placentaria i per tant amb el procés de creacié i desenvolupament de la

mateixa. L'interés en trobar un biomarcador de preeclampsia recau en la importancia
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d'aquesta de cares al pronostic tant matern com fetal, i la manca d'una eina

suficientment sensible i/o especifica per a un diagnostic precog en la gestacio.

Pineles i col. (2007) van ser el primers a estudiar els microRNAs desregulats en
placentes de gestants amb preeclampsia, entre els quals destaquen el miR-182,
regulador d'isquemia i hipoxia; i el miR-210 induit per la hipoxia (116). Des
d’aleshores, molts han estat els equips, com els de Zhu i col. (2009) o Enquobahrie i
col. (2012) que han estudiat I'expressié de microRNAs en placentes procedents de

gestants amb preeclampsia (117, 118).

Sorprenentment, cada treball publicat presenta un panell diferent de microRNAs
afectats en preeclampsia, pocs d’ells es repeteixen entre estudis. L'explicacié podria
ser |'is de diferents panells o mostres d’ARN utilitzades. El miR-210 és el més
identificat en tots els estudis, i esta sobreexpressat en situacions d'hipoxia, tant en
cel-lules tumorals com en cél-lules endotelials i cel-lules del trofoblast. També té un

paper molt important en el procés d'implantacié i desenvolupament placentari (figura

30).
microRNA | Expressié Dianes Mecanisme d’'actuacié Referéncia
miR-210 t HSD17B1, Resposta a hipoxia (Pzigg[?e)s (2007), Zhu
ISCU, Creixement vascular endotelial | Enquobahric(2011),
EFNA3, Ishibashi ~ (2011),
HOXAS Migracié i supervivencia Zhang (2015)
cel-lular
miR-223 v STAT3, Tolerancia immunitaria i (22h0u1 3)(28(222313)6;01
, Li , Xu
FOXO1, resposta inflamatoria (2014)
E2F1GZMB
miR-181a ] BIRC6, CBX5 Tolerancia immunitaria Zhu  (2009),  Wu
(2012), Xu (2014)
miR-144 v CUGBP2- Implantacié i vasodilatacid (22h0u12) %9(02‘2%3) Wu
COX2 -
miR-20a i A EFNB2/EPHB4 | Invasié trofoblast égﬁz)(zmz)' Wang
miR-20b

Figura 30. Exemples dels microRNAs més validats en placenta i plasma en preeclampsia. (116-126)
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Molts d’aquests estudis intenten explicar la relacié entre |'alteracié de la placentacié i
la pseudovasculogenesi de les arteries espirals amb la preeclampsia. Els miR-17, miR-
20a i miR-20b comparteixen “seed sequence” i per tant sembla que la seva funcié
podria ser additiva. Entre altres gens i vies diana, destaquen EFNB2 (Ephrin-N2) i
EPHB4 (Ephrin receptor B4), que presenten una gran importancia en la invasié del
trofoblast, facilitant la diferenciacié a trofoblast extravellés per invadir la decidua i
remodelar les arteries uterines. Les artéries espirals es transformen en vasos de baixa
resisténcia facilitant el transport bidireccional mare-fill. La fallada en la remodelacid
arterial contribueix a la patogénesi de la preeclampsia. En placentes amb
preeclampsia la familia de miR-17 esta sobreexepressada i EFNB2/EPHB4 disminuida
(126) (figura 31).

Placentacié anormal:

Placentacié normal pre-eclampsia
_— Capil-lar placentari

Vellositat

llis . ; llis

Endoteli . ~ Endoteli
Artéria espiral
miR-17

miR-20a
miR-20b

Figura 31. MicroRNAs associats a placentacié anormal. Adaptacio de Chen i col. (126). Els miR-17, miR-
20a i miR-20b regulen EFNB2 (Ephrin-N2) i EPHB4 (Ephrin receptor B4), que presenten una gran
importancia en la invasié del trofoblast, facilitant la diferenciacié a trofoblast extravellés per invadir la
decidua i remodelar les artéries uterines. En placentes amb preeclampsia (dreta), lamb fallada en la

remodelacié arterial, la familia de miR-17 esta sobreexepressada i EFNB2/EPHB4 disminuida

54



INTRODUCCIO

Li i col. (2013) estudien |'expressié dels microRNAs alterats en preeclampsia en sang
materna i observen una sobreexpressié dels miR-141, miR-221 i miR-29a i una
disminucié de miR-144. El miR-144 esta desregulat en hipoxia i isquémia, fet que es
dona en la preeclampsia. A més, la seva diana és COX-2-PGE2, al qual se li ha
assignat un efecte en la implantacié i promou la inflamacié i la tumorogenesi (123).
Posteriorment Hromadnikova i col. (2014) se centren en el cluster C19MC en placenta
i en sang materna de primer trimestre, i per tant previ al diagnostic clinic de la
malaltia. Demostren que el miR-520h té el millor valor predictiu, del 84.6% i una taxa
de falsos positius del 7,1%; i el miR-518b un valor predictiu positiu del 73.3% amb un
14.3% de falsos positius (127).

El retard del creixement intrauteri (RCIU), que pot estar relacionat amb la
preeclampsia, la dieta materna o altres factors de risc, també ha estat molt estudiat.
Dels primers a estudiar els microRNAs relacionats amb el creixement fetal sén
Maccani i col. (2011) que demostren que la baixa expressié del miR-16 i/o el miR-21
s'associa amb baix pes al néixer. En el mateix estudi mostren PTEN com a diana del
miR-21, demostrant que la sobreexpressié d'aquest microRNA en cél-lules
trofoblastiques disminueix els nivell de PTEN. PTEN conegut com a supressor tumoral,
i present a la placenta, inhibeix la migracié i progressié cel-lular, i juga un paper

modulador clau en la ruta del AKT-mTOR (128).

Aixi mateix, el miR-424, que és dependent d'oxigen, es troba sobreexpressat en
placentes amb un desenvolupament vascular anormal i en RCIU. Altres, com el miR-
518b o el miR-516b, estan disminuits en placenta perod la seva expressié en plasma no

presenta variacions importants (70).

Menys estudiades han estat les patologies com la diabetis gestacional i la
macrosomia. Zhao i col. (2011), van relacionar la diabetis gestacional (diagnosticada
entre les setmanes 26 i 28 de gestacid) amb microRNAs detectats en sang a l'inici del
segon trimestre (setmanes 16 a 19), entre els que destaquen els miR-132, miR-29a i

miR-222. Insulin-induced gene 1 (Insig1) és un dels gens diana del miR-29a, que juga
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un paper important en I'hnomeostasi de la glucosa, i va ser validat en el mateix estudi

(129).

Pel que fa a la macrosomia també s'han relacionat els microRNAs desregulats en
placenta i plasma pero els resultats encara sén poc concluents. Per exemple, s'ha
descrit I'augment del miR-21 en placenta; o la disminucié en plasma dels miR-20a,

miR-376, miR-141-3p i miR-200c-3p (130-132).

7.7. microRNAs com a dianes terapeutiques

Després de demostrar el seu potencial com a reguladors cel-lulars i la seva expressid
en teixit i en sang, s'ha descrit que els microRNAs poden ser bones eines
terapéutiques. Aquest camp ha estat investigat sobretot el en mén oncologic, ja que
s'ha demostrat la seva funcié en la iniciacié i progressié tumoral aixi com en les

metastasis.

Per poder arribar a aprovar I'Gs d'un microRNA terapeutic, cal primer identificar i
validar la via del microRNA a estudi, realitzar estudis in vitro i in vivo en animals,
estudiar la farmacocinetica i farmacodinamica i finalment desenvolupar assajos clinics

(133) (figura 32).

i o
Identificacio Validacié

signatura signatura Analisi : A55a_ig
microRNA microRNA farmacoldgic climic

Figura 32. Desenvolupament de microRNA terapéutic. Adaptacié de Christopher i col. (133)

L'objectiu de la terapia amb microRNAs és manipular I'expressié dels microRNAs
injectant antisense-microRNAs que puguin disminuir Iactivitat del microRNA diana o

mimic-microRNAs que reintrodueixin la funcié perduda.
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Estrategies terpeutiques:

a) inhibicié mitjangant microRNAs-antisentit: es tracta d'oligonuclectids que contenen
seqlencies complementaries del microRNA endogen que s’'uneixen al microRNA
madur i l'inhibeixen o que presenten una major afinitat pel MRNA diana. Anomenats
també segons les modificacions bioquimiques: AMO (antisense oligonucleotide), LNA

(locked nucleic acid anti-miRNAs), Antagomir o miRNAsponges.

A nivell oncolégic, els microRNAs sobreexpressats es poden considerar oncogens i
s'anomenen “oncomirs”. Aquests han de ser inhibits per restaurar |'expressié i funcié

normal del seu gen diana supressor de tumors mitjangant microRNAs inhibidors.

b) reemplagament del microRNA: introduccié de microRNA artificial de doble cadena

que mimetitza |'efecte del microRNA infraregulat. Se’ls anomena miRNA-mimics.

En les neoplasies, els microRNAs infraexpressats es consideren supressors de tumors,

perqué inhibeixen els oncogens.
S’ha estudiat també el bloqueig dels microRNAs extracel-lular, a nivell d'exosomes.

Fora de I'ambit oncologic, també estan en marxa estudis sobre la inhibicié de la
replicacié en infeccié per virus de I'hepatitis C, sintesis de colesterol i arteroesclerosis

o regeneraci6é de miocardi entre altres (figura 33).
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microRNA Malaltia Tecnologia Mecanisme Estadi

objectiu

miR-122 infeccié VHC anti-miRNA | Bloqueja la Fase lla
replicacié de VHC

miR-34 neoplasies hepatiques | mimic Reduccié de Fase |
I'expressio
d'oncogens,
regressio tumoral

miR-33 arterioesclerosis anti-miRNA Regula homeostasis | Preclinic
del colesterol i acids | finalitzat
grassos

miR-155 neoplasies anti-miRNA | Redueix la Preclinic

hematologiques proliferacié cellular | finalitzat

aberrant

miR-15 infart de miocardi anti-miRNA Redueix la mortalitat | Preclinic
cel-lular i promou la
regeneracio
muscular cardiaca

Figura 33. Exemple de microRNAs terapéutics a estudi. Adaptacié de Shah i col., Cristopher i col.
(133, 134)
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HIPOTESIS

L'obesitat pregestacional i gestacional s'associent a un perfil diferencial de microRNAs
en plasma i placenta. Els nivells d’expressié d'aquests microRNAs s'associen amb
parametres endocrinometabolics de la mare durant I'emabras i amb creixement pre i

postnatal.

Les hipotesis especifiques del treball sén les seglients:

a) El perfil d'expressié dels microRNAs en plasma matern de segon trimestre de
gestacié i placenta al naixement és diferent en gestants sanes (sense trastorns
metabolics ni patologies de la gestacié) comparades amb gestants amb obesitat

pregestacional i obesitat gestacional.

b) Els microRNAs que presenten un patré d’'expressié diferencial en obesitat materna
(pregestacional i gestacional) s'associen a diferents parametres antropometrics (pes,

IMC) i metabolics (perfil lipidic, glucosa i resisténcia a la insulina) durant la gestacié.
c) Els microRNAs que presenten un patré d'expressié diferencial en obesitat materna

(pregestacional i gestacional) s'associen al creixement pre i postnatal de la

descendéncia (pes i longitud) durant el primer any de vida.
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OBJECTIUS

Els objectius especifics de la tesi sén:

1) Determinar el perfil d’expressié de microRNAs en plasma de segon trimestre de
gestacié i placenta al naixement en una cohort que inclou embarassades sanes
(Control), embarassades amb obesitat pregestacional (OBPre) i embarasades amb

obesitat gestacional (OBGest).

2) Comparar el perfil de microRNAs en plasma matern i en placenta entre
embarassades sanes (Control), embarassades amb obesitat pregestacional (OBPre) i

mares amb obesitat gestacional (OBGest).

3) Correlacionar l'expressié dels diferents microRNA que presentin un patré diferencial
en obesitat materna amb parametres materns durant la gestacié. Aquests parametres
inclouen mesures antropomeétriques (pes i IMC a cada trimestre) i biomarcadors en
sang de tolerancia a la glucosa i resisténcia insulina (glucosa, hemoglobina glicada,
test O’Sullivan, insulina, HOMA-IR, péptid-C i adiponectina-APM) i biomarcadors de

perfil lipidic (triglicerids, colesterol).

4) Correlacionar |'expressié dels diferents microRNAs que presentin un patrd
diferencial en obesitat materna amb parametres de creixement prenatal (pes i

longitud al naixement, pes placenta).

5) Correlacionar I'expressié dels diferents microRNAs que presentin un patrd
diferencial en obesitat materna amb parametres de creixement postnatal (pes i

longitud als 1, 4, 6 i 12 mesos de vida).
6) Determinar in silico els mRNA diana i les posible rutes metaboliques relacionades

amb els microRNAs que presentin un patré diferencial en obesitat materna i estiguin

associats a creixement pre i postnatal.
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1.- Disseny i subjectes d’estudi

Es tracta d'un estudi observacional longitudinal en una cohort poblacional de gestants
- recent nascuts iniciat I'abril de 2013 fins al desembre de 2016.

La poblacié d'estudi consisteix en 70 embarassades caucasiques amb gestacions de
baix risc (sanes o bé amb obesitat pregestacional i/o gestacional pero sense altres
complicacions gestacionals), amb parts a terme i amb nadons amb pes normal al
néixer. Les pacients van ser incloses des del PASSIR Girona-Pla de I'Estany (Programa
d'Atencié a la Salut Sexual i Reproductiva) (Catalunya, Espanya), concretament als
ambulatoris participants a |'estudi que eren: CAP Guell i CAP Sarria de Ter. Aquestes
gestants van fer el control de la gestacio aixi com les analitiques al seu ambulatori, i
les tres analitiques aixi com les tres ecografies establertes en el control de gestacié de

baix risc a I'Hospital Universitari de Girona Doctor Josep Trueta.
Els criteris especifics d'inclusié van ser:

a) Mares caucasiques de gestacions Uniques i seguiment des del primer trimestre
al PASSIR Girona — Hospital Universitari de Girona Doctor Josep Trueta;
abscencia d’habit tabaquic, alcohol o altres drogues. Es valora la preséncia

d’obesitat pregestacional i augment excessiu de pes durant la gestacio.

b) Nadons nascuts a terme a |'Hospital Universitari de Girona Doctor Josep
Trueta, entre les 37 i les 42 setmanes de gestacié, amb pes i longitud dins la
mitjana +/- 1,5 desviacions estandards.

c) Possibilitat de recol-leccié de mostra placentaria.

d) Consentiment informat signat.

Els criteris d'exclusié van ser:
a) Nadons amb baix pes al néixer (petit per edat gestacional o retard de
creixement intrauteri: pes al néixer inferior a percentil 5 i/o Dopplers alterats)
b) Diabetis gestacional (alteracié de 2 o més valors en el TTOG)
c) Hipertensio gestacional o preeclampsia (HTA associada a proteintria més enlla de les

20 setmanes de gestacio)

d) Malalties croniques de la mare o fumadores
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e) Complicacions del part (sospita de pérdua de benestar fetal)

f)  Malformacions congeénites (cardiopatia, nefropatia...)

Les dones van ser agrupades segons el seu IMC pregestacional i 'augment de pes

durant I'embaras segons les recomanacions de I'Institute of Medicine (IOM) (figura 34)

(135).
Grup Nom IMC pregestacional | Guany de pes durant la
gestacié
Control Control 18.5-24.9 <16kg
Obesitat pregestacional OBPre >25 7-11.5
Obesitat gestacional OBGest 18.5-24.9 >16

Figura 34. Recomanacions de guany de pes durant I'embaras en funcié de I'IlMC pregestacional

segons IlOM. IMC: [ndex de Massa Corporal. IOM: Institute of Medicine.

Cap de les gestants de I'estudi tenia un pes inferior al normal (IMC <18.5). Un IMC

pregestacional >25, que correspon a sobrepes, va ser considerat dins del grup

obesitat pregestacional. L'estudi no inclou cap pacient amb obesitat morbida (IMC

>40).

2.- Variables d'estudi

2.1. Variables prenatals

El seguiment prenatal habitual, que consisteix en els seguiments clinics, ecografics i

analitics (de sang i orina) protocol-litzats, es va dur a terme a totes les embarassades

de l'estudi. Paral-lelament, es van fer dues visites de l'estudi al mateix hospital,

coincidint amb el dia de I'analitica del segon i del tercer trimestre que consistien en

una exploracié fisica i un qlestionari d’antecedents personals, habits d'alimentaci6 i

exercici fisic.
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2.1.1. Variables cliniques

La informacié sobre els antecedents médics personals i familiars es va obtenir de
I'entrevista amb les mares/pares (que es realitzava el mateix dia de I'analitica del
segon trimestre) pel personal de I'estudi. Aquell mateix dia es mesurava i pesava la

pacient amb un tallimetre i una bascula calibrades.

La informacié sobre el seguiment de la gestacié aixi com el pes i la talla
pregestacional es va obtenir del carnet de |'embaras i/o curs clinic informatic, on
queda reflectit el control de la gestacié. L'IMC es va calcular segons pes (kg) dividit
per alcada al quadrat (m? = kg/m?. L'augment de pes durant I'embaras es va calcular

restant el pes del moment d’estudi menys el pes pregestacional.

2.1.2. Variables analitiques

Coincidint amb ['analitica protocol-litzada del segon trimestre, que es realitzava a la
sala d'extraccions del laboratori general de I'hospital Universitari de Girona Doctor
Josep Trueta entre les 26 i les 28 setmanes de gestacio, es van recollir tubs extres per
realitzar les determinacions especifiques de I'estudi. De cada gestant es van obtenir 3
tubs de sérum i 2 tubs de plasma EDTA; els de l'analitica habitual, que inclou
hemograma, bioquimica basica i test d'O’Sullivan (test de tolerancia a la glucosa:
valoracié de la glucosa a I'hora de la ingesta d'una solucié amb 50 grams de glucosa);

i els tubs per al laboratori de recerca.

Un cop al laboratori de recerca, els tubs es van centrifugar

| PLASMA
«—| LEUCOS

immediatament a 4°C durant 15 minuts a 3000 rpm per a la

separacio de les diferents fases i per a la creacié d'una seroteca a
partir del tub de sérum, i d'una plasmoteca i reserva de leucocits
circulants, a partir del tub de plasma, EDTA. Totes les mostres resultants van ser

aliquotades en tubs Effendorf® etiquetats i congelats a -80°C fins a la seva utilitzacio.

La glucosa en sérum va ser analitzada amb el métode de |'hexoquinasa. La insulina en
serum va ser mesurada per immunoquimioluminiscéncia (IMMULITE 2000; Diagnostic

Products, Los Angeles, CA); el limit inferior de deteccié va ser de 0.4 mlU/l i els
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coeficients de variacié intra- i interassaig van ser menors del 10%. Per estimar la
sensibilitat a la insulina es va fer servir el Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR)

segons la férmula (glucosa (mg/dl) x insulina (mUI/I) x 0,0551)/22.5 (7).

L'hemoglobina glicada (HbA1c) va ser mesurada mitjangant cromatografia liquida (Bio-
Rad, Muenchen, Germany) i un autoanalitzador (Jokoh HS-10). El peptic-C va ser
mesurat per immunoquimioluminiscéncia (IMMULITE 2000; Diagnostic Products, Los
Angeles, CA); el limit de deteccid va ser 0.05 ng/mL i el coeficient de variacié va ser
inferior del 10%. Els triglicerids totals es van mesurar monitoritzant la reaccié del
glicerol-fosfat-oxidasa i peroxidasa. El colesterol d'alta densitat (c-HDL) va ser
quantificat amb el meétode homogeni de detergent selectiu amb accelerador.
L'adiponectina va ser analitzada mitjancant assajos per immunoabsorcié lligat a enzims
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) tipus sandwich; el limit de deteccioé va

ser de 0.8 ng/ml i el coeficient de variacié inferior al 4%.

2.2. Variables del part i postpart

Tots els nadons van néixer a terme a |'Hospital Universitari de Girona Doctor Josep

Trueta, bé per part vaginal o per cesaria.

2.2.1. Variables del part

Els nadons van ser pesats i mesurats al néixer, usant bascules i tallimetres calibrats.

Figura 35. Biopsia de placenta. Es va obtener una mostra de cada quadrant de la cara materna de la

placenta; que es va dipositar en RNA-later.
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Les placentes també van ser pesades al moment del part just després del
deslliurament. En el mateix moment es van obtenir les biopsies de la cara materna de
la placenta: 4 mostres, una per quadrant, d'lcm® aproximadament, que es van

dipositar en tubs amb RNAlater® (figura 35).

2.2.2. Variables del nadé
Es va fer un seguiment del recent nascut al llarg del primer any de vida i es va anotar
el pesil'alcada als 1, 4, 6 i 12 mesos de vida, aixi com un questionari dalimentacié.
Aquests valors es van estandarditzar per edat gestacional i sexe (SDS). L'augment de
pes es va calcular restant al pes en el moment d’estudi menys el pes al naixement.
Seixanta nadons van realitzar el seguiment complet fins als 12 mesos de vida, 20

nadons de mares control, 20 nadons de mares OBPre i 20 nadons de mares OBGest.

3.- Expressié génica

3.1. Extraccié d'ARN

Per a la determinacidé dels microRNAs es va realitzar una extraccidé d’ARN total de les

mostres de plasma i de placenta seguint protocols especifics en cada cas (figura 43).

3.1.1. Extraccié d’ARN de plasma

L'ARN total, incloent-hi els microRNAs, es va aillar de les mostres de plasma amb el kit
d'aillament mirVana™ PARIS™ (Applied Biosystems, Foster City, EUA) segons les

instruccions del fabricant.

Es va partir de 300 plL de plasma, dipositats en un Eppendorf® RNAsa-free. Aquest es
va barrejar amb 300 pL de Denaturing Solution per a la homogeneitzacié de la mostra
a temperatura ambient. Seguidament es van afegir 600 pL de la solucié Acid-Phenol:
Cloroform i aquesta nova mescla es va agitar amb Vortex® durant 60 segons, deixada
en repos entre 2 i 3 minuts, per ésser posteriorment centrifugada durant 10 minuts a

12000 rpm a temperatura ambient. Es van formar dues fases, la fase superficial aquosa
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que contenia uns 450 pL de I’ARN dissolt, va ser transferida a un nou Eppendorf®. Es
van afegir 563 pL d’etanol al 100% (corresponent a 1.25 vegades el volum de la
mostra) a temperatura ambient a cada Eppendorf® i es van agitar vigorosament.
Immediatament després es van pipetejar 700 pyL de la solucié lisat/etanol al Filter
Cartridge, préviament introduit en un tub de recol-leccié de 2 ml. Es va tapar la
columna i es va centrifugar 30 segons a 10000 rpm. Es va recollir la solucié restant i es
va repetir aquest pas. Seguidament es van pipetejar 700 pL del tampé Wash Solution
1 (préviament diluida amb 21 ml d’etanol 100%) a la columna i es va centrifugar 15
segons a 10.000 rpm per netejar la columna d'impureses. Es van pipetejar 500 pL de
Wash Solution 2/3 (previament diluida amb 40ml d’etanol 100%) a la columna i es va
centrifugar 15 segons a 10.000 rpm i es va descartar la solucié residual. Posteriorment
es fa centrifugar la columna seca a velocitat maxima durant 1 minut. Finalment es va
situar la columna en un Eppendorf® correctament etiquetat i es va eludir amb 40 pL
d'aigua RNAsa-free preescalfada a 95°C, es va centrifugar 30 segons a 10.000 rpm per
tal de resuspendre la fracci6 de RNA purificada. De la mostra final, 5uL es van
aliquotar per a l'analisi de qualitat i la resta, uns 35 pL, es van aliquotar per als

experiments posteriors.

3.1.2. Extraccié d’ARN en placenta

L'ARN total, incloent-hi els microRNAs, es va aillar de les mostres de placenta amb el
kit RNeasy Mini Kit (Qiagen; Madrid, Spain) segons les instruccions del fabricant

(figura 36).

Es va partir de 100 mg de placenta, que sense descongelar, es va homogeneitzar/lisar
amb 700uL de QIAzol® i usant el politré Ultra-turrax T25 basic (IKA-Werke,
GMBH&Co, Germany) durant 30 segons a 20000 rpm

Es van afegir 140 pyL de cloroform a la solucid, es va agitar vigorosament durant 15
segons i es va deixar reposar a temperatura ambient entre 2 i 3 minuts. Després de

centrifugar la solucié 15 minuts a 20000 rpm, es van poder apreciar 3 fases aillades, es
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va transferir la més superficial i aquosa, que contenia uns 500 ul d’ARN dissolt, a un

nou Eppendorf®.

Mostra teixit
(RNA later)

lisi i
homogeneitzacié

afegir cloroform i
barrejar

separacié de fases

afegir etanol a
la fase aquosa

a9 &b &b

separacié del RNA total

filtreﬁ Incloent microRNA
T rentar x3
T eludir
=

RNA total

Figura 36. Esquema d‘extraccié de RNA
total.

Es van afegir 500 pL (corresponent a 1 vegada el
volum de la mostra) d'etanol 100% i es va
barrejar vigorosament. Immediatament després
es van pipetejar 700 pL de la solucid a la
RNeasy® Mini Spin Column, préviament
introduida en un tub de recol-leccié de 2 ml. Es
va tapar la columna i es va centrifugar a 10000
rom durant 15 segons a temperatura ambient. Es
va repetir el pas anterior fins a 2 vegades més
amb la solucié restant. Seguidament es van
pipetejar 350 pL del tampd RWT (préviament
diluit amb etanol 100% segons indicacions del
fabricant) a la columna i es va centrifugar 15
segons a 10000 rpm. Després es van pipetejar 80
uL de DNasa a la membrana de la columna i es

va incubar a temperatura ambient 15 minuts. A

I'acte, es van pipetejar 350 pL del tampd RWT a

la columna i es va centrifugar 15 segons a 10000

rom per rentar-la de DNasa. Es va tapar la

columna i es va centrifugar 15 segons a 10000 rpm i es va descartar la solucié residual.

Posteriorment es van pipetejar 500 pL del tampd RPE (préeviament diluit amb etanol

100% segons indicacions del fabricant) a la columna i es va centrifugar 2 minuts a

10000 rpm i de nou es va descartar la solucié residual. Finalment la columna seca es

va centrifugar 1 minut a velocitat maxima.

La columna es va col-locar en un Eppendorf® correctament etiquetat i es va eluir amb

50 pL d'aigua RNasa-free i es va centrifugar 1 minut a 10.000 rpm a temperatura

ambient per tal de resuspendre la fraccié d’ARN ja purificat.
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Es van aliquotar 4 pL per a 'analisi de qualitat i integritat i la resta, per als experiments

posteriors.

3.2. Quantificacié

La quantitat d'ARN aillat en placenta es va determinar amb un espectrofotometre
Nanodrop ND - 1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA) que analitza
I'espectre d'absorcié a 260 nanometres, que correspon a la longitud d'ona per als

oligonucleotids.

La quantitat d’ARN aillat de plasma no es pot determinar per ser massa petita.
Aquestes mostres requereixen un pas de preamplificacié per assegurar tenir una

quantitat suficient de microRNAs per poder ser detectats.

La integritat i puresa de cada mostra d'ARN es va comprovar amb un Bioanalyzer®

Agilent (Agilent Technologies, Palo Alto , CA) .

3.3. Retrotranscripcié d’ARN

L'ARN és una mostra extremadament labil i no suporta més de 3 cicles de
congelacié/descongelacié. EIl cDNA, ADN monocatenari sintetitzat a partir de I'’ARN
en suspensidé, és una mostra més estable i resistent als cicles de
congelacié/descongelacio, i per tant I'alternativa més adequada per allargar el temps
de vida Util d'aquests mostres. La retrotranscricid es va realitzar utilitzant el TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit que inclou encebadors, nucledtids lliures i una
retrotrascriptasa termosensible, entre d'altres, que fan possible la transcripcié de cada

una de les cadenes d’ARN a cDNA.

Es va retrotranscriure una mostra de 3 puL d’ARN total a cDNA en una reaccié final de
7,5 pL que contenia: 0,8 pL de solucié tamponada (RT Buffer), 0,2 pyL de nucleotids
lliures (dNTPs), 1,5 pL d’enzim retrotranscriptasa (MultiScribe™), 0,1 pL d'inhibidor de
RNases, 0,2 pL d'aigua destil-lada lliure d’ARNases, 0,9 pL de clorur de magnesi i 0,8
uL d'encebadors (Megaplex™ RT primers).

76



MATERIAL | METODES

El protocol de PCR consistia en una primera etapa de melting o dissociacié de
sequiéncies complementaries i elongacié de 40 cicles de: 2 minuts a 16C°, 1 minut a
42°C i 1 segon a 50°C; i una segona etapa de 5 minuts a 85°C per a la inactivacié de

I'enzim retrotrascriptasa i finalment la mostra es va conservar a 4°C.

3.4. Preamplificacio de cDNA circulant, provinent de plasma

La mostra de cDNA provinent de plasma va precisar d'un pas previ de preamplificacé
abans del seu estudi que es va realitzar amb TagMan PreAmp Master Mix ™ i

Megaplex™ PreAmp primers (pool A i B) (Applied Biosystems, Foster City, EUA).

Es va partir d'una mostra inicial de 3,75 pl de la mostra retrotranscrita, que es va
incloure en una reaccié final de 12,5 pl que contenia: 6,25 ul de TagMan PreAmp
Master Mix ™, 1,25 pl d'aigua destil-lada RNasa i 1,25 pl de Megaplex™ PreAmp

primer.

Els cicles térmics per a la preamplificacié van consistir en 5 passos: 10 minuts a 95°C,
2 minuts a 55°C, 2 minuts a 72°C, un quart pas que es realitza 12 vegades: 5 segons a
95°C, seguits de 4 minuts a 60°C i finalment 10 minuts a 100°C. La conservacié de la

mostra es realitza a 4°C fins a la seva utilitzacid.

El resultat de la preamplificacié es va diluir amb 37,5 pl d'aigua, per tenir una mostra

final de 50 pl (dilucié %).

3.5. Perfil de microRNA: TLDA

Els perfils de microRNAs es van estudiar inicialment en 18 dones embarassades: 6
amb obesitat pregestacional (OBPre), 6 amb obesitat gestacional (OBGest) i 6 dones
control (Control), seleccionades entre la poblacié d'estudi, mares amb valors més
propers a la mediana, i valorant la representacié segons IMC matern, edat i sexe del

nadod.
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La identificacié dels microRNAs es va dur a terme mitjangant targetes microfluidiques
o bioxips de baixa densitat basats en sondes TagMan® (TagMan Low Density Arrays,

TLDA) (figura 37).

Es va utilitzar una TagMan Human MicroRNA Card Set v3.0, que consta de 2 TLDA:
pool A i pool B, que permet la quantificacid

exacta de 723 microRNAs humans. El

processament i lectura dels TLDA es va dur a

terme amb un termociclador en temps real
(Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time
PCR System). L'analisi dels resultats es va

realitzar en un centre extern: al Barcelona

Supercomputing Center.

Figura 37. Imatge d’una placa de TLDA.

Abans de comencar, el producte final de la preamplificacié plasmatica es va diluir per
tal d'obtenir un a concentracié de cDNA adequada: 1/200 del cDNA pre-amplificat de
plasma. Aixi cada 4 ul de la dilucié % es van diluir en 196 pl d'aigua destil-lada RNasa-
free (1/50), obtenint 200 pl de solucié final. Per cada array es necessitava un volum de
900 pl que incloia 9 pl de la mostra diluida, 450 pyl de TagMan® Universal PCR Master

Mix No AmpErase® UNG, i 441 pl d"aigua lliure de nucleases.

La mostra de cDNA de placenta també es va diluir a 1/50 amb aigua destil-lada
RNasa-free. Per a cada array es realitzava un volum final de 900 pl que incloia 6 pl de
cDNA plasmatic, 450 pl de TagMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG,

i 444 ul d'aigua lliure de nucleases.

Es van dispensar 100 pl de la mostra final de la mescla de PCR a cada finestreta de la
TagMan® microRNA Array. Seguidament es va segellar i centrifugar la matriu per a
repartir la mostra per a tots els pouets i es va dipositar a I'aparell de RT-PCR per a la

lectura i analisi posteriors.

Els resultats van ser analitzats mitjancant Sequence Detection Systems Software versié

2.3 (Applied Biosystems) i el R package SL gpcrNorm (Bioconductor) (figura 38).
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Figura 38. Resultats de TLDA. Els resultats s'analitzen mitjangant Sequence Detection Systems

Software versié 2.3 (Applied Biosystems).

3.6. Analisi individual de microRNAs: RT-PCR

Els microRNAs que van mostrar diferencies significatives entre els grups d’estudi
(p<0,05 i nivell de canvi >2) es van estudiar en una cohort més amplia amb |'objectiu
de validar els canvis en la concentracié dels microRNAs préviament identificats. El
grup d’estudi final va consistir en 70 embarassades de les quals 20 OBPre, 25 OBGest
i 25 Controls, incloent-hi els subjectes utilitzats previament per a determinar el perfil

de microRNAs.

La validacié es va realitzar utilitzant TagMan® microARN Assays individuals (Applied
Biosystems, Foster City, EUA) i RT-PCR mitjangant el Sistema LightCycler 480 Real-
Time PCR (Roche Diagnostics).

Com hem vist a l|'apartat anterior, abans de comencar, el producte final de la
preamplificaci6 de cDNA plasmatic es va diluir 1/200 per tal d’obtenir una

concentracié de cDNA adequada; i per al cDNA placentari es va fer una dilucié 1/50.

Per a la gRT-PCR, 5 pl de la mostra diluida es van barrejar amb 0,5 pl de TagMan®
microARN Assays i 4,5 ul de TagMan® PCR Master Mix. El procés de PCR consistia en

un primer pas de 10 minuts a 95°C i segon pas que es van repetir 45 cicles de 15
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segons a 15 segons seguit de 30 segons a 60°C. Finalment es van extreure i analitzar

els resultats.

La RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction; reaccié en cadena de la
polimerasa amb retrotranscriptasa) permet estimar els nivells d’expressié relatius d'un
gen determinat mitjangant canvis de temperatura que es repeteixen 45 cicles
anomenats cicles termics (Ct). El termociclador esta dotat de sensors per mesurar
fluorescéncia, que s'ha inclos a la mostra, i detecta la longitud d'ona després de cada
cicle d'amplificacié. La deteccié de cada microRNA es representa normalitzat, a través
del valor llindar de cicle termic per al total de mostres. El Ct de cada microRNA es
determina pel nimero de cicles en els quals I'emissié d'intensitat del marcador
fluorescent s’eleva per damunt del llindar minim de deteccid, relatiu al soroll de fons
assignat previament, en la fase exponencial de la PCR. Aixi, cada mostra origina una
corba sigmoidal que determina el nombre de cicles necessaris per assolir un valor de
fluorescencia determinat. El valors de Ct sén inversament proporcionals al nombre de
sequencies microRNA de cada classe, doncs, com més copies hi ha d'un gen a la
mostra estudiada, menys cicles térmics es necessiten per assolir el valor de

fluorescéncia determinat.

65+ miR-control
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Figura 39. Expressié relativa mitjangant cicles térmics. Cada mostra a estudi origina una corba
sigmoidal que determina el nombre de cicles térmics necessaris per assolir un valor de fluorescéncia
determinat. Com més copies hi ha d’'un gen a la mostra estudiada, menys cicles térmics es necessiten

per assolir el valor de fluorescéncia determinat.
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Els nivells relatius de microRNA es van calcular d'acord amb el métode Z'ACt, on ACt

equival a la diferencia entre el Ct del microRNA d’estudi i el Ct del microRNA control

o normalitzador (figura 39).

Ates que no hi ha consens sobre els microRNAs que s’han d'utilitzar com a
normalitzadors, es va realitzar la normalitzacié ACt utilitzant els 3 microRNAs més
estables del nostre propi estudi (rang invariant). En el cas de les mostres de plasma
van ser, del grup A: hsa-miR-28-3p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-146b-5p; i del grup B:
hsa-miR-151a-3p, U6-snRNA, hsa-miR-766-3p (figura 40).

En les mostres de placenta, els 3 microRNAs placentaris més estables (rang invariant) i
per tant utilitzats com a normalitzadors sén, del pool A: hsa-miR-523, hsa-miR-532,
hsa-miR-425-5p; i del pool B: hsa-miR-30e-3p, hsa-miR-519b-3p, hsa-miR-520d-3p
(figura 41).
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| miRNAS

TaqMan ID | Pool

hsa-miR-151a-3p | ID#002254 |B ctrl
hsa-miR-766-3p | ID#001986 |B ctrl
U6 snRNA ID#001973 (B ctrl
hsa.miR-30a-5p | ID#000417 |B
hsa.miR-625-3p | ID#002432 | B

| miRNAS |TaqMan ID  Pool |
hsa-miR-146b-5p | ID#001097 | A ctrl
hsa-miR-28-3p ID#002446 | A ctrl
hsa-miR-93-5p ID#001090 | A ctrl
hsa-miR-103a-3p | ID#000439 | A
hsa-miR-122-5p ID#002245 | A
hsa-miR-128-3p ID#002216 | A
hsa-miR-130a-3p | ID#000454 | A
hsa-miR-150-5p ID#000473 | A
hsa-miR-193b-3p | ID#002673 | A
hsa-miR-221-3p ID#000524 | A
hsa-miR-29c-3p | ID#000587 | A
hsa-miR-324-3p ID#002161 | A
hsa-miR-340-5p ID#002258 | A
hsa-miR-370-3p ID#002275 | A
hsa-miR-375 ID#0O00564 | A
hsa-miR-423-5p ID#002340 | A
hsa-miR-652-3p ID#002352 | A
hsa-miR-885-5p ID#002296 | A
hsa-miR-99b-5p ID#000436 | A

Figura 40. Tagman® microARN Assays de plasma. Pool A i pool B, en blau els microRNAs controls

de cada pool.

| miRNAS TagMan ID Pool
hsa-miR-425-5p ID#001516 |A ctrl
hsa-miR-523-3p | ID#002386 |A ctrl
hsa-miR-532-5p ID#001518 [A ctrl
hsa-miR-185-5p ID#002271 |A
hsa-miR-214-3p ID#002306 |A
hsa-miR-23b-3p ID#000400 |A
hsa-miR-296-5p ID#000527 | A
hsa-miR-29b-3p ID#000413 |A
hsa-miR-337-5p ID#002156 |A
hsa-miR-339-5p ID#002257 | A
hsa-miR-365a-3p | ID#001020 |A
hsa-miR-487a-3p | ID#001279 |A

| miRNAS miRBase ID Pool
hsa-miR-30e-3p [ ID#000422 |B ctrl
hsa-miR-519b-3p | ID#002384 |[B ctrl
hsa-miR-520d-3p [ ID#002743 |B ctrl
hsa-miR-483-3p | ID#002339 |B
hsa-miR-100-3p ID#002142 |B
hsa-miR-1269a ID#002789 |B
hsa-miR-1271-5p | ID#002779 |B
hsa-miR-1285-3p | ID#002822 |B
hsa-miR-181a-3p | ID#000516 |B
hsa-miR-191-3p | ID#002678 |B
hsa-miR-27a-5p ID#002445 |B
hsa-miR-520h ID#001170 |B

Figura 41. Taqman@ microARN Assays de placenta. Pool A i pool B, en blau els microRNAs controls

de cada pool.
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Figura 42. Esquema resum de 'estudi dels microRNAs. A I'esquerra, I'estudi de microRNAs circulants
en plasma: extracci6 de microRNA total amb mirVana™ PARIS™, pre-amplificacié amb TagMan®
PreAmp Master Mix™ i retrotranscripcié amb TagMan® microRNA Reverse Transcription Kit. A la
dreta, l'estudi de microRNAs en placenta: extraccié de microRNA total amb RNeasy Mini Kit de
Qiagen i directament retrotranscripcié amb TagMan® microRNA Reverse Transcription Kit. En les dues
mostres es realitza inicialment un estudi del perfil de microRNAs mitjangant TLDA (TagMan® Low
Density Array) en una mostra de 18 dones (6 controls, 6 OBPre i 6 OBGest). Finalment es van validar
els resultats en una cohort de 70 embarassades (25 controls, 20 OBPre i 25 OBGest) amb un estudi

TagMan® microRNA assay individual mitjangant RT-PCR.
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3.7. Prediccié de dianes de microRNA

La recerca de la possible implicacié dels microRNAs més rellevants en diverses vies
funcionals i gens diana es va realitzar mitjancant recerca bibliografica i en bases de
dades, lliurement accessibles, on es recullen dades experimentats i in silico referents
als mRNA diana i les rutes metabdliques en les que participen. Per a la realitzacié
d'aquesta tesi s’ha usat miRSystem (http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw) que integra
informacié de diverses bases de dades: Kegg, Biocarta, Pathway Interaction Database,

Reactome i Go Molecular Function.

4.- Analisi estadistic

Tots els parametres clinics, analitics i experimentals es van recollir en una base de

dades tipus Acces (Microsoft Office Acces, Microsoft Inc.).

L'analisi estadistica de les dades i les grafiques es van realitzar amb el programa SPSS
versié 19.0 (SPSS software, IBM, Inc.) i el programa R (http://www.r-project.org/). El
gPCRNorm paquet SL (Bioconductor) també es va utilitzar per a l'analisi i la

normalitzacié de les dades microRNA.

Els resultats es van expressar com a mitjana + SEM (desviacié estandard de la mitjana).
Les variables que no seguien una distribucié normal van ser transformades

logaritmicament.

Es va utilitzar el Test de Student per a mostres independents o '’ANOVA One-Way i
posteriors testos post hoc per tal d'estudiar les diferencies en les variables continues
entre els tres grups d’estudi. La relacié entre les variables es va analitzar mitjangant
correlacié simple amb test de Pearson seguit d'analisi de regressié multiple. El nivell

de significacio va ser de p <0.05.

Acceptant un risc alfa de 0,05 i un risc beta de 0,2 en una prova bilateral, es
necessitaven 21 subjectes a cada grup per detectar una diferéncia estadisticament

significativa d'1 desviacié estandard de qualsevol variable quantitativa (metabolica o
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expressié de microRNA) entre qualsevol aparellament dels tres grups. Diferencies d'1
desviacié estandard eren rellevants per a la majoria de les variables estudiades. La
mostra d'estudi també va ser suficient per detectar una correlacié estadisticament
significativa entre qualsevol parell de variables quantitatives amb un coeficient de

correlacié de Pearson de 0,33 o superior.

5.- Aspectes étics

El protocol d’estudi va ser aprovat pel Comité d’Etica d'Investigacié Clinica de
I'Hospital Universitari de Girona Doctor Josep Trueta. Aixi mateix, s'ajusta als principis
étics per a la investigacié médica sobre éssers humans establerts per la World Medical

Association de la Declaracié de Helsinki i per la legislacié vigent.

En tots els casos, els subjectes d'estudi han estat informats i inclosos a I'estudi previ
consentiment informat per escrit. En cas dels nadons, les mares, com a tutor legal, han

signat aquest consentiment.

S’ha assegurat la confidencialitat de la identificacié dels subjectes d’estudi aixi com les
dades personasls i variables d’estudi segons la Llei Organica de Proteccié de Dades
15/1999. per tal de mantenir la confidencialitat de I'estudi. Cada persona va rebre un
codi que només el personal investigador de la unitat ha utilitzat per a |'analisi de
dades i amb el qual no era possible coneixer la identitat de la persona que participava

en |'estudi.
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RESULTATS

1.- Caracteristiques de |la poblacié d’estudi

La poblacié d'estudi esta constituida per 70 embarassades, agrupades segons IMC
pregestacional i augment de pes durant |I'embaras en un grup de 25 dones amb
embarassos normals (Control), un grup de 20 dones amb obesitat pregestacional
(OBPre) i un grup de 25 dones que presenten augment de pes excessiu durant la

gestacid, aqui anomenades obeses gestacionals (OBGest) (taula 1).

Entre els 3 grups d’estudi no hi ha diferéncies estadisticament significatives pel que fa
a edat materna, sexe del nadd ni setmanes de gestacié al moment del part. Tampoc
hi ha diferencies significatives en els valors que es relacionen amb la tolerancia a la
glucosa com el valor del test d’O’Sullivan, cal considerar que sén grups purs en els

que s’han exclos les pacients diabetiques.

Pel que fa a altres parametres materns, hi ha clares diferéncies significatives tant en
I'IMC pregestacional com en |'augment de pes durant la gestacid, caracteristiques que
categoritzen els grups. Aixi mateix, hi ha diferéncies significatives en parametres
relacionats amb |'obesitat com I'adiponectina d‘alt pes molecular, que esta
significativament disminuida en el grup OBPre com esperavem, pero no en les obeses
gestacionals. Per contra, la HbA1c, la insulina, 'HOMA-IR aixi com els triglicerids i el
peptid-C es troben augmentats en ambdds grups de gestants obeses, perd només de

forma significativa en el grup OBPre.

Entre els parametres de creixement neonatal només el pes al naixement esta
augmentat significativament en els dos grups d’estudi. Ni el pes ni I'augment de pes
del nadé durant el primer any de vida presenten canvis en funcié del grup. Cal tenir
en compte que per a |'estudi s’han seleccionat només els nadons amb pes al néixer
adequat segons edat gestacional. El rang de pesos dels nadons d’estudi sén: del grup
control entre 3020 i 3680 grams, del grup OBPre entre 2740 i 4070 grams i del grup
OBGest entre 2540 i 4300 grams.
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Control OBPre OBGest
valor p
n=25 n= 20 n= 25

Mare
Edat (anys) 30.62 = 1.01 31.64 = 1.06 29.66 = 0.92 ns
IMC pregestacional (Kg/m?) 224 +0.2 29.7 £ (0.2bd 21.6 +0.3 <0.0001
IMC 1r trimestre (Kg/m?) 23.04 £ 0.33 29.41 £ 0.7304 23.25+0.43 <0.0001
IMC 2n trimestre (Kg/m?) 25.04 £ 0.38 30.87 £ 0.65bd 26.49 + 0.35° <0.0001
IMC 3r trimestre (Kg/m?) 26.71 +0.37 32.37 £0.61bd 29.20 + 0.48"° <0.0001
IMC al part (Kg/m?) 27.0+0.3 32.7 £0.7%¢ 29.8+0.4° <0.0001
Augment de pes (Kg) 12.20 = 0.51 7.91 +£0.51bd 21.76 £ 1.10° <0.0001
Glucosa basal (mg/dL) 77.73 £0.95 83.95 + 1.64b:¢ 79.31 £1.32 0.006
Test O'Sullivan (mg/dL) 125.62 £ 5.86 131.55 = 6.65 116.81 £ 6.22 ns
HbA1c (%) 4.87 +0.05 5.06 = 0.07° 5.02 = 0.07 ns
Insulina (mIU/L) 476 +1.18 8.37 1572 6.27 +0.87 ns
HOMA-IR 0.93+0.23 1.75+0.32°2 1.25+0.18 ns
Peptid-C (ng/mL) 1.37 £ 0.09 2.24 +0.18>¢ 1.80+£0.12° <0.0001
TG (mg/dL) 142.46 £ 7.17 195.77 = 13.94° 170.48 = 18.22 0.04
HDL-c (mg/dL) 71.81 =£1.95 70.09 = 2.55 71.24 = 2.85 ns
Adiponectina-APM (mg/dL) 7.02 +£0.52 5.08 +0.652 6.63 +0.83 ns
Nadé i placenta
Sexe (% femeni) 42.3% 45.5% 46.7% ns
Edat gestacional (setm) 39.77 £ 0.16 39.95+0.22 40.03 +0.24 ns
Pes naixement (g) 3272.12 + 36.92 3441.14 + 65.532 3506.90 = 76.7° 0.02
Pes naixement SDS -0.07 £ 0.11 0.28 £0.17°2 0.54 £ 0.17" 0.01
Longitud naixement (cm) 49.26 = 0.25 50.22 £ 0.43 50.06 = 0.38 ns
Longitud naixement SDS -0.35+£0.15 0.13 +0.27 0.13 +0.21 ns
Pes placenta (g) 576.15 = 16.70 650.00 = 20.092 639.29 + 30.72 ns
Pes 1 m. de vida (kg) 4.32 +0.09 4.27 +0.10 4.44 = 0.09 ns
A pes 1 m. (kg) 1.05+ 0.08 0.81 £ 0.08 0.88 = 0.08 ns
A pes 1m SDS (z-score) 0.40 = 0.17 -0.09 £ 0.19 -0.01 £0.15 ns
Pes 4 m. de vida (kg) 6.79 £0.13 6.72 +0.15 7.14 £ 0.21 ns
A pes4m. (kg) 3.52+0.14 3.24+0.13 3.57 +£0.24 ns
A pes 4 m. SDS (z-score) 0.16 £ 0.22 -0.28 £0.18 0.02 +£0.42 ns
Pes als 6 m. de vida (kg) 7.86 £0.16 7.74 £ 0.22 7.94 +0.14 ns
A de pes 6 m. (kg) 459 +0.16 4.31+0.17 443 +0.13 ns
A pes 6 m. SDS (z-score) 0.17 £0.22 -0.18 £ 0.17 -0.22 £0.20 ns
Pes als 12 m. de vida (kg) 9.92 +0.22 9.67 +0.30 9.84 +0.18 ns
A de pes 12 m. (kg) 6.67 +0.23 6.23 +0.25 6.32 +0.16 ns
A pes 12 m. SDS (z-score) 0.25+0.24 -0.26 £ 0.17 -0.42 £0.18 ns

Taulal. Caracteristiques de la poblacié d’estudi. Les dades es mostren com a mitjana + SEM. IMC:

index de massa corporal; HbAlc: hemoglobina glicada; HOMA-IR: model homeostatic per a

I'avaluacié de la resisténcia a la insulina. TG: triglicérids. HDL-c: colesterol-liporproteina d'alta

densitat. Adiponectina-APM: adiponectina d'alt pes molecular. A:augment. Ns: no significatiu. En

negreta es destaquen els valors estadisticament significatius. ® p < 0.05 i ® p<0.005 vs grup control; *

p< 0.05i ¢ p=0.005 vs les dones OBGest.
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2.- MicroRNAs circulants en obesitat pregestacional i gestacional

2.1. ldentificacié del perfil dels microRNAs en plasma

Dels 723 microRNAs humans presents a l'array utilitzat: TLDA (TagMan® Arrays
microRNA huma) es va detectar la presencia de 248 microRNAs en plasma de

gestants en segon trimestre d'embaras.

Es van detectar 174 microRNAs compartits pels tres grups d’estudi (Control, OBPre i
OBGest). En plasma de dones gestants del grup Control es van detectar 207
microRNAs (83.47%), dels quals 8 eren especifics d'aquest grup: miR-33a, miR-138,
miR-205, miR-214, miR-211, miR-381, miR-519b, miR-543. Es van detectar 201
microRNAs (81.04%) en el plasma de gestants OBPre, dels quals 13 eren especifics
d'aquest grup: miR-15a, miR-23a, miR-107, miR-212, miR-213, miR-337, miR-338-3p,
miR-424, miR-452, miR-518d, miR-551b, miR-618, miR-639. Finalment, es van detectar
218 microRNAs (89,90%) en el plasma de gestants OBGest, dels quals 23 eren
especifics del grup: miR-9, miR-18a, miR-19b, miR-20a, miR-22, miR-24-2, miR-26a,
miR-26b, miR-27a, miR-136, miR-144, miR-191, miR-195, miR-302a, miR-330, miR-372,
miR-454, miR-520d-3p, miR-520g, miR-522, miR-550, miR-572, miR-636 (figura 43).

Dels 174 microRNAs compartits pels tres grups, 18 microRNAs mostraven una
expressié augmentada o disminuida almenys 2 vegades en plasma de OBPre i
OBGest comparat amb el grup control (p <0.05). Aquests 18 microRNAs van ser
elegits com a candidats per estar diferencialment regulats en |'obesitat materna i es

van validar en tota la poblacié d'estudi (taula 2).

2.2. Validacié de microRNAs plasmatics diferencials en I'obesitat

materna

Aquests 18 microRNAs van ser elegits com a candidats per ser microRNAs
diferencialment regulats per I'obesitat materna i van ser validats per RT-PCR en una
poblacié més amplia que consta de 70 dones embarassades (25 Control, 20 OBPre i

25 OBGest) (taula 2).
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13 del 18 microRNAs van ser validats com a expressats de forma diferencial entre les
dones control i les dones OBPre i OBGest. Entre ells, els miR-29c (p = 0.01), miR-99b
(p = 0.008), miR-103 (p <0.0001), miR-221 (p = 0.001), miR-340 (p = 0.01) es trobaven
disminuits, i els miR-30a-5p (p = 0.007), miR-130 (p = 0.02) i miR-150 (p = 0.004) es
trobaven incrementats en el grup OBGest en comparacié amb el grup Control. Els
miR-122 (p = 0.017 i p = 0.03), miR-324-3p (p = 0.002 i p <0.0001), MiR-375 (p =
0.007 i p = 0.04) i miR-652 (p = 0.04 i p <0.0001) es trobaven disminuits i el miR-625
(p = 0.009 i p = 0.04) es trobava incrementat tant en el grup PreOB com en grup
GestOB en comparacié amb el grup Control. Les gestants del grup PreOB van mostrar

nivells de miR-221 (p = 0.02) augmentats i nivells de miR-130 (p = 0.01) disminuits en

comparacié amb el grup OBGest (taula 2, figura 44).

Figura 43. Diagrama de Venn, on es mostren els microRNAs expressats en plasma del segon trimestre

de gestacié dels diferents grups d’estudi. OBPre: obesitat pregestacional; OBGest: obesitat gestacional;

C: Control.
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Control OBPre OBGest valor p
n=25 n=20 n=25

microRNA
miR-29¢ 1.04 £ 0.06 0.89 = 0.06 0.79 = 0.06° 0.05
miR-30a-5p 2.86 £0.40 3.82 +£0.81 5.40 = 1.08° 0.02
miR-99b 0.53+0.04 0.44 = 0.03 0.37 = 0.03® 0.05
miR-103 1.66 £ 0.10 1.38 £0.17 1.01 + 0.08¢ 0.002
miR-122 1.26 £0.29 0.61 = 0.11* 0.87 = 0.26° 0.02
miR-128a 0.08 £ 0.01 0.12+0.02 0.07 £0.01 ns
miR-130a 0.68 +0.06 0.63 = 0.08¢ 1.11 £ 0.12° 0.02
miR-150 3.81+0.48 5.61+1.23 6.68 = 0.86° 0.01
miR-193b 0.20 £0.04 0.12+0.02 0.22 £0.04 ns
miR-221 5.13 £ 0.51 5.53 = 0.92¢ 3.11 £ 0.34¢ 0.007
miR-324-3p 0.14 +0.01 0.08 = 0.01® 0.07 = 0.01¢ <0.0001
miR-340 0.03 £ 0.01 0.02 £ 0.01 0.01 = 0.01* 0.05
miR-370 0.69 £ 0.15 0.48 +0.09 0.48 £ 0.09 ns
miR-375 0.25 £ 0.05 0.12 £ 0.02° 0.16 = 0.02® 0.005
miR-423-5p 0.30 £ 0.02 0.30 = 0.04 0.27 £ 0.03 ns
miR-625 0.23+0.03 0.42 = 0.07° 0.30 = 0.03® 0.002
miR-652 0.63 £ 0.05 0.53 = 0.08° 0.37 = 0.06¢ 0.001
miR-885-5p 0.18 £ 0.03 0.19 +0.03 0.23 £0.03 Ns

Taula 2. Expressio relativa dels microRNAs expressats en plasma matern durant el segon trimestre

de gestacié. Els valors de microRNA s’expressen com a expressié relativa (2-ACT). En negreta es

destaquen els valors estadisticament significatius ® p<0.05, ® p<0.01 i < p<0.001 vs grup control;

9p<0.01 OBPre vs OBGest
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Figura 44. Grafics de barres on es mostra |'expressié relativa dels microRNAs expressats en plasma matern

durant el segon trimestre de gestacié. OBPre: obesitat pregestacional; OBGest: obesitat gestacional; Control.
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En les analisis de corba ROC (Receiver Operating Characteristic Curve), es va observar

que el miR-375 tenia una bona precisié discriminatoria per a |'obesitat pregestacional

(AUC: area sota la corba de 0.76). Al seu torn, el miR-103 (AUC = 0.77). El miR-130a

(AUC = 0.75), el miR-324-3p (AUC = 0.76) i el miR-652 (AUC = 0.81) van mostrar una

bona precisié discriminatoria per a |'obesitat gestacional; i el miR-30-5p (AUC = 0.74) i

Sensibilitat

Sensibilitat

el miR-221 (AUC = 0.73) van tenir una precisié discriminatoria acceptable per a
I'obesitat gestacional (136) (figura 45).
miR-375
AUC=0.76
1-Especificitat
B miR-30a-5p miR-103 miR-130a
AUC=0.74 AUC=0.77 AUC=0.75
1-Especificitat 1-Especificitat 1-Especificitat
miR-221 miR-324-3p miR-652
AUC=0.73 I AUC=0.76 I AUC =0.81

1-Especificitat

1-Especificitat

1-Especificitat

Figura 45. Corbes ROC per a la precisié discriminatoria dels microRNAs en plasma matern durant el

segon trimestre de gestacid. A) Obesitat Gestacional. B) Obesitat Pregestacional. miR-375, en obesitat

gestacional; i miR-103, miR-130, miR-324-3p i miR-652, en obesitat pregestacional, presenten una bona

precisié discriminatoria, amb una AUC (area sota la corba) superior al 75%. miR-30-5p i miR-221

presenten una acceptable precisié discriminatoria per a obesitat gestacional, amb una AUC entre 70 i

75%.
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2.3. Associacié de microRNAs plasmatics amb parametres metabolics
materns

Les concentracions plasmatiques de quasi tots els microRNAs estudiats es van associar
significativament amb ['augment de pes durant I'embaras i amb diversos parametres
metabolics, incloent la tolerancia a la glucosa, la sensibilitat de la insulina i la

concentracié de lipids sérics.

microRNA Augment de pes Glucosa HbA1c HOMA-IR | Peéptid-C TG HDL-c
gestacional
miR-29¢ -0.198 -0.031 -0.005 -0.026 -0.202 -0.073 0.182
miR-30a-5p 0.341° 0.038 0.242 -0.021 -0.004 0.100 -0.051
miR-99b -0.261¢® -0.071 0.114 0.017 -0.138 0.083 0.032
miR-103 -0.367° -0.229 -0.164 -0.057 -0.197 -0.195 0.126
miR-122 -0.118 -0.156 0.081 -0.344° -0.327°® -0.275* | 0.250°
miR-128-a -0.375°% -0.085 -0.045 0.023 0.080 -0.054 0.138
miR-130a 0.408°¢ -0.097 0.148 -0.081 -0.028 0.055 -0.081
miR-150 0.262 = 0.124 0.091 0.048 0.123 0.229 -0.092
miR-193b 0.069 -0.052 -0.027 -0.178 -0.242 -0.209 0.118
miR-221 -0.383¢% -0.251® | -0.272° 0.018 -0.053 -0.169 0.034
miR-324-3p -0.299¢* -0.011 -0.061 -0.196 -0.277+= -0.254= | 0.265+®
miR-340 -0.160 -0.303% | -0.407°¢ 0.023 -0.166 -0.165 0.031
miR-370 -0.155 -0.136 -0.056 -0.172 -0.175 -0.150 -0.039
miR-375 -0.003 -0.152 -0.062 -0.336° -0.413¢ -0.332°% | 0.251°
miR-423-5p -0.152 -0.273° -0.118 -0.266° -0.167 -0.154 0.074
miR-625 -0.012 -0.058 -0.022 -0.027 -0.030 0.087 0.023
miR-652 -0.317°% -0.252= | -0.317°® -0.159 -0.299¢® -0.295°" 0.201
miR-885-5p 0.170 -0.038 0.148 -0.185 -0.084 -0.052 0.112

Taula 3. Correlacions entre |'expressié relativa dels microRNA i els parametres endocrinometabdlics

materns. Dates obtingudes per analisi de correlacié de Pearson. HbA1c: hemoglobina glicada; HOMA-

IR: model homeostatic per a |'avaluacié de la resistencia a la insulina TG: triglicerids. HDL-c: colesterol-

lipoproteina d'alta densitat. En negreta es destaquen els valors estadisticament significatius. * p < 0.05;

bp < 0.07; ¢ p < 0.001 vs Control.

El miR-30-5p (r = 0.341, p = 0.005), el miR-130a (r = 0.408, p = 0.001) i el miR-150 (r =
0.262, p = 0.03) es van associar significativament amb un major guany de pes durant
I'embaras; mentre que el miR-99b (r = -0.261, p = 0.03), el miR-103 (r = -0.367, p =
0.003), el miR-128 (r = -0.375, p = 0.002), el miR-221 (r = -0.383, p = 0.002), el miR-
324-3p (r = -0.299, p = 0.01) i miR-652 (r = -0.317, p = 0.01) es van associar
significativament amb un menor augment de pes durant I'embaras (taula 3) (Figura
46). Tots ells, a excepcié del miR-150, es van mantenir significativament associats amb

l'augment de pes durant I'embaras en I'analisi de regressié multiple ajustat per
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variables de confusid, incloent-hi sexe del nadd, edat materna, I'lMC pregestacional,
HOMA-IR i lipids (taula 4).

Nivells disminuits de miR-221 (r = -0.251, p = 0.04 i r = -0.272, p = 0.02), miR-340 (r =
-0.303, p = 0.01ir =-0.407, p = 0.001) i miR-652 (r = -0.252, p=0.04ir=-0.317, p =
0.01) es van associar amb intolerancia a la glucosa, incloent-hi nivells alts de glucosa i
HbA1c respectivament (taula 3 i figura 47). Nivells disminuits de miR-122 (r = -0.344, p
= 0.005ir =-0.327, p = 0.008) i de miR-375 (r = -0.336, p = 0.006 i r = -0.413, p =
0.001) es van associar amb una menor sensibilitat a la insulina, que es mostra com a
HOMA-IR i peptid-C més alts. Nivells disminuits de miR-122 (r = -0.275, p = 0.02 i r =
-0.250, p = 0.05), de miR-324-3p (r = -0.254, p = 0.04 i r = -0.265, p = 0.03) , i de miR-
375 (r = -0.332, p = 0.007 i r = -0.251, p = 0.02), es van associar amb una major
concentracié de triglicérids i una menor concentracié de HDL-c (taula 3 i figura 48). La
majoria d'aquestes associacions van romandre significatives en I'analisi de regressid
multiple ajustada per variables de confusié incloent-hi sexe del nadd, edat materna,

I''MC pregestacional, HOMA-IR i lipids (taula 4).
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A de pes Glucosa HbA1c HOMA-IR Péptid-C TG
gestacional

B p p p p p p p p p B p
miR-30a-5p 0.234 0.01 - - - - -- - -- - - -
IMC pregestacional -0.688 0.000 - - - -- - - - -- - --
HOMA-IR 0.315 0.001 -- -- -- - -- -- - -- - -
R? ajustat 0.544
miR-99b -0.283  0.001 - -- - - -- - -- - - -
IMC pregestacional -0.761 0.000 - - - - - - - -- - -
HOMA-IR 0.321 0.001 - -- - -- - -- -- -- -- --
R? ajustat 0.586
miR-103 -0.264  0.003 - - -- - -- - -- - - -
IMC pregestacional -0.711 0.000 - - - - - - - - - -
HOMA-IR 0.284  0.002 - - - - - - - - - -
R? ajustat 0.574
miR-122 - - - -- - -- -0.269 0.01 -0.242 0.02 -0.267 0.03
IMC pregestacional - - - - - - 0.587 0.000 0.691 0.000 - -
Guany de pes - - - - - - 0.408 0.006 0.361 0.01 -- -
R? ajustat 0.314 0.381 0.071
miR-128-a -0.196 0.03 - - -- - -- - - - - -
IMC pregestacional -0.695 0.000 - - - - - - - - - -
HOMA-IR 0.298 0.002 - - - - -- - - - - -
R? ajustat 0.541
miR-130a 0.211 0.02 - - -- - -- - - - - -
IMC pregestacional -0.682 0.000 - - - - - - - - - -
HOMA-IR 0.306 0.002 - - - - -- - - - - -
R? ajustat 0.546
miR-221 -0.203 0.02 -0.358  0.003 | -0.290 0.02 - - - - - -
IMC pregestacional -0.693 0.000 0.457 0.000 - - - - - - - -
HOMA-IR 0.297 0.002 - - - - - - - - - -
R? ajustat 0.544 0.249 0.084
miR-324-3p -0.244  0.007 - - - - -- - -- -- - -
IMC pregestacional -0.733 0.000 -- - -- - -- - -- - -- -
HOMA-IR 0.258 0.007 - - - - -- - - - - -
R? ajustat 0.563
miR-340 - -- -0.315  0.007 -0.461 0.000 -- - -- - - -
IMC pregestacional - - 0.362 0.002 -- - -- - -- - -- -
R? ajustat 0.226 0.213
miR-375 - - - -- - -- -0.199 0.05 -0.252 0.02 -0.348  0.005
IMC pregestational - - - - - -- 0.553 0.001 0.627 0.000 -- -
Guany de pes - - - -- - -- 0.416 0.007 0.344 0.01 - -
R? ajustat 0.280 0.381 0.121
miR-423-5p - - -0.316  0.007 - - -0.244 0.02 - -- - -
IMC pregestational - -- 0.383 0.001 - - 0.634 0.000 -- - -- -
Guany de pes - - - - - - 0.433 0.004 - - - -
R? ajustat 0.229 0.303
miR-652 -0.182 0.04 -0.312  0.008 | -0.364  0.003 - - -0.287 0.01 - -
IMC pregestational -0.715  0.000 0.400 0.001 - - - - 0.704 0.000 - -
HOMA-IR 0.271 0.006 -- -- -- - -- - 0.301 0.03 - -
R? ajustat 0.537 0.226 0.132 0.396

Taula 4. Analisi de regressié multivariant dels parametres endocrinometabolics materns com a variable dependent en
totes les dones embarassades de I'estudi. Dades obtingudes per analisis de regressié multiple esglaonada. HbA1c:
hemoglobina glicada; HOMA-IR: model homeostatic per a I'avaluacié de la resisténcia a la insulina TG: triglicérids.

HDL-c: HDL colesterol. Variables no predictores: sexe del nadé, edat materna, I''MC pregestacional, HOMA-IR i lipids
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Figura 46. Grafics de dispersié del guany de pes durant la gestacié amb els microRNAs

seleccionats expressats en plasma matern durant el segon trimestre.

Triangles: obesitat

pregestacional (OBPre); cercles: obesitat gestacional (OBGest); quadrats: Control. El valor de r i p

provenen d'analisi de Pearson.
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2.4. Associacié dels microRNAs plasmatics amb parametres de
creixement pre i postnatal

Les concentracions plasmatiques d'una série de microRNAs es van associar
significativament amb parametres de creixement en el moment del part i fins als 12

mesos de vida (taula 5).

Pes Longitud Pes 4 Pes 6 Pes 12
microRNA Pes placenta | naixement- naixement- Pes 1 mes* mesos? mesos* mesos?

SDS SDS
miR-29¢ -0.117 -0.077 0.012 -0.219 -0.309° -0.419° -0.368¢
miR-30a-5p -0.053 0.095 -0.044 0.023 -0.002 0.154 0.096
miR-99b 0.112 0.011 0.092 -0.036 -0.019 -0.069 0.053
miR-103 -0.055 -0.163 0.004 -0.156 -0.220 -0.238 -0.169
miR-122 -0.040 -0.163 0.002 0.014 -0.126 -0.089 -0.239
miR-128a 0.020 -0.069 0.014 -0.312° -0.296¢ -0.332° -0.315¢
miR-130a -0.127 -0.126 -0.006 -0.017 -0.159 -0.160 -0.234
miR-150 0.088 0.189 0.126 0.104 0.092 -0.014 -0.189
miR-193b 0.168 0.039 0.099 -0.075 -0.169 -0.182 -0.231
miR-221 -0.006 -0.140 -0.162 -0.140 -0.230 -0.307 2 -0.127
miR-324-3p -0.144 -0.125 0.008 -0.094 -0.111 -0.215 -0.156
miR-340 -0.245+® -0.107 -0.218 0.041 -0.096 -0.173 0.113
miR-370 0.235 -0.031 0.025 0.020 0.132 0.094 0.144
miR-375 -0.051 -0.132 -0.064 0.078 -0.128 -0.180 -0.180
miR-423-5p -0.122 -0.248~° -0.081 -0.125 -0.210 -0.157 -0.240
miR-625 0.001 0.088 0.057 -0.033 -0.166 -0.113 -0.050
miR-652 -0.287° -0.267°2 -0.179 -0.095 -0.227 -0.246 -0.3712
miR-885-5p 0.040 -0.064 0.036 -0.113 -0.170 -0.125 -0.273

Taula 5. Correlacions entre l'expressié relativa dels microRNA i parametres de creixement pre i
postnatal. Dades obtingudes per analisi de correlacié de Pearson. En negreta es destaquen els valors

estadisticament significatius. ® p < 0.05; ” p < 0.01; ® p < 0.001 vs Control. # n=60

Nivells disminuits de miR-340 (r = -0.245, p = 0.05) i de miR-652 (r = -0.287, p = 0.02)
es van associar a un major pes de la placenta. Nivells disminuits de miR-423-5p (r = -
0.248, p = 0.04) i de miR-652 (r = -0.267, p = 0.03) es van associar amb major pes al

naixement (SDS) (taula 5 i figura 49).

En el seguiment dels nadons, nivells disminuits de miR-29¢ es van associar a un major
pes als 4 mesos (r = -0.309, p = 0.03), 6 mesos (r = -0.419, p = 0.002) i 12 mesos de
vida (r = -0.368, p = 0.05). La disminucié de nivells de miR-128a es va associar a
I'augment de pes al primer mes (r = -0.312, p = 0.02), quart mes (r = -0.296, p = 0.03),
sise mes d'edat (r = -0.332, p = 0.01) i primer any de vida (r = -0.315, p = 0.05). La

disminucié del nivell de miR-221 es va associar a una disminucié de pes als 6 mesos
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d'edat (r = -0.307, p = 0.007). També miR-652 es va relacionar negativament amb el

pes del primer any de vida (r = -0.371, p = 0.002) (taula 5 i figura 50).

En l'analisi de regressié multiple ajustat per sexe del nadd, edat materna, I'MC
pregestacional, HOMA-IR i lipids, el miR-340 (B = -0.270, p = 0.01) i el miR-652 (f =
-0.274, p = 0.02) van ser predictors independents del pes de la placenta i, juntament
amb el pes al naixement, expliquen gairebé el 35% de la seva variancia. Tant el miR-
652 (B =-0.288, p = 0.01) com el miR-423-5p (p = -0.269, p = 0.02) van ser predictors
independents de pes en néixer i, juntament amb |'edat gestacional, expliquen gairebé
el 20% de la seva variancia. En una analisi similar, miR-128 (3 = -0.474, p = 0.001) i
miR-221 (B = -0.302, p = 0.05) van ser predictors independents de pes als 6 mesos i,
juntament amb el pes al naixement, expliquen el 29,3% i el 17,2 % de la seva

variancia, respectivament (taula 6).

Pes placenta Pes al Pes als 6 mesos*
naixement
B P p p p p
miR-128a - - -- - -0.474 0.001
Pes néixer -- - -- - -0.322 0.023
R? ajustat 0.293
miR-221 -- - -- -- -0.302 0.05
Pes al néixer -- -- -- -- 0.414 0.006
R? ajustat 0.172
miR-340 -0.270 0.01 - - - --
Pes al néixer 0.501 <0.0001 - - - -
R? ajustat 0.350
miR-423-5p - -- -0.269 0.02 -- --
Edat gestacional -- - 0.262 0.03 - -
R? ajustat 0.169
miR-652 -0.274 0.02 -0.288 0.01 -- --
Edat gestacional 0.440 <0.0001 0.253 0.03 - -
R? ajustat 0.353 0.179

Taula 6. Analisi de regressié multivariant amb els parametres de creixement pre i postnatal com a
variables dependents en totes les dones embarassades de ‘estudi. Dades obtingudes per analisis de
regressi6 multiple esglaonada. Variables no predictores: sexe del nadé, edat materna, ['IlMC

pregestacional, HOMA-IR i lipids. #=60
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2.5. Analisi in silico de vies metaboliques relacionades amb els
microRNAs plasmatics associats al creixement pre i postnatal

Donada l'associacié de miR-128a, miR-221, miR-340, miR-423-5p i miR-652 amb
parametres de creixement, es va realitzar una analisi in silico per determinar quins sén
els seus gens diana, i a quines vies metaboliques estan associats. El programa
informatic miRSystem va indicar que, amb exclusié de les vies del cancer, aquests cinc
microRNAs comparteixen gens diana relacionats amb les rutes WNT, MAPK, mTOR i
les vies de la insulina (taula 7).

Tots 5 microRNAs convergeixen en dues vies: la integracié del metabolism energetic i

la regulacié de la secrecié d'insulina.

Database Via Gens (total de gens -In (valor p)
de la via)
miR-128a
Pathway Interaction | IGF1-Pathway 8 (29) 10.88
Reactome IRS-mediated-signaling 12 (81) 8.97
Reactome Signaling by Insulin Receptor 14 (109) 8.69
KEGG mTOR signaling pathway 9 (52) 8,24
KEGG Insulin Signaling Pathway 15 (137) 7.54
miR-221
KEGG WNT Signaling pathway 11 (150) 8,19
Reactome Regulation of insulin secretion 7 (98) 5,60
Reactome Integration of energy metabolism 8 (125) 5,57
Biocarta Biocarta MAPK pathway 6 (87) 4,84
KEGG Type Il Diabetes mellitus 4 (47) 4,25
miR-340
KEGG WNT signaling pathway 11 (150) 7,42
KEGG MAPK signaling 115 (272) 6,69
Pathway Interaction | mTOR signaling pathway 7 (68) 7,04
Pathway interaction Insulin pathway 5 (44) 5,82
miR-423-5p
KEGG MAPK signaling 5(272) 5,27
KEGG Insulin signaling pathway 2(137) 2,35
miR-652
Pathway Interaction Insulin mediated glucosa transport 1(29) 4
Pathway Interaction | mTOR signaling pathway 1(68) 4
Reactome Regulation insulin secretion 1(98) 2,83
Reactome Integration of energy metabolism 1(125) 2,6
Reactome Diabetes Pathway 1(229) 2,06

Taula 7. Rutes metabdliques que contenen els gens diana dels microRNAs expressats en plasma
matern en segon trimestre de gestacié associats amb parametres de creixement pre i postnatal. KEGG:

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.
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3.- MicroRNAs placentaris en obesitat pregestacional i gestacional

3.1. Identificacié del perfil dels microRNAs en placenta

Dels 723 microRNAs humans detectats per TLDAS (TagMan® Arrays microRNA huma)

486 microRNAs es van expressar en les placentes humanes d’aquest estudi.

Es van detectar 404 microRNAs en tots els grups d’estudi (Control, OBPre i OBGest).
445 microRNAs (91.56%) es van expressar en les placentes del grup de mares Control,
dels quals 14 s’expressaven especificament en aquest grup: miR-16-1-3p, miR-92b-5p,
miR-208-3p, miR-325, miR-513-5p, miR-567, miR-577, miR-581, miR-582-5p, miR-648,
miR-653-5p, miR-887-3p, miR-1225-3p, miR-1226-5p. 444 microRNAs (91.36%) es van
expressar en les placentes de dones OBPre, dels quals 13 es van expressar
especificament en aquest grup de placentes: miR-26a-2-3p, miR-144-3p, miR-188-3p,
miR-200b-5p, miR-298, miR-302d-3p, miR-380-3p, miR-488-5p, miR-557, miR-626,
miR-672, miR-1292-5p i miR-1826 | finalment, 445 microRNAs (91.56%) es van
expressar en placentes de dones amb OBGest, dels quals 15 es van expressar
especificament en les placentes d'aquest grup: miR-124-5p, miR-139-3p, miR-149-3p,
miR-194-3p, miR-367-5p, miR-541-5p, miR-548d-3p, miR-586, miR-590-3p, miR-609,
miR-633, miR-658, miR-659-3p, miR-891b, miR-1227-3p (figura 51).

Entre els 404 microRNAs detectats en tots els grups estudiats, ens vam centar en els
18 que mostraven una expressié augmentada o disminuida almenys 2 vegades en
plasma de dones OBPre i OBGest comparat amb el grup de dones control (p<0.05):
miR-23b-3p, miR-27a-5p, MiR-29b-3p, miR-100-3p, miR-181a-3p, MiR-185-5p, miR-
191-3p, miR-214-3p, miR-296-5p, miR-337-5p, miR-339-5p, miR-365a-3p, miR-483-3p,
miR-487a-3p, miR-520h, miR-126%a, el miR-1271-5p, miR-1285-3p.

3.2. Validacié de microRNAs placentaris diferencials en I'obesitat

materna

Aquests 18 microRNAs van ser elegits com a candidats per ser microRNAs

diferencialment regulats per I'obesitat materna i van ser validats per RT-PCR en una
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poblacié més amplia que consta de 70 dones embarassades (25 dones Control, 20

dones OBPre i 25 dones OBGest)(taula 8).
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Figura 51. Diagrama de Venn, on es mostren els microRNAs expressats en placenta dels diferents

grups d’estudi. OBPre: obesitat pregestacional; OBGest: obesitat gestacional; Control.

8 dels 18 microRNAs van ser validats com a expressats de forma diferencial entre les

dones Control i les dones amb OBPre i OBGest. Entre ells, els miR-100-3p, miR-185-

5p i miR-487a-3p estaven disminuits en el grup OBGest en comparacié amb el grup

Control; i els miR-181, miR-214-3p, miR-296-5p, miR-126%a i miR-1285-3p es trobaven

disminuits tant en el grup OBPre com en el grup OBGest en comparacié amb el grup

Control (p <0.03) (taula 8, figura 52).
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Control OBPre OBGest valor p
n=25 n=20 n=25

microRNA

miR-23b-3p 0.42£0.26 0.32+0.21 0.31+£0.30 ns
miR-27a-5p 0.03 £ 0.01 0.02 = 0.01 0.03 £ 0.02 ns
miR-29b-3p 0.02 £ 0.01 0.03 +0.03 0.03 £0.03 ns
miR-100-3p 0.01 = 0.01 0.01 £ 0.01 0.007 = 0.007°® 0.04
miR-181a-3p 0.03+0.02 0.02 = 0.01® 0.02 = 0.01® 0.01
miR-185-5p 0.55+0.30 0.44 £ 0.40 0.35 = 0.22° 0.008
miR-191-3p 0.01 £ 0.01 0.01 = 0.01 0.01 £ 0.01 ns
miR-214-3p 5.51 +4.41 3.12 = 1.89¢ 2.92 £ 2.23® 0.002
miR-296-5p 0.03 £ 0.01 0.02 = 0.01# 0.02 = 0.01® 0.04
miR-337-5p 0.24£0.10 0.23+0.18 0.21+£0.13 ns
miR-339-5p 0.11+£0.05 0.11 +£0.07 0.11 £0.08 ns
miR-365a-3p 0.50+0.34 0.49 +£0.35 0.63+£0.54 ns
miR-483-3p 0.03 £ 0.07 0.05 +0.03 0.08 £0.17 ns
miR-487a-3p 0.41 £ 0.43 0.30+0.18 0.22 = 0.13® 0.04
miR-520h 2.29 £1.57 1.74 £ 0.94 1.99 £1.21 ns
miR-126%a 0.05 +£0.06 0.01 = 0.01® 0.02 = 0.03® 0.005
miR-1271-5p 0.01 £ 0.01 0.009 = 0.005 0.01 = 0.009 ns
miR-1285-3p 0.18 £ 0.19 0.06 = 0.05* 0.08 = 0.05¢® 0.002

Taula 8. Expressié relativa dels microRNAs detectats en placenta. Els valors de microRNA es mostren

com a expressié relativa (2

-ACT).

2p<0.05 i ®p=0.005 vs grup control.
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Expressio relativa (2:4¢T)

Expressio relativa (2°4¢T) Expressié relativa (2:47) Expressi6 relativa (2'4CT) Expressi6 relativa (2'4€T)

Expressio relativa (2°4¢T)

RESULTATS

miR-29b-3p
j_'_[
Control OBPre OBGest
miR-185-5p
m
Control OBPre OBGest
miR-296-5p
*
*
Control OBPre OBGest
miR-365a-3p
Control OBPre OBGest
miR-520h

-

miR-23b-3p miR-27a-5p
0,500 0,045 - 0,045
g 0040 g 0040
0,400 & 0035 & 0035
© 0,030 © 0,030
2 g 2 g
0:300 ® 002 & 0025
0,200 £ o020 £ 0,020
§ 2 0015 2 0015
0,100 S o010 $ o010
& o005 & o005
0,000 0,000 0,000
Control OBPre OBGest Control OBPre OBGest
miR-100-3p miR-181a-3p
0,016 0,045 0,700
0,014 § 0,040 {7: 0,600
0,012 o 0035 & 4500
* * * )
0,010 g 0030 s
0,008 T 8 oo & o040
) S 0,020 2 0300
o0 5 oo 2 0,200
0,004 3 0010 o
0,002 u%- 0,005 u% 0,100 -
0,000 0,000 0,000
Control OBPre OBGest Control OBPre OBGest
miR-191-3p miR-214-3p
0,025 7,000 0,035
g 6000 & o030
0,020 % L
4 o o
s 5,000 « % s 0,025
0,015 . ;
£ 4000 £ o000
0,010 § 3,000 E 0,015
‘2 2,000 2 0010
0,005 g <
g 1,000 S 0,005
o &
0,000 0,000 0,000
Control OBPre OBGest Control OBPre OBGest
miR-337-5p miR-339-5p
0,300 0,140 - 0,800
0,250 g o1 § o700
& 0130 & 0,600
0,200 g 0,125 E 0,500
® &
0,150 ¢ 0120 l © 0400
0,100 o 0115 o 0,300
) 5 7}
§ o110 g o200
0,050 S 0105 g 0,100
& &
0,000 0,100 - 0,000
Control OBPre OBGest Control OBPre OBGest
miR-483-3p miR-487a-3p
0,160 1 0,600 1 3,000
0140 8 o500 g 2500
0,120 o 2}
®© 0,400 © 2,000
0,100 z * z
E=) E=]
0,080 = 0300 = 1,500
[ e
0,060 2 0,200 2 1,000
0,040 2 o
0,020 5 0,00 5 0,500
X b3 £
& &
0,000 - 0,000 - 0,000
Control OBPre OBGest Control OBPre OBGest
miR-1269a miR-1271-5p
0,070 0,020 0,250 |
e e
0,060 g g 0,200
o 0015 o
0,050 T S
0,020 * 2 £ 0150
* < 0010 ]
0,030 < =
o o 0100
" 7
o020 g 0005 g 0050
0,010 g 2
0,000 - 0,000 0,000 -

Control OBPre OBGest Control OBPre OBGest

Control OBPre OBGest
miR-1285-3p
*% *
Control OBPre OBGest

Figura 52. Grafics de barres on es mostra I'expressié relativa dels microRNAs detectats en placenta. OBPre:

obesitat pregestacional; OBGest: obesitat gestacional; Control. * p < 0.05 vs control i **p < 0.01 vs control.
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3.3. Associacié de microRNAs placentaris amb parametres metabolics
materns

Diversos microRNAs placentaris desregulats en |'obesitat materna s'associen amb
parametres metabolics materns, incloent-hi una associacié negativa amb I'index de

massa corporal, 'HOMA-IR, el péptid C i positiva amb I'adiponectina-APM i HDL-c

(taula 9).
microRNA IMC part Adiponectina- HDL-c HOMA-IR | Péptid-C
APM
miR-100-3p -0.129 0.085 0.114 -0.011 -0.066
miR-181a-3p | -0.276" 0.274°® 0.237= -0.299°® -0.296°"
miR-185-5p -0.065 0.271% 0.060 -0.138 -0.135
miR-214-3p -0.207 0.2652 0.105 -0.208 -0.119
miR-296-5p -0.234= 0.418¢ 0.276¢ -0.351°® -0.323
miR-487a-3p -0.135 0.290°" 0.044 -0.086 -0.110
miR-1269%a -0.228+® 0.336° 0.270= -0.271°® -0.186
miR-1285-3p | -0.238+% 0.246+ 0.226= -0.290°® -0.200

Taula 9. Correlacions entre |'expressié relativa dels microRNA placentaris i els parametres
endocrinometabolics materns. Dates obtingudes per analisi de correlacié de Pearson. IMC: index massa
corporal. Adiponectina-APM: adiponectina d'alt pes molecular. HDL-c: colesterol lipoproteina d'alta
densitat. HOMA-IR: model homeostatic per a l'avaluacié de la resisténcia a la insulina En negreta es

destaquen els valors estadisticament significatius. ® p < 0.05; ® p < 0.01; ¢ p < 0.001 vs Control.

El miR-1269a (r = -0.228, p = 0.05), el miR-1285-3p (r = -0.238, p = 0.04), el miR-181a-
3p (r = -0.276, p = 0.01) i el miR-296-5p (r = 0.234, p = 0.05) es van associar

significativament amb un menor IMC. D’aquests, s'associen a HDL-colesterol els miR-

126%a (r = 0.270, p = 0.02), miR-1285-3p (r = 0.226, p = 0.05), miR-181a-3p (r =

0.237, p

0.04) i el miR-296-5p (r = 0.276, p = 0.03); i negativament als nivells de
HOMA-IR els miR-1269a (r = -0.271, p = 0.01), miR-1285-3p (r = -0.290, p = 0.01),
miR-181a-3p (r = -0.299, p = 0.007) i el miR-296-5p (r = -0.351, p = 0.006); el miR-
181a-3p (r = -0.296, p = 0.01) i miR-296-5p (r = -0.323, p = 0.001) també s’associen
negativament amb els nivells de péptid-C.

Tots ells a excepcié de miR-100-3p es van associar també de forma significativa amb
els nivells d’adiponectina d’APM: miR-126%a (r = 0.336, p = 0.003), el miR-1285-3p (r
= 0.246, p = 0.03), el miR-181a-3p (r = 0.274, p = 0.01) i el miR-296-5p (r = 0.418, p =

110



RESULTATS

0.001), a més de miR-185-5p (r = 0.271, p = 0.01), el miR-214-3p (r = 0.265, p = 0.02) i
el miR-487a-3p (r = 0.290, p = 0.01).

Aquestes associacions van seguir essent significatives en I'analisi de regressié multiple
ajustat per variables de confusié com sexe del nadd, edat materna, edat gestacional,

IMC pre-gestacional i increment de pes matern (taula 10).
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Adiponectina-APM HDL-c HOMA-IR Peptid-C
miRNAs B p p p p P p p
miR-1269%a 0.353 0.001 0.295 0.007 | -0.271 0.01 - --
A pes mare 0.281 0.01 0.284 0.01 - - - -
Edat mare -- -- 0.257 0.01 - -- -- --
R? ajustat 0.226 0.227 0.129
miR-1285-3p 0.331 0.003 - -- -0.290 0.01 - -
A pes mare 0.328 0.003 - - - - - -
R? ajustat 0.244 0.129
miR-181a-3p 0.227 0.04 -- -- -0.309  0.007 -- -
A pes mare 0.300 0.008 - - - - - -
R? ajustat 0.149 0.150
miR-185-5p 0.316 0.005 0.237 0.02 - - - --
A pes mare 0.332 0.003 0.335 0.003 - - - --
Edat mare - - 0.252 0.02 - -- - --
R? ajustat 0.205 0.229
miR-214-3p 0.332 0.003 - - - - - -
A pes mare 0.347 0.002 -- -- -- - -- --
R? ajustat 0.211
miR-296-5p 0.362 0.003 0.288 0.01 -0.351  0.006 | -0.323  0.01
A pes mare 0.300 0.01 0.309 0.01 - - - -
Edat mare -- -- 0.298 0.01 - - - --
R? ajustat 0.315 0.288 0.133 0.158
miR-487a-3p 0.314 0.005 -- - - - - -
Edat gest. 0.327 0.004 - - - - - -
R? ajustat 0.205

Taula 10. Analisi de regressié multivariant amb els parametres endocrinometabdlics materns com a

variable dependent en totes les dones de |'estudi. Dades obtingudes per analisis de regressié multiple

esglaonada. IMC: index de massa corporal. Adiponectina-APM: adiponectina d'alt pes molecular. HDL-

colesterol: lipoproteina d'alta densitat, colesterol. HOMA-IR: model homeostatic per a |'avaluacié de la

resisténcia a la insulina. A.pes mare: increment de pes matern. Edat gest.: edat gestacional. Variables

no predictores: sexe del nadd, edat materna, edat gestacional, IMC pre-gestacional i increment de pes

matern.
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3.4. Associacié dels microRNAs placentaris amb parametres de
creixement pre i postnatal

Alguns dels microRNAs placentaris desregulats en |'obesitat materna també es van
associar significativament amb parametres de creixement prenatal i postnatal durant

els 12 mesos de seguiment dels nadons.

Es van observar associacions significatives de miR-100-3p (r = -0.343 i p = 0.003), del
miR-1269%a (r = -0.233 i p = 0.03), del miR-1285-3p (r = -0.345 i p = 0.003), del miR-
296-5p (r=-0.329 i p = 0.006) i del miR-487a-3p (r=-0.330i p = 0.003) amb el pes en
naixement-SDS (taula 11, figura 53). A més, el miR-100-3p s’associava amb |'augment
de pes SDS als 1, 4 i 12 mesos de vida (r=0.300i p=0.02, r=0.252i p=0.04ir=
0.294 i p = 0.02 respectivament); el miR-296-5p s’associava amb I'increment de pes-
SDS als 4 i 12 mesos de vida (r=0.410i p = 0.001 i r=0.373 i p = 0.002) i el miR-
487a-3p amb l'augment de pes als 1,4 i 12 mesos (r=0.260i p =0.03, r=0.308 i p =
0.01ir=0.259 i p = 0.03 respectivament). Els miR-126%a, miR-1285 i miR-181a-3p
s'associaven també amb I'augment de pes SDS el primer mes de vida (r = 0.250 i p =

0.04), (r=0.321ip=0.01)i(r=0.249 i p = 0.04) (taula 11, figura 54).

Pes Pes naixement- Longitud
) ) A de pes- A de pes- A de pes-
microRNA placenta SDS naixement-
SDS 1m# SDS 4m# SDS 12m#
SDS
miR-100-3p -0.189 -0.343°® -0.278° 0.300° 0.252-° 0.294-*
miR-1269%9a -0.272°% -0.233+® -0.240° 0.250° 0.133 0.069
miR-1285-3p -0.159 -0.345°® -0.296" 0.321°" 0.156 0.185
miR-181a-3p -0.124 -0.185 -0.158 0.249°= 0.048 0.108
miR-185-5p -0.033 -0.107 -0.050 0.216 0.114 0.226
miR-214-3p 0.040 -0.198 -0.114 0.107 0.234 0.236
miR-296-5p -0.193 -0.329°% -0.134 0.114 0.410°¢ 0.373%
miR-487a-3p -0.298° -0.330° -0.263° 0.260° 0.308°® 0.259°=
Taula 11. Correlacions entre I'expressié relativa de microRNA placentaris i els parametres de

creixement pre i postnatal. Dades obtingudes per analisi de correlacié de Pearson. Ns: no
significatiu. A: increment. En negreta es destaquen els valors estadisticament significatius. * p <

0.05;° p <0.01; ¢ p <0.001 vs Control. #: n=60

En l'analisi de regressié multiple ajustat per sexe del nadd, edat materna, edat
gestacional, IMC pregestacional i increment de pes matern, el miR-487a-3p era un

predictor independent de pes de la placenta i explicava el 13% de la seva variancia. El
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miR-100-3p, el miR-1285-3p, el miR-296-5p i el miR-487a-3p van ser predictors
independents de pes el néixer i van explicar gairebé el 30% de la seva variancia. El
miR-100-3p, el miR-1285-3p i el miR-487a-3p van ser predictors independents de la
longitud en néixer i van explicar gairebé el 30% de la seva variancia. El miR-100-3p, el
miR-1285-3p i el miR-487a-3p van ser predictors independents del guany de pes el
primer mes de vida i van explicar gairebé el 15% de la seva variancia. El miR-100-3p,
el miR-296-5p i el miR-487a-3p van ser predictors independents del guany de pes als

4112 mesos de vida i van explicar gairebé el 20% de la seva variancia (taula 12).
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Pes Pes Longitud A de pes- A de pes- A de pes-

placenta naixement-SDS naixement-SDS SDS 1m# SDS 4m# SDS 12m#
microRNAs B P B P B P B P B p B p
miR-100 - - -0.300 0.008 -0.246 0.02 0.291 0.02 0.213 0.04 0.294 0.02
Edat gest. - - 0.314 0.006 0.236 0.03 -- - -- -- -- --
IMC pregest. - - - - 0.334 0.01 - - - - - -
Sexe - - - - -0.258 0.02 - - - - - -
R? ajustat 0.303 0.294 0.145 0.118 0.179
miR-1285 - - -0.311 0.003 -0.298 0.006 0.321 0.008 -- -- -- --
Edat gest. - - 0.319 0.003 0.257 0.01 - - - - - -
Sexe - - -0.209 0.04 -0.239 0.02 - - -- -- -- --
R? ajustat 0.294 0.295 0.151
miR-296 - - -0.222 0.01 - - - - 0.413 <0.0001 0.377 <0.0001
Edat gest. - - 0.490 <0.0001 - - - - - - - -
Sexe - - -0.184 0.04 - - - - - - - -
R? ajustat 0.307 0.213 0.198
miR-487 -0.246 0.03 -0.273 0.01 -0.218 0.03 0.328 0.04 | 0.423 0.004 0.400 0.006
Edat gest. 0.231 0.04 0.333 0.002 0.318 0.003 - - - - - -
Sexe - -- -- -- -0.258 0.01 -- - -- -- -- --
R? ajustat 0.133 0.312 0.304 0.105 0.179 0.160

Taula 12. Analisi de regressié multivariant amb els parametres de creixement pre i posnatal com a
variables dependents en totes les dones de I'estudi. Dades obtingudes per analisis de regressid
multiple esglaonada. IMC: index de massa corporal. Edat gest.: edat gestacional. Variables no
predictores: sexe del nado, edat materna, edat gestacional, IMC pregestacional i increment de pes

matern. . #: n=60
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Figura 53. Grafics de dispersié dels parametres de creixement prenatal amb els microRNAs
seleccionats expressats en placenta. Triangles: obesitat pregestacional (OBPre); cercles: obesitat

gestacional (OBGest); quadrats: Control. El valor de ri p provenen d'analisi de Pearson.
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3.5. Analisi in silico de vies metabdliques associades amb els microRNAs
placentaris associats al creixement pre i postnatal

Igual que en l'apartat anterior, es va realitzar |'analisi in silico per determinar els gens
diana dels microRNAs relacionats amb parametres de creixement (el miR-100-3p, el
miR-1285-3p, el miR-296-5p i el miR-487a-3p), i en quines vies metaboliques estan
implicats. El programa informatic miRSystem va indicar que, amb exclusié de les vies
del cancer, aquests quatre microRNAs estaven implicats en les rutes de WNT, MAPK,
mTOR i les vies de la insulina/IGF-1 de senyalitzacié (taula 13).

Les vies en les quals conflueixen els 4 miRNAs sén: la via de senyalitzacié de MAPK i la

via de senyalitzacié de WNT.

Database Via Gens (total de gens | -In (valor p)
de la via)

miR-100-3p

Reactome Insulin receptor-signaling 3(81) 7.08

Reactome mTOR-signaling 2(27) 6.68

KEGG WNT-signaling 3 (150) 5.53

KEGG MAPK-signaling 3(272) 3.99

Reactome Integration of energy 2 (125) 3,58
metabolism

miR-1285-3p

KEGG WNT signaling 1(150) 4,98

KEGG MAPK signaling 1(272) 4,39

miR-296

KEGG MAPK signaling 6 (272) 7,93

KEGG Regulation of insulin secretion 2 (98) 3,16

Reactome Integration of energy 2 (125) 2,77
metabolism

KEGG Insulin signaling 2(137) 2,62

KEGG WNT signaling 2 (150) 2,49

miR-487a-3p

KEGG WNT signaling 8 (150) 9.74

Pathway interaction | mTOR signaling 5(68) 7.97

KEGG Insulin signaling pathway 6 (137) 6.64

Reactome IRS mediated signaling 4 (81) 5,22

Pathway interaction Pancreatic secretion 4 (103) 4,43

Reactome IGF-1 Pathway 2 (29) 3,65

Taula 13. Rutes metabodliques que contenen els gens diana dels microRNAs expressats en placenta

associats amb parametres de creixement pre i postnatal. KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes.
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4.- Preséncia dels microRNAs placentaris en plasma matern

4.1. Preséncia en plasma dels microRNAs placentaris especifics de cada
grup d’estudi

Donada la importancia dels microRNAs circulants, vam estudiar si els microRNAs
expressats en placenta es trobaven també en plasma matern. Per a tal fi, vam

comparar el perfil de microRNAs obtingut amb TLDA en plasma i en placenta.

En primer lloc, ens vam centrar en els microRNAs placentaris especifics de cada grup
d’'estudi, els que només s’expressen en placentes del grup control, els que només
s'expressen en el grup OBPre i els que només s’expressen en el grup OBGest, i vam
estudiar la seva preséncia en plasma al segon trimestre de gestacié (figura 51). Vam
observar que la majoria d'aquests sén microRNAs especifics de la placenta i no es
troben presents en les mostres de plasma de segon trimestre, a excepcié del miR-16-
1-3p que és especific del grup control; dels miR-139-3p i miR-590-3p especifics del
grup OBGest i del miR-144-3p especific del grup OBPre (taula 14 A, B, C).
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Control (n=6) OBPre (n=6) OBGest (n=6)
microRNA Placenta Plasma Placenta Plasma Placenta | Plasma | Cromosoma
miR-16-1-3p -8,70 -6,29 ND -7.06 ND -6,52 Cr.13
miR-92b-5p -6,74 MND ND ND ND ND Cr.1
miR-208a-3p -5,94 MND ND ND ND ND Cr.14
miR-325 -8,17 ND ND ND ND ND Cr.X
miR-513a-5p -5.21 ND ND ND ND ND Cr.X
miR-567 -7,85 ND ND ND ND ND Cr.3
miR-577 -7,85 ND ND ND ND ND Cr.d
miR-581 -5,23 ND ND ND ND -10,02 Cr.5
miR-582-5p -8,82 ND ND ND ND ND Cr5
miR-648 -5,77 ND ND ND ND ND Cr.22
miR-653-5p -6,93 ND ND ND ND ND Cr.7
miR-887-3p -7,69 ND ND ND ND ND Cr.5
miR-1225-3p -8,60 ND ND ND ND ND Cr.16
miR-1226-5p -8,81 ND ND ND ND ND Cr3

Control (n=6) OBPre (n=6) OBGest (n=6)
microRNA Placenta Plasma Placenta Plasma Placenta | Plasma | Cromosoma
miR-262-2-3p ND ND 5,16 ND ND ND Cr.12
miR-144-3p ND -7,28 4,99 -8,17 ND -6,80 cri7
miR-188-3p ND ND 7,14 ND ND ND cr.X
miR-200b-5p ND ND -4,39 ND ND ND cr.1
miR-298 ND ND -8,09 ND ND ND Cr.20
miR-302d-3p ND ND 7,74 ND ND ND Cr.d
miR-380-3p ND ND -7,07 ND ND ND Cr.14
miR-488-5p ND ND -8,09 ND ND ND cr.1
miR-557 ND ND -8,08 ND ND ND Cr.1
miR-626 ND ND -7,51 ND ND ND Cr.15
miR-&72 ND ND 0,73 ND ND ND Cr.X
miR-1292-5p ND ND -6,81 ND ND ND Cr.20
miR-1826 ND ND -7.49 ND ND ND ND

Control (n=6) OBPre (n=6) OBGest (n=6)
microRNA Placenta Plasma Placenta Plasma Placenta | Plasma | Cromosoma
miR-124-5p ND ND ND ND -7.,44 ND Cr.8
miR-139-3p ND -2,09 ND -2,29 -8,93 -2,67 ND
miR-149-3p ND ND ND ND -3,63 ND Cr.2
miR-194-3p ND ND ND ND -8,95 ND cr.i1
miR-367-5p ND ND ND ND -7.97 ND Cr.d
miR-541-5p ND -3,50 ND -5,81 -8,46 ND Cr.14
miR-548d-3p ND ND ND ND 245 ND Cr.8
miR-586 ND ND ND ND -8,62 ND Cr.é
miR-590-3p ND -8,27 ND 913 -8,63 -7.51 cr7
miR-609 ND ND ND ND -8,15 ND Cr.10
miR-633 ND ND ND ND -0,41 ND Cr.i7
miR-658 ND ND ND -6,68 019 ND Cr.22
miR-659-3p ND ND ND ND -6,14 ND Cr.22
miR-291b ND ND ND ND -8,84 ND Cr¥
miR-1227-3p ND -6,58 ND ND 919 ND Cr.19

ND: no detectat.

Taula 14. Preséncia en plasma de segon trimestre de gestacié dels microRNA expressats
especificament en placenta de cada grup d’estudi A) grup control; B) OBPret, C) OBGest. S'expressa el

cromosoma on s'ha identificat el gen que transcriu pel microRNA. Els valors s’expressen com a log2.
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4.2. Preséncia en plasma dels microRNAs placentaris amb perfil
diferencial en obesitat materna

Seguidament es va estudiar la presencia en plasma dels microRNAs placentaris elegits
com a candidats per ser diferencialment regulats en |'obesitat materna (taula 8).
D'aquests 18 microRNAs placentaris, els miR-27a-5p, miR-100-3p, miR-181a-3p, miR-
1269a, miR-1271-5p i miR-1285-3p no es van detectar en les mostres de plasma. El

miR-23b-3p i el miR-483-3p només es van detectar en plasma del grup Control.

Entre els microRNAs detectats en plasma, el miR-296-5p es trobava disminuit en el
grup OBPre i OBGest en comparacié amb el grup control (p = 0.001 i p = 0.04) i el
miR-520h augmentat en ambdds grups en comparacié amb el grup control (p = 0.01 i

p = 0.004) (taula 15).

Control OBPre OBGest valor p
n=25 n= 20 n= 25

microRNAs

miR-23b-3p 0.161 £ 0.145 ND ND --
miR-27a-5p ND ND ND -
miR-29b-3p 0.028 + 0.013 0.036 +0.032 0.029 £ 0.012 ns
miR-100-3p ND ND ND -
miR-181a-3p ND ND ND -
miR-185-5p 0.769 = 0.544 0.641 £ 0.347 0.961 £ 0.579 ns
miR-191-3p 0.021 = 0.008 0.030 = 0.011 0.021 = 0.011 ns
miR-214-3p 0.695 = 1.720 0.577 = 0.670 1.086 = 1.721 ns
miR-296-5p 0.149 £ 0.860 0.075 = 0.047°  0.099 + 0.064® 0.04
miR-337-5p 0.049 +0.012 0.046 = 0.046 0.042 = 0.035 ns
miR-339-5p 0.370 +0.168 0.399 +0.208 0.325 +0.153 ns
miR-365a-3p 0.036 = 0.033 0.027 = 0.026 0.043 = 0.027 ns
miR-483-3p 0.175 +0.178 ND ND --
miR-487a-3p 0.042 + 0.091 0.042 = 0.040 0.048 = 0.091 ns
miR-520h 0.130£0.102  0.222 = 0.130®°  0.317 = 0.147°® 0.008
miR-1269%a ND ND ND --
miR-1271-5p ND ND ND --
miR-1285-3p ND ND ND --

Taula 15. Preséncia en plasma dels microRNAs placentaris amb perfil diferencial en obesitat

materna. Les dades es mostren com a mitjana + SEM. Els valors de microRNA s’expressen com a

expressi6 relativa (2#°T). ND: no detectat. En negreta es destaquen els valors estadisticament

significatius. * p < 0.05, ® p<0.005 vs grup control
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A continuacion vam estudiar I'associacié entre la concentracié d'aquests microRNAs
en plasma i parametres de creixement pre i postnatal. Els resultats van mostrar que la
concentracié del miR-296-5p circulant en plasma en el segon trimestre, s'associava
amb I'expressié del miR-296-5p placentari (r = 0.310, p = 0.008) (figura 55). També es
van observar associacions del miR-296-5p plasmatic amb el pes de la placenta (r =
-0.258, p = 0.03), el pes al naixement-SDS (r = -0.297, p = 0.01 ), la longitud-SDS al
néixer (r = -0.315, p = 0.008) i I'augment de pes-SDS als 12 mesos d'edat (r = 0.325, p
= 0.01) (taula 16, figura 56).

Les associacions amb el pes de la placenta (§ = -0.260, p = 0.03), el pes al naixement
(p =-0.252, p = 0.03), la longitud al naixement (§ = -0.326, p = 0.006) i I'augment de
pes als 12 mesos (f = 0.206, p = 0.02) es va mantenir en |'analisi multivariada ajustada
per parametres materns i neonatals (taula 17).

Aixi, el miR-296-5p circulant va ser un predictor independent del pes de la placenta,
del pes i la longitud al naixement i del pes als 12 mesos de vida, explicant gairebé el

20% de la seva varianca (taula 17).

iR-29 P P L i
e ITIIacenté; Iaceesnta naixe?'nsent- na?xneg;t::t- Hels pes- el pes- ek pes-
plasma P SDS SDS SDS 1m# | SDS 4m# | SDS 12m#
miR-296 -5p 0.310° -0.258° -0.297° -0.315° 0.091 0.218 0.3252
miR-520h 0.096 0.027 0.094 -0.157 -0.028 -0.080

Taula 16. Correlacié de I'expressié de microRNAs en mostres de plasma en segons trimestre de

gestacié amb parametres de creixement pre i postnatal en totes les dones incloses a l'estudi. A:

increment.

valors estadisticament significatius. ® p < 0.05, ® p<0.005 vs grup control. #: n=60
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Pes placenta Pes naixement L?ngitud A pes 12 mi#
naixement

microRNAs B P B P B [¢) B P
miR-296-5p -0.349  0.001 | -0.216 0.03 | -0.217 0.04 | 0.206 0.02
plasma
Increment pes 0.235 0.028 - - - - - -
mare
Edat mare 0.210 0.056 - -- - - - -
Edat gestacional - - 0.342 0.001 -0.311 0.004 - -
R? ajustat 0.217 0.243 0.191 0.123

Taula 17 Analisi de regressié multivariant miR-296 amb parametres de creixement pre i postnatal

com a variables dependents. Dades obtingudes per analisis de regressié multiple esglaonada. IMC:

index de massa corporal. Variables no predictores: sexe del nadd, edat materna, edat gestacional, IMC

pregestacional i increment de pes matern. #:n=60

Log miR-296 plasma
B

r=0.310
p=0.008
On : @
@ . _—
T
T T T
1.50 -1.00 50

Log miR-296 placenta

Figura 55. Grafic de dispersié de la relacié entre miR-296-5p en plasma i miR-296 en placenta.

Triangles: (OBPre) obesitat pregestacional; cercles: (OBGest) obesitat gestacional; quadrats: Control.

El valor de r i p provenen d'analisi de Pearson.

123



microRNAs i obesitat materna

s -
. r=-D.255 : r=-0.233 r=-0.272
p=0.02 p=0.02 p=0.01
. s - .
B 5 ) s E 3
- A B
5 3 a 9, o e
=4 a - & =
c . & w A
g - U - . 8
-4 # ar -5 s "a =
E s E . E
t e N s & 2
£ .. 5., . ¥, .
10 = =
mm  mm  mm  emm  fmm mm s A = = om = B ke S = = = =
Pes placenta (g) Longitud naixement SDS Pes naixement SDS
o
£
a
3
S
©
-
Q
«
€ N
§" ®

Augment de pes 12 mesos (g)

Figura 56. Grafics de dispersié dels parametres de creixement postnatal amb el miR-296-5p circulant.

Triangles: obesitat pregestacional (OBPre); cercles: obesitat gestacional (OBGest); quadrats: Control. El

valor de r i p provenen d'analisi de Pearson.
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Aquesta tesi doctoral presenta, per primera vegada segons el nostre coneixement, el
perfil de microRNAs en plasma i placenta en gestants amb obesitat pregestacional i
obesitat gestacional en comparacié amb gestants de pes normal. Aquests microRNAs
s’han relacionat amb parametres metabolics materns i amb parametres de creixement
prenatal i postnatal. Els resultats indiquen que els microRNAs desregulats en obesitat
materna poden tenir un paper important com a reguladors del creixement pre i

postnatal.

1.- Grups d’estudi

Aquest treball de tesi doctoral s'ha pogut dur a terme gracies a la creacié de
I'anomenada “Cohort Prenatal Girona”. Aquesta consisteix en la creacié d'una cohort i
d’una seroteca basada en dades de I'embaras i sequiment dels fills els primers anys de
vida per estudiar factors de risc de desenvolupar malalties metaboliques i
cardiovasculars, aixi com de malalties relacionades amb el creixement. La col-leccié de
mostres forma part del Biobanc de I'Institut d’Investigacié Biomédica de Girona
(IdIbGi) i inclou dades de la mare, dades de la gestacid, del nounat i del pare aixi com
mostres bioldgiques de les gestants, dels pares i del moment del part com placenta i
sang de cordé.

Les mostres obtingudes i analitzades en aquesta tesi son les que pertanyen al grup
control i al grup d'obeses pregestacionals i obeses gestacionals, descartant altres
patologies croniques o propies de la gestacié com la diabetis, i es limiten a mostres

de sang de segon trimestre i teixit placentari.

2.- microRNAs en plasma

2.1. Perfil de microRNAs plasmatics en obesitat
En aquest treball s'ha utilitzat la tecnologia TagMan mitjangant TLDAs per estudiar el
perfil de microRNAS circulants en embarassades amb obesitat pregestacional i

gestacional. Dels 723 microRNAs estudiats, 248 han estat identificats en plasma de
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segon trimestre de gestacio en els diferents grups d’estudi. 8 microRNAs s’expressen
Unicament en el grup control, 23 en el grup d'obesitat gestacional i 17 en el grup
d’'obesitat pregestacional. 174 microRNAs s’expressen en tots els grups d'estudi i
d'aquests, 13 s’expressen diferencialment en |'obesitat materna en comparacié amb el

grup control.

Els nostres resultats mostren que 8 d'aquests 13 microRNAs s’expressen
diferencialment en OBGest i 5 microRNAs s’expressen diferencialment tant en
OBGest com en OBPre en comparacié amb el Control. Cap microRNA s'expressa
diferencialment només en les embarassades amb obesitat pregestacional, fet que
suggereix que és |'augment de pes durant la gestacié (I'obesitat gestacional) el que
juga un paper preeminent en la regulacié de microRNAs circulants en el segon

trimestre de la gestacié.

Entre els microRNAs expressats diferencialment en obesitat materna, el miR-30a-5p i
miR-130a, estaven augmentats en OBGest i es van associar significativament amb un
augment de pes excessiu durant I'embaras. En l'analisi de les corbes ROC, aquests
microRNAs van mostrar una bona o acceptable exactitud discriminatoria per a
I'obesitat gestacional. Els miR-103 i miR-221, que estaven disminuits en OBGest, i els
miR-324-3p i miR-652, que estaven disminuits tant en OBGest i OBPre, es van associar
amb menor guany de pes gestacional, i amb una acceptable o bona exactitud

discriminatoria per |'obesitat gestacional.

La relacié entre alguns d’aquests microRNAs amb la obesitat ja havia estat descrita
anteriorment. El miR-30a-5p presenta una expressié disminuida en teixit adipés de
ratolins sotmesos a una dieta rica en greixos i a més ha estat identificat com a
microRNA proangiogenic (137). El miR-103 esta disminuit en homes i dones obeses i
associat amb les vies reguladores de la insulina (138). EI miR-130a, que esta
augmentat en estats proinflamatoris, és un regulador de I'adipogénesi i disminueix
I'expressio de la seva diana: PPARy (peroxisome proliferator activator receptor

gamma) (139).
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| finalment, el miR-221 esta infraexpressat en nens obesos aixi com en adults amb
obesitat morbida, i s'associa també amb I'estat inflamatori implicit de I'obesitat (109)

(140).

La resta dels microRNAs circulants expressats diferencialment en obesitat materna en
el nostre treball no s’havien relacionat fins ara amb processos d’'adipogénesi o
obesitat, perd si amb processos proinflamatoris. El miR-324-3p s'ha descrit com a
inductor del factor de transcripcié proinflamatori NF-kB i s’ha relacionat amb la
inflamacié i mort cel-lular a nivell del sistema nerviés central; i el miR-652 té un paper
en els processos proinflamatoris associats amb la cirrosis hepatica (141, 142). El fet
que aquests dos microRNAs estiguin reduits tant en OBGest com en OBPre i la seva
relacié amb la inflamacié podria explicar que tinguin una certa importancia en els

estats d'inflamacié aguda i cronica (2).

2.2. Associacié amb parametres metabolics materns

Els microRNAs sén reconeguts com a nous reguladors epigenetics del metabolisme i
de la homeostasi energética. Els nostres resultats mostren que alguns dels microRNAs
estudiats s'associen amb parametres metabolics durant la gestacié. Aixi nivells
disminuits dels miR-221, miR-340 i miR-652 es van associar amb intolerancia a la
glucosa (nivells de glucosa i hemoglobina glicada augmentats) i els miR-122 i miR-375
es van associar amb sensibilitat disminuida a la insulina (HOMA-IR i peptic C més
elevats). Nivells disminuits de miR-1221, miR-324-3p i miR-375 també s’'associen a

nivell elevats de triglicerids i disminuits de colesterol HDL.

Algunes d’aquestes associacions havien estat descrites anteriorment fora de
I'embaras. EI miR-122 és un regulador important del metabolisme dels lipids. La
inhibicié d'aquest microRNA en ratolins a nivell hepatic redueix els nivells de
colesterol i acids grassos i millora |'esteatosi hepatica. Aquest microRNA ha estat

descrit com a una diana terapeutica en la sindrome metabolica (143).

El miR-221, a part d’estar vinculat amb |'obesitat (140), juga un paper en la disfuncié

endotelial induida per la diabetis. Li i col. (2009) han demostrat que la utilitzacié de
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molecules antisense-miR-221 redueix els nivells de miR-221 i inhibeix els efectes
nocius que la hiperglucemia persistent deguda a la diabetis causa en les cel-lules
endotelials. Per tant conclouen que la manipulacié de la via del miR-221 podria ser

una estratégia en el tractament de la disfuncié vascular en pacients diabétics (144).

El miR-340 ha estat identificat en malaltia cardiovascular i s'uneix a gens de
senyalitzacio del receptor d' IGF-1, que activa vies relacionades amb la regulacié de la
glucosa (145). A nivell oncologic, s'ha relacionat el miR-340 amb estat proinflamatoris,
perd també amb el transport de glucosa que estimularia el creixement cel-lular (146).
El miR-375 també ha estat relacionat amb I'homeostasi de la glucosa. La seva
sobreexpressié suprimeix la secrecié d'insulina induida per la glucosa, i per tant la

inhibicié del miR-375 millora la secrecié d'insulina (147).

El miR-423-5p es troba disminuit en pacients amb diabetis tipus 2 i s’associa amb la

tolerancia a la glucosa en deju (107).

L'associacié del miR-652 amb parametres metabolics no s'ha descrit anteriorment. No
obstant aixo, la seva relacié amb la malaltia hepatica cronica podria suggerir un

possible paper en I'homeostasi energética (142).

2.3. Associacié amb creixement pre i postnatal

Hi ha evidéncia suficient per considerar que la nutrici6 materna durant la gestacié
influeix en el risc de desenvolupar obesitat en l'infancia i I'edat adulta. Tot i que la
majoria d’estudis s’han realitzat en estats de desnutricié i en nadons petits per edat
gestacional, també s’ha demostrat com |'obesitat materna, o I'excés de guany de pes
durant I'embaras, influeix en el pes del nadd al néixer i |'estat obesogenic a llarg

termini (148, 149).

Aquesta influéncia no es pot explicar tnicament amb factors genétics i estil de vida,
s'ha de considerar també les modificacions epigenetiques de I'embaras, que poden
tenir efectes sobre el metabolisme, |'adipositat i el control de la gana. Les alteracions
de microRNAs en el descendent de mares obeses o sobrealimentades durant la

gestacio ja ha estat demostrat en diferents models animals; Zhang i col. en ratolins i
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Nicholas i col. en ovelles, estudien com la sobrealimentacié durant la gestacié afecta
I'expressié de microRNAs hepatics relacionats amb la via de senyalitzacié de la

insulina (111, 150).

En aquest treball, s’han identificat 6 microRNAs circulants que es relacionen amb el
creixement pre i postnatal. Cap d'ells ha estat préviament relacionat amb el

creixement en éssers humans ni en rates (figura 57).

En el nostre estudi, els miR-340, miR-423-5p i miR-652 s’associen amb parametres de
creixement prenatal i sén predictors independents del pes de la placenta i/o del pes
al néixer. Aquests microRNAs es relacionen també amb parametres metabolics de
I'embaras. Ja és conegut |'impacte de |'obesitat materna sobre el creixement de la
placenta i el creixement fetall (151). La nostra hipotesi és que aquests tres microRNAs
podrien estar implicats en el creixement prenatal a través de la regulacié de la funcié

placentaria.

Per altra banda, els miR-29c, miR-128a i miR-221 van ser predictors independents del
pes als 6 mesos de vida. Tots tres microRNAs han estat descrits anteriorment a la
bibliografia, relacionant-los amb creixement i proliferacié cel-lular, pero cap d’ells en

gestacid ni creixement infantil.

El miR-29c modula la senyalitzacié intracel-lular de la insulina en els adipocits, fetge i
muscul de rates diabétiques (152). A més, la seva sobreexpressié en endometri
s'associa amb |'avortament del fetus en model porci (153). | a nivell oncologic, el miR-
29c inhibeix la migracid, invasidé i metastasis de carcinoma de nasofaringe (154). El
miR-128a s’ha descrit com a un supressor de tumors, inhibidor de proliferacié cel-lular
i inductor d'apoptosis sobretot en tumors cerebrals (155). En model animal, s'ha
demostrat que el miR-221 és un modulador critic de la proliferacié cel-lular en el

carcinoma hepatic (156).

La relacié d'aquests microRNAs amb la proliferacié cel-lular podria suggerir doncs un

possible paper d’aquests microRNAs en el creixement postnatal.
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Figura 57. microRNAs circulants relacionats amb el creixement prenatal (esquerra) i postnatal (dreta).
Els miR-340, miR-423-5p i miR-652 es relacionen negativament (fletxes vermelles) amb el creixement
prenatal. Els miR-29c, miR-128a i miR-221 es relacionen negativament (fletxes vermelles) amb el

creixement postnata [

2.4. Associacié a vies funcionals

L'analisi in-silico dels 5 microRNAs relacionats amb parametres de creixement
demostra que tots ells convergeixen en dues vies comunes: la regulacié de la secrecié
d’insulina i la integracié del metabolisme energetic. En |'analisi individual, tots ells
participen en diverses rutes del metabolisme de la glucosa/insulina i algunes vies de
creixement i proliferacié cel-lular. En la majoria casos, com hem vist, ja se'ls ha
relacionat amb una funcié en l'obesitat o diabetis, fet que suggereix una implicacid
important a nivell d’obesitat i/o diabetis gestacional i, possiblement i indirecta, amb el

creixement fetal (figura 58).
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Figura 58. Vies de senyalitzacié relacionades amb els microRNAs plasmatics associats amb obesitat

materna. Les vies de regulacié de secrecié d'insulina, IRS o IGF1R o mTOR sén algunes de les vies
de senyalitzacié associades als microRNAs alterats en obesitat gestacional i que tenen una implicacié

en la regulacié cel-lular.
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3.- microRNAs en placenta

3.1. Perfil de microRNA placentaris en obesitat

Fins a la data, s’han descrit més de 500 microRNAs expressats en placenta humana, ja
sigui en teixit de placenta o en cel-lules aillades del trofoblast (157-160). En aquest
treball hem detectat |'expressié de 486 microRNAs en placenta de segon trimestre de
la gestacid, dels quals 14 eren presents només en el grup control, 15 en el grup de
mares amb OBGest i 13 al grup de mares amb OBPre. 404 microRNAs van ser
presents en tots els grups d’estudi. D'aquests microRNAs placentaris comuns, 18 van
ser expressats diferencialment en placentes de dones amb obesitat en comparacid
amb el grup control. 8 d’ells s’expressaven de forma disminuida, 5 en el grup de
dones OBPre i OBGest i 3 només en el grup de dones amb OBGes. Al igual que en
I'estudi d'expressié de microRNAs en plasma, cap microRNA va ser diferentment
expressat en el grup de dones amb OBPre. Alguns d'aquests microRNAs ja s’havien
relacionat anteriorment amb I'obesitat o la diabetis. El miR-100 esta infraexpressat en
teixit adipds de pacients obesos i regula les vies IGFR i mTOR a nivell d’adipogénesis
(161). El miR-181 també participa en la regulacié de I'adipogénesis en model animal,
activant la via de senyalitzacié WNT (162). Finalment, el miR-185 es postula com a

regulador de les malalties periodontals en pacients obesos (163).

3.2. Associacié6 amb parametres metabolics materns relacionats amb

'obesitat

Els nostres resultats mostren que la majoria dels microRNAs placentaris identificats
com a diferencials en |'obesitat materna en placenta s'associen amb parametres
metabolics durant la gestacié. Aixi, la majoria s'associa amb d'adiponectina d'alt pes

molecular, i amb colesterol HDL, HOMA-IR i peptid C.

D'aquests, el miR-185 és el més estudiat. Els diversos estudis demostren que s'associa
amb diabetis o alteracions lipidiques, i que esta infraexpressat en comparacié a
pacients sense alteracions metaboliques. Bao i col. (2015) demostren que el miR-185

esta disminuit en rates diabétiques, i que disminueix la secrecié d'insulina i creixement
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de cel-lules pancreatiques mitjancant la regulacié del seu gen diana SOCS3. La
creacié d'un microRNA-mimic del miR-185 permet inhibir aquests efectes i millorar
I'estat diabetogenic de la rata (164). Wang et al. (2014) demostren el seu efecte a
nivell hepatic i com afecta al metabolisme lipidic i a la resisténcia a la insulina (165).
Tots ells conclouen que el miR-185 podria ser un bon biomarcador i una possible

diana terapéutica en diabetis (166-168).

3.3. Associacié amb creixement pre i postnatal

Dels microRNAs placentaris expressats diferencialment en |'obesitat materna, els miR-
100-3p, miR-296-5p, miR-487a-3p i miR-1285-3p es van associar amb un menor pes al

néixer perd a un major augment de pes als 1, 4 i/o 12 mesos de vida (figura 59).

Creixement Creixement
prenatal postnatal

AmiR-100-3p

AmiR-296-5p

miR-487a-3p : AmiR-487a-3p

miR-1285-3p ' AmiR-1285-3p

Figura 59. microRNAs placentaris relacionats amb el creixement prenatal (esquerra) i postnatal (dreta).
Els miR-100-3p, miR-296-5p, miR.-487a-3p i miR-1285-3p es relacionen negativament (fletxes vermelles)

amb el creixement prenatal; i es relacionen positivament (fletxes blaves) amb el creixement postnatal.

El miR-100 ha estat descrit anteriorment en placenta i esta infraexpressat en placentes
de fetus amb restriccid del creixement intrauteri (169). Estudis in vitro han demostrat
que regula les vies de senyalitzacié IGFR i mTOR i té efectes dobre I'adipogénesis
(161). També el miR-296 esta alterat en gestacions amb preeclampsia, en aquest cas

sobreexpressat, tant en placenta com en plasma (122, 170, 171).
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El miR-487 ha estat descrit anteriorment en embaras, és produit predominantment per
la placenta, i es detecta només en mostres de plasma de primer trimestre (172). El
miR-1285 ha estat relacionat amb els efectes de la suplementacié amb betaina durant
la gestacid, que atenua la lipogénesi hepatica en els garrins nounats (173). També en

porcs, el miR-1285 regula les vies AMPK i mTOR en les cél-lules de Sertoli, i es postula

que podria ser una diana terapéutica per a la millora de I'esperma porci (174).

3.4. Associacié a vies funcionals

Segons |'analisi in silico utilitzant la base de dades miRSystem, els microRNAs

placentaris expressats diferencialment en obesitat materna s’han relacionat amb les

vies de senyalitzacié WNT, MAPK, IGF-1 i mTOR (175) (figura 60).
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Figura 60. Vies de senyalitzacié a les quals s’associen els microRNAs placentaris associats a
obesitat materna. Les vies de senyalitzacié Wnt i MAPK sén algunes de les vies de senyalitzacié
associades als microRNAs alterats en obesitat gestacional i que tenen una implicacié en la regulacié

cel-lular.
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Les vies mTOR i insulina/IGF-1 en placenta, sén reguladores positives del transport
d’aminoacids, estan sobreactivades en mares obeses i s'associen amb
sobrecreixement fetal (61).

La via de les MAPK també s’ha demostrat que controla la invasi6 del trofoblast huma, i
per tant regula el creixement fetal. La via WNT també té un paper en el
desenvolupament huma i en l'organogenesi (176, 177).

Per tant, i d'acord amb la bibliografia revisada, podem parlar d'un possible paper dels
miR-100-3p, miR-1285-3p, miR-296-5p i miR-487a-3p en la modulacié del creixement

pre i postnatal.

3.5. Localitzacié cromosomica

Un fet remarcable pel que fa als microRNAs de placenta humana, és la procedencia
de dos grups genomics localitzats en el cromosoma 19 (cluster 19 (C19MC)) i el
cromosoma 14 (clister 14 (C14MC)) (92). D'acord amb aquesta observacio, els
microRNAs placentaris expressats diferencialment en el nostre estudi provenen un
15% del cromosoma 19 i un 11% del cromosoma 14.

Hromadnikova i col. (2104) descriuen com el perfil d’expressié de C19MC en placenta
relacionat amb estats hipertensius de |'embaras es pot detectar en plasma de primer
trimestre de gestacié i per tant pot predir complicacions obstétriques (127, 178). No
obstant aixo, entre els microRNAs placentaris associats a |'obesitat materna observats
en el nostre estudi, només el miR-520h es troba en el clister 19 C19MC. El miR-520h
s'incrementa en plasma de segon trimestre d'OBPre i OBGest en comparacié amb les
dones del grup control. Per contra, no es van observar diferencies significatives en la

seva expressio en teixit placentari.
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4.- Preséncia de microRNAs especifics de placenta en el plasma

matern

Els microRNAs especifics de placenta poden ser alliberats a la circulacié i per tant ser
detectats en plasma matern (104). La seva concentracié i perfils en plasma poden
reflectir 'estat fisiologic o patologic de la gestacié i aixo els fa possibles candidats
com a biomarcadors per a la deteccié de complicacions de |'embaras vinculats a

patologies placentaries (123).

En el nostre treball, la majoria dels microRNAs expressats en placenta de forma
especifica en cada grup d’estudi no estaven presents en les mostres de plasma, a
excepci6 del miR-16-1-3p, detectat tant en placenta com en plasma del grup control;
dels miR-124-5p i miR-590-3p especifics del grup OBGest i del miR-144-3p que va ser
expressats també en plasma de OBPre. Per tant, als que es detecten en plasma se’ls
podria adjudicar una funcié endocrina mentre que als que no hi sén presents se'ls
podria adjudicar una funcié autocrina i/o paracrina. De tots ells, el miR-144-3p ja ha
estat descrit com a potencial marcador diagnostic de complicacions associades a
I'embaras com la preeclampsia (123). A més, s'ha relacionat amb el metabolisme de la
glucosa mitjancant la regulacié de les vies de senyalitzacié GLUT1 i IRS1 (180, 181). El
miR-590-3p ha estat descrit com a regulador de |'expressié de la via de la lactat-
deshidrogenasa A (LDH-A). L'expressié6 de LDH-A esta augmentada en DM2, i la
supressio de la seva expressié mitjangant la trasferencia de miR-590-3p millora el
metabolisme de la glucosa en model en animal (182). Per contra, els miR-16-1-3p i
miR-124-5p no han estat relacionats fins ara amb obesitat ni creixement, pero si que

s'ha descrit la seva funcié a nivell oncologic (183, 184).

Seguidament, hem estudiat la preséncia en plasma dels microRNAs placentaris amb
expressié diferencial en obesitat materna, i s'ha observat que pocs dels microRNAs
placentaris estudiats es van detectar en el plasma. Entre ells, el miR-296-5p esta
disminuit en plasma de gestants OBPre i OBGest en comparacié amb les Controls,
igual que en les mostres de placenta. S'observa, per tant, una associacié dels
microRNAs en plasma i placenta, suggerint que els microRNAs placentaris poden ser

secretats a la sang.
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A més, el miR-296-5p circulant s’associa amb el pes de la placenta, el pes i longitud
en néixer i I'augment de pes als 12 mesos. Concretament, el miR-296-5p juntament
amb |'edat gestacional explicarien el 24,3% del pes del nadé al néixer, i per si sol,
explicaria un 12% de l'augment de pes als 12 mesos de vida. Aquests resultats
reforcen el possible paper del miR-296-5p a nivell de placenta en la regulacié del
creixement pre i postnatal. Cal remarcar que el miR-296-5p, tant en placenta com en
plasma, presenta una relacié oposada pel que fa al creixement, doncs I'associacid
amb el pes al néixer és negativa mentre que amb |'augment de pes postnatal és
positiva. Aixi, a més expressié de miR-296-5p al segon trimestre, menys pes al néixer,
i més augment de pes als 12 mesos de vida. Aixd suggereix que pot ser un
biomarcador en sang, a mitjans de la gestaci6, per a la seqiéncia de restriccid
prenatal i posterior creixement recuperador o catch-up (figura 61). Aquesta seqliencia
es relaciona amb la resistencia a la insulina, I'augment d'adipositat i els efectes
associats. El nostre equip de recerca ha estudiat ampliament els efectes d'aquest

creixement recuperador entre els que s'inclouen: adipositat central, hiperinsulinémia,

hipoadiponictéemia i hiperleptinemia, dislipemia i maduracié ossia accelerada (185-

G G
)

187).

Postnatal

Figura 61. Efectes de miR-296-5p sobre el creixement pre i postnatal. El miR-296 podria tenir un efecte
en la programacié fetal, doncs I'augment d'aquest en placenta i en plasma de segon trimestre de mares
obeses s'associa a menor pes al naixement, i posteriorment a un major augment de pes als 12 mesos de

vida, suggerint aixi un possible efecte sobre el creixement recuperador, catch-up.
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Estudis futurs poden ajudar a determinar si un valor de miR-296-5p en placenta i/o
plasma elevat pot ser predictiu del catch-up postnatal, i contribuir a guiar obstetres i

pediatres per tal d'evitar aquesta seqiiéncia i els seus efectes a llarg termini.

La discrepancia entre |'expressié de microRNAs de placenta i la seva deteccié en
plasma s'ha descrit també en altres trastorns de |'embaras (188). Pero la falta de
correlacié entre ambdds mostres és intrigant. Aquest fet podria reflectir processos en
els que la disfuncié placentaria atenua la biogenesi de microRNAs i/o altera
I'alliberament de microRNAs al plasma mitjanant o no exosomes. Calen més
investigacions al respecte per comprendre millor com els microRNAs especifics de
placenta s'alliberen a la circulaci6 materna. No obstant aixo, I'efecte sobre el
creixement fetal dels microRNAs que no s'alliberen al plasma matern pot ser exercit a
través d’'una regulacié paracrina entre el trofoblast i les cél-lules fetals a través de la
circulacié fetal, o per una regulacié autocrina dels mateixos trofoblasts mitjancant

I'alliberacié de proteines que participen en la regulacié del creixement fetal.
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5.- Discussié general

Els estudis epidemiologics i experimentals de les Ultimes décades han revelat un
paper important del desenvolupament prenatal i postnatal preco¢ en les malalties
croniques i prevalents de l'adult com |'obesitat, la diabetes tipus 2 i les malalties
cardiovasculars. Tot i que els factors ambientals expliquen en gran part I'augment de
poblacié obesa, els factos genetics i epigeneétics, i la influencia de la vida intrauterina
sobre el futur del descendent semblen tenir cada dia un paper més definit, i podrien
explicar entre el 40 i el 90% de la variacié en I'IMC del fill (189). Estudiar els
mecanismes de la programacié metabolica és clau per entendre i evitar 'obesitat
infantil i les malalties metaboliques en I'edat adulta.

Perd desconeixem com identificar la poblacié de risc de desenvolupar aquestes
malalties. En aquest context, les marques epigenetiques, com els microRNAs en
mostres biologiques durant I'embaras i al naixement, poden constituir valuosos
elements predictors per a la identificacié de poblacié susceptible de desenvolupar
malalties prevalents de I'adult després d'un ambient prenatal desfavorable.

Els resultats obtinguts d'aquest treball han permés la identificacié del perfil de
microRNAs en plasma i placenta d’embarassades amb obesitat pregestacional i
gestacional i han permés relacionar aquests microRNAs diferencials amb parametres
endocrinometabolics durant |'embaras i amb parametres de creixement pre i
postnatal. Concretament hem identificat 13 microRNAs que estan desregulats en
plasma de segon trimestre de gestacié de mares obeses: miR-29c, miR-30a-5p, miR-
99b, miR-103, miR-122, miR-130a, miR-150, miR-221, miR-324-3p, miR-340, miR-375,
miR-625, miR-652; entre els quals el miR-375 presenta una bona precisid
discriminatoria per a |'obesitat pregestacional i els miR-30a-5p, miR-103, miR-130a,
miR-221, miR-323-3p i miR-652 presenten una bona o acceptable precisid
discriminatoria per a |'obesitat gestacional. A més, miR-29c, miR-128a, miR-221, miR-
340, miR-423-5p i miR-652 sén predictors de creixement pre i postnatal. En placenta,
hem identificat 8 microRNAs desregulats en obesitat materna: miR-100-3p, miR-181a-

3p, miR-185-5p, miR-214-3p, miR-296-5p, miR-487a-3p, miR-1269%a, miR-1285-3p;
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dels quals, miR-100-3p, miR-296-5p i miR-487a-3p i miR-1285-3p es relacionen amb

parametres de creixement pre i postnatal.

Placenta:
Plasma matern:

miR-100-3p {1

miR-296-5p *  #1 | miR-330 ¥

miR-487a-3p /1 \ miR-423-5p *
miR-1285-3p { f . | miR-652

miR-29c 4

' miR-128a

miR-221 4

1 | miR-296-5p | ! |

Figura 62. Esquema resum dels microRNAs plasmatics i placentaris relacionats amb el creixement
prenatal (blau) i postnatal (vermell). EI  miR-296-5p, present en plasma i placenta, s'associa en

ambdues mostres amb un menor pes al naixement i un major augment de pes als 12 mesos de vida.

Entre tots els microRNAs estudiats, cal destacar el miR-296-5p, present tant en
placenta com en plasma de segon trimestres de gestacié, que es troba disminuit en
embarassades amb obesitat pregestacional i gestacional respecte les embarassades
control i que s'associa a menor pes al maixement i major augment de pes als 12
mesos de vida.

Aquesta tesi proporciona la identificacié del perfil de microRNAs en obesitat materna i
evidencia que la placenta respon a I'ambient matern obesogénic expressant un perfil
de microRNAs placentari especific. A més, aporta resultats originals sobre nous
biomarcadors alterats en obesitat materna que poden ser d'utilitat per predir el
creixement pre i postnatal de la descendencia i identificar la poblacié en risc de

desenvolupar malalties metaboliques en I'edat adulta.
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Perspectives de futur

Aquests resultats no només tenen un valor diagnostic i pronostic, sind també de
prevencié i tractament d’events epigenetics desfavorables sobre els que es pot actuar
revertint o atenuant la programacié metabolica. Donada l'alta carrega sociosanitaria
que suposa el tractament de les malalties prevalents de I'edat adulta descrites, el
diagnostic i prevencié precoces de les mateixes és prioritari. El seglient pas serd
demostrar si les intervencions sobre aquests microRNAs pot evitar els efectes

adversos de |'obesitat gestacional en la mare o en la seva descendeéncia.
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6.- Limitacions

Reconeixem les limitacions del nostre estudi:

1) La naturalesa transversal del nostre estudi no ens permet deduir una relacié causal
entre microRNAs circulants i el metabolisme durant I'embaras. No obstant aixo, el
reconeixement de nous biomarcadors de malalties metaboliques també és rellevant
des del punt de vista clinic i de salut publica.

2) El nombre de subjectes a estudi és reduit, i limitat a étnia caucasica, i per tant no
extrapolable a altres etnies.

3) La creacié de grups d'estudi purs, dels que s’han exclés les mares amb diabetis
gestacional, aixi com els nadons efectes de retard de creixement, poden haver limitat
la deteccié de microRNAs relacionats amb |'obesitat materna i/o amb el creixement
fetal.

4) Per avaluar el potencial valor diagnostic i/o pronostic d’aquests microRNAs caldria
un estudi prospectiu i amb més nombre de subjectes, principalment en el seguiment
postnatal, on el nostre estudi va ser limitat a 60 nounats, que és un 85% de la
poblacié original de I'estudi, fet que implica un risc de biaix.

5) El seguiment és limita als 12 de mesos de vida. L'estudi a més llarg termini, en
I'adolescéncia i fins i tot a I'edat adulta, aportaria més informacié sobre la relacié
d'aquests miNRA i la obesitat a llarg termini del descendent

6) Tenint en compte que les concentracions dels microRNAs plasmatics poden variar
al llarg de I'embaras, els nostres resultats corresponen al segon trimestre de gestacio i

no sén extrapolables a altres estadis de gestacid.
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L'obesitat pregestacional i gestacional s'associa amb alteracions en el perfil de
microRNAs en plasma de segon trimestre i en placenta. Alguns d'aquests microRNAs
desregulats en obesitat materna s’associen amb parametres endocrinometabolics de

la mare durant la gestacio i amb el creixement pre i postnatal de la descendéncia.

En plasma,

1.- S’han identificat 13 microRNAs desregulats en obesitat materna, 9 dels quals estan
disminuits en obesitat (miR-29c, miR-99b, miR-103, miR-122, miR-221, miR-324-3p,
miR-340, miR-375 i miR-652) i 4 estan augmentats (miR-30a-5p, miR-130, miR-150 i

miR-625) respecte les embarassades control.

2.- El miR-375 presenta una bona precisi¢6 discriminatoria per a I'obesitat
pregestacional i els miR-30a-5p, miR-103, miR-130a, miR-221, miR-323-3p i miR-652

presenten una bona o aceptable precisié discriminatoria per a I'obesitat gestacional.

3.- La majoria dels microRNAs expressats diferencialment en plasma s’associen
significativament amb parametres metabolics materns incloent-hi la tolerancia a la

glucosa, la sensibilitat a la insulina i/o la concentracié de lipids sérics.

4.- Els microRNAs miR-340, miR-423-5p i miR-652 presenten una associacié negativa
amb els parametres de creixement prenatal, i els microRNAs miR-29¢, miR-128a i miR-
221 presenten una associacié negativa amb els parametres de creixement postnatal
durant els primers 12 mesos de vida. Estudis in silico mostren que aquests microRNAs
estan realcionats amb rutes de senyalitzacié de la insulina i proliferacié cel-lular

(regulacié de secrecié de la insulina, IGF1, MAPK i mTOR)

En placenta,

5.- S'han identificat 8 microRNAs desregulats en obesitat materna (miR-100-3p, miR-

181, miR-185-5p, miR-214-3p, miR-296-5p, miR-487a-3p, miR-126%a i miR-1285-3p)
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tots ells estan disminuits en obesitat pregestacional i/o gestacional respecte les

embarassades control.

6.- Els miR-181g-3p, miR-185-5p, miR-214-3p, miR-296-5p, miR-487a-3p, miR-126%a i
1285-3p s'associen significativament amb parametres metabolics materns

(adiponectina-APM, HDL-c, HOMA-IR i peptid-C).

7.- Els miR100-3p, miR-296-5p, miR-487a-3p i miR-1285-3p, s'associen negativament
amb el creixement prenatal i positivament amb el creixement postnatal durant els
primers 12 mesos de vida. Estudis in silico mostren que aquests microRNAs estan

relacionats amb rutes de proliferacié cel-lular (MAPK, WNT).

8.- La majoria de microRNAs placentaris desregulats en obesitat materna sén
especifics d’aquest teixit i no es troben circulants en plasma. Pero cal destacar el miR-
296-5p, que es troba present tant en placenta com en plasma matern i I'expressié en

ambdds mostres s'associa entre ells i amb parametres de creixement pre i postnatal.
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