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RESUM

L'obesitat és una patologia complexa multifactorial deguda a lI'acumulacié anormal i excessiva
del teixit adipds. Aguesta presenta una creixent incidencia mundial, predominant als paisos
occidentals. Evidéncies recents manifesten la importancia del paper dels miARNs, molécules
d'ARN petites no codificades d'entre 19 i 23 nucleotids de longitud, com a moduladors de
respostes fisiologiques i patologies del metabolisme. Concretament, aquest Treball de Fi de
Grau (TFG) s'orienta a I'estudi bibliografic del paper dels miARNSs en la llet materna, glandula
mamaria, liquid amnidtic i cordé umbilical, relacionant-los amb la programacié metabdlica a
l'obesitat. En aquesta recerca, es van seleccionar miR-99b, miR-195, miR181a i miR-30d.
Mitjancant una analisi in silico, s'estudiaren les dianes moleculars dels miARNs esmentats, i
les rutes metaboliques més rellevants en les quals actuen, per comparar-les amb I'obesitat.
De manera experimental, es van quantificar els nivells d'aquests 4 miARNs a mostres de llet
materna i glandula mamaria de rates Wistar adultes control i amb obesitat induida per la dieta
(OID). Els resultats obtinguts en el procediment experimental evidenciaren, d'una banda, un
increment de I'expressio del miR-181a a mostres de glandula mamaria de les rates amb OID,
i, d'altra banda, una disminucié de miR-99b (a llet materna) i miR-30d (a llet i a glandula
mamaria), a les rates amb OID respecte les control. Per tant, es pot concloure que la ingesta
d'una dieta que indueix obesitat altera els nivells d'expressié de certs miARNs que podrien
tenir relaci6 amb aquesta obesitat. Tanmateix, calen més investigacions per entendre els

papers metabolics dels miRNAs en el desenvolupament primerenc de I'obesitat.

RESUMEN

La obesidad es una patologia compleja multifactorial debida a la acumulacién anormal y
excesiva del tejido adiposo. Esta presenta una creciente incidencia mundial, predominante en
los paises occidentales. Evidencias recientes manifiestan la importancia del papel de los
miARNSs, moléculas de ARN pequefias no codificadas de entre 19y 23 nucleétidos de longitud,
como moduladores de respuestas fisioldgicas y patologias del metabolismo. Concretamente,
este Trabajo de Fin de Grado (TFG) se orienté al estudio bibliografico del papel de los miARNs
en la leche materna, glandula mamaria, liqguido amniético y cordon umbilical, relacionandolos
con la programacion metabdlica en la obesidad. En esta busqueda, se seleccionaron miR-
99b, miR-195, miR181a y miR-30d. Mediante un andlisis in silico, se estudiaron las dianas
moleculares de dichos miARNS, y las rutas metabdlicas mas relevantes en las que actdan,
para compararlas con la obesidad. De forma experimental, se cuantificaron los niveles de
estos 4 miARNs a muestras de leche materna y glandula mamaria de ratas Wistar adultas
control y con obesidad inducida por la dieta (OID). Los resultados obtenidos en el

procedimiento experimental evidenciaron, por un lado, un incremento de la expresion del miR-



181la en muestras de glandula mamaria de las ratas con OID, y, por otra parte, una
disminucién de miR-99b (a leche materna) y miR-30d (leche y glandula mamaria), en las ratas
con OID respecto a las control. Por tanto, se puede concluir que la ingesta de una dieta que
induce obesidad altera los niveles de expresion de ciertos miARNs que podrian tener relacion
con esta obesidad. Sin embargo, son necesarias mas investigaciones para entender los

papeles metabdlicos de los miRNAs en el desarrollo temprano de la obesidad.

ABSTRACT

Obesity is a complex multifactorial pathology due to the abnormal and excessive accumulation
of adipose tissue. It has an increasing incidence worldwide, predominantly in Western
countries. Recent evidence shows the importance of the role of miRNAs, small non-coding
RNA molecules between 19 and 23 nucleotides in length, as modulators of physiological
responses and metabolic pathologies. Specifically, this Bachelor's Thesis was oriented to the
bibliographic study of the role of miRNAs in breast milk, mammary gland, amniotic fluid and
umbilical cord, relating them to metabolic programming in obesity. In this search, miR-99b,
miR-195, miR181a and miR-30d were selected. Using in silico analysis, the molecular targets
of these miRNAs, and the most relevant metabolic pathways in which they act, were studied
for comparison with obesity. Experimentally, the levels of these 4 miRNAs were quantified in
breast milk and mammary gland samples from adult Wistar rats with control and diet-induced
obesity (DIO). The results obtained in the experimental procedure evidenced, on the one hand,
an increase in the expression of miR-181a in mammary gland samples from rats with OID,
and, on the other hand, a decrease of miR-99b (to breast milk) and miR-30d (milk and
mammary gland), in rats with OID with respect to control rats. Therefore, it can be concluded
that the intake of an obesity-inducing diet alters the expression levels of certain miRNAs that
could be related to this obesity. However, further research is needed to understand the

metabolic roles of miRNAs in the early development of obesity.
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1. INTRODUCCIO

1.1 miARNSs

Els microARNs (miARNs o miR) sdn molécules d’ARN petites no codificants que s’expressen
en els diferents tipus de cel-lulars i/o teixits, i estan formats entre uns 19 i 23 nucleotids de
longitud. Van ser detectats per primera vegada en 1993, i des d’aquest moment han suposat
un especial interés en els cientifics degut a les seves funcions reguladores sobre el

metabolisme 2.

Aquestes molécules regulen entre el 30 i 80% de I'expressié de gens codificants de proteines
diana mitjancant la unié a ARN missatgers (ARNm). Aixd suposa una disminucié d’expressié
d’aquests gens i, per tant, una repressio post-transcripcional. Un mateix miARN es pot unir a

diverses regions diferents i influir en I'expressié de diferents gens 3.

El miARN madurs deriven d’'un procés de biogénesi que comenga amb un fragment d’ADN
codificat en el genoma huma, que es troba al nucli, i sera processat, per posteriorment ser

exportat al citoplasma *.

Primerament, aquest fragment d’ADN es transcrit per 'ARN polimerasa Il, donant lloc a una
molécula llarga d’ARN denominada pri-miARN. Aquest pri-miARN prematur és processat per
un complex format per la ribonucleasa DROSHA (nucleasa primaria que executa el pas d'inici
del processament de miARN al nucli), el cofactor DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical
Regional) i 'TARNasa lll. El complex genera el pre-miARN d’uns 60-70 nucleotids, el qual sera

posteriorment exportat al citoplasma mitjangant una exportina *.

Una vegada la molécula ha sigut exportada, sera reconeguda i escindida per un complex
format per DICER (ribonucleasa membre de la familia de les ARNases lll) i dues proteines,
Argonauta i TRBT (TAR RNA binding protein) per generar un miARN de doble cadena.
Finalment, una vegada es desenrotlli de la doble cadena, una cadena d’aquest duplex de
MIARN sera degradada, i I'altra s’assemblara amb la proteina RISC (RNA-Induced Silencing

Complex), formant aixi el miARN madur *.

1.2 RELACIO DELS miARNs AMB L’OBESITAT

Els miARNs presenten una important funcié en la regulacié d’'una amplia gamma de vies
metaboliques pel que poden contribuir a la regulacié de I'hnomeostasi energéetica i metabolica.
Una expressio alterada d’aquestes molécules s’ha associat a la desregulacié de I'estat

fisioldgic, generant una major prevalenga a patologies com l'obesitat, diabetis o envelliment *.
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Aixi doncs, es coneix una amplia varietat de miARNs implicats en la regulacié del metabolisme
de la glucosa i lipids, com en l'activacié d’adipogénesi o senyalitzacié de la insulina, entre

altres 4.

Aquestes molécules so6n un punt clau en el control de l'obesitat, també en processos
inflamatoris d’aquesta patologia, com d’altres relacionades. S’ha demostrat que els miARNs
afecten als teixits principals en el metabolisme durant el desenvolupament de la sindrome
metabolica, a més, de I'expressid diferencial de certs miARNs en el teixit adipos d’individus

amb obesitat respecte individus amb normopés °.

Actualment, s'evidencia que la inflamacié indueix respostes a canvis en I'expressié de miARN
especifics als adipOcits i afecta la fisiopatologia de la inflamacié del teixit adipds induida per

I'obesitat “.

Aleshores, s’entén el paper dels miARNs com moduladors de respostes fisioldgiques i
patologies del metabolisme. El que dona a entendre la relacid entre patologies com I'obesitat

amb la regulacié o desregulacié de I'expressié dels miARNs involucrats 3.

1.3 OBESITAT

L’'obesitat és 'acumulacié anormal i excessiva de teixit adipds, sent categoritzada com una
patologia complexa multifactorial amb molts factors involucrats. Per definicié un individu pateix
d’obesitat quan el seu index de massa corporal (IMC) és major a 30 kg/m?. Aquesta malaltia
presenta una creixent prevalenca mundial des fa uns anys, motiu pel qual molts autors I'han
designat com epidémia. L’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) va estimar al 2016 qué més
de 650 milions de persones adultes patien obesitat. I, al voltant de 4 milions moren cada any

per complicacions relacionades amb aquesta patologia ®.

L’'obesitat s’ha associat a patologies croniques com la diabetis, hipertensio, dislipeémies,
malalties cardiaques, fetge gras, etc. * fet que pot conduir a canvis patologics en I'organisme,

generant complicacions com la inflamaci6 o la resisténcia a la insulina per part d’alguns teixits

7

L’etiologia de I'obesitat es deu en gran part a factors ambientals, perd també un puntimportant
és la contribucié de la genética i epigenética. Pel que fa la predisposicié genética, estudis
recents han demostrat la preséncia de loci del genoma associats amb I'obesitat i fenotips
relacionats. D’altra banda, els factors ambientals es veuen alterats per I'excés d’ingesta

energeética de glacids i lipids, poca activitat fisica, sedentarisme, estrés, etc *.



Les modificacions epigenetiques son les modificacions heretables que no es troben a la
sequéncia de I'ADN. Aquestes modificacions poden ser modulades per I'exposicié ambiental,
de manera que es considera com la interaccié entre factors genetics i ambientals. L’estudi de
'epigenoma relacionat amb l'obesitat es centra principalment en I'estudi a gran escala dels
patrons de metilacié de 'ADN, concretament dels gens candidats a I'obesitat. S’ha observat,
els nivells de metilacid s'associen tant negativa o positivament amb la presencia d'IMC elevat

o obesitat ®°.

A més a més, molts autors coincideixen en la relacié entre la prevalenca a I'obesitat i la nutricioé
en les primeres etapes del desenvolupament d'un individu, el que s’anomena com
programacio metabolica. Per tant, té importancia de I'estil de vida de la mare gestant i lactant

sobre el possible risc a I'obesitat de la descendéncia °.

2. OBJECTIUS

Aguest Treball Fi de Grau (TFG) esta centrat en I'estudi global del paper dels miARNs en llet
materna, glandula mamaria, liquid amniotic, i cordé umbilical en la programaci6 metabolica de
'obesitat. Per assolir I'objectiu, es realitzara una recerca bibliografica i treball experimental,

amb els seglients objectius especifics:

Objectiu 1.

La recerca bibliografica I'objectiu principal és I'estudi i coneixement dels miARNs que es
troben presents a la llet materna, glandula mamaria, liquid amniotic i sang de cord6 umbilical,
el seu paper i la seva relacié amb la programacié metabodlica de I'obesitat. A més, a partir
d’aquesta recerca es fara una seleccio dels miARNs interessants degut a la seva relacié amb

la programacioé metabolica.

Objectiu 2.

El treball experimental es dura a terme a partir dels miARNs seleccionats a I'objectiu 1. La
finalitat d’aquesta part és determinar els nivells dels miARNs seleccionats a mostres de llet i
glandula mamaria de rates Wistar amb obesitat induida per la dieta (OID) comparant amb un
altre grup de rates amb dieta control. A més, s’identificaran els seus ARNm diana amb una
analisi in silico. La finalitat d’aquest segon objectiu és determinar si I'obesitat materna, o una
dieta hiperlipidica durant la lactancia, pot alterar els nivells de miARNSs, i tenir relacio amb la

programacio metabolica de I'obesitat.



3. MATERIALS | METODES

3.1 RECERCA BIBLIOGRAFICA

La recerca bibliografica sobre els miARN en glandula mamaria, llet materna, liquid amniotic i
cordd umbilical en la programacié metabolica de I'obesitat, va ser realitzada a partir dels
articles que, baix les condicions i filtres especifics, es trobaven disponibles a la base de dades
PubMed abans de dia 13 d’abril del 2022.

Els articles emprats per aquesta revisié s’han obtingut a partir de la base de dades PubMed.
La principal paraula clau usada per la recerca ha sigut miRNA, per una informacié més
generica sobre el tema. A partir dels coneixements assolits d’aquesta primera recerca, es van
afegir altres paraules clau per centrar-se en els organs i fluids especifics de I'estudi, com

mammary gland, breast milk, umbilical cord i amniotic fluid.

A més d’acotar la recerca amb paraules clau especifiques, es van fent servir certs filtres per
restringir articles, com: la data de publicacié dels articles (2000-2022), el tipus de document
(Review i Systematic Review), la disponibilitat del text (Free Full Text); i l'idioma (angles,

castella).

Per centrar més I'estudi en la programacio metabdlica de I'obesitat d’aquests miARN, es va
aplicar la paraula clau obesity a cada una de les variants de la recerca, i es va realitzar una

revisié i lectura dels titols i resums dels articles per filtrar més la recerca.

Tal com es pot observar a la Figura 1, primerament, rere la recerca més especifica amb
I'aplicaci6 dels filtres, s’obtingueren uns resultats més acotats. Per la llet materna s’obteniren
47 articles, per la glandula mamaria 31, pel cordé umbilical 14 i pel liquid amniotic 10 articles.
Finalment, amb la lectura i revisié dels articles aconseguits, per elegir de manera més
especifica i exhaustiva els articles utilitzats, es seleccionaren: 3 articles relacionats amb la llet
materna, 6 amb la glandula mamaria, 7 amb liquid amniotic i 5 amb cordé umbilical. Tots

connectant els miARN, I'obesitat i la programacié metabdlica.
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PubMed

. Mammary Amniotic
( Breast milk ) C e ) ( Auid )

Resultats: Resultats: Resultats:
254 392

FILTRES
- Tipus de document: Review, Systematic review
- Disponibilitat del text: Free Full Text
Data de publicacio: 2000-2022
- Idiomes: English, Spanish

Resultats: Resultats: Resultats: Resultats:
47 31 10 14

Revisid i lectura articles

3.2 ANALISI IN SILICO DE LES DIANES DELS miARNSs
SELECCIONATS

Umbilical
cord
Resultats:
396

[s=]
(=]

Resultats:
3

Resultats:
6

0

Figura 1. Esquema de la recerca bibliografica dins l'objectiu 1.

Sabent que els miARNSs regulen mdultiples gens en unir-se als ARNm diana, controlant aixi
I'estabilitat i la traduccié dels ARNm que codifiqguen proteines *. Per tant, es va realitzar una

analisis in silico per coneéixer les dianes especifiques dels miARN seleccionats.

A través de la base de dades en linia miRDB (http://mirdb.org/) **, es van predir els ARNm

dianes dels miARNs tractats en aquest TFG. Aquest base de dades té un algoritme de
prediccié de dianes i assigna una puntuacié. A major puntuacié, més confianca de que la
prediccié sigui correcta. Les dianes considerades rellevants a analitzar van ser les que
presentaren una puntuacié major a 80, segons el que recomana la propia base de dades.

Seguidament, es va dur a terme un agrupament de tots els gens diana obtinguts dels 4
mMiARNs seleccionats. L'objectiu d’aquesta tasca va ser gestionar un mapeig global per
identificar les vies metabdliques, o processos biologics en els quals estan implicades les
dianes dels miARNSs. Aguest procés va ser gestionat per la base de dades en linia gratuita de

vies biologigues anomenada REACTOME (https://reactome.org/) *2.
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3.3 QUANTIFICACIO miARNs
3.3.1 DISSENY EXPERIMENTAL

En aquest treball es determinaren els nivells del miARNs a mostres de llet materna i glandula
mamaria de rates amb obesitat induida per la dieta (OID) i rates control. Aquest és el principal
objectiu experimental, per tal de determinar si 'obesitat materna durant la lactancia altera els
nivells dels miARNSs seleccionats per la seva possible relacié amb la programacié metabodlica

de I'obesitat.

Aixi doncs, es varen seleccionar els miARN relacionats amb I'obesitat segons la bibliografia:
mMiR-195-5p, miR-99b-5p, miR-181a-5p i miR30d-3p. Aquets mIARNSs es van determinar tant
a la glandula mamaria com a la llet materna, a dia 21 i 15 del periode de lactancia
respectivament, de 8 rates Wistar adultes amb dieta control i d’altres 8 rates Wistar adultes

OID. Es va emprar com a miARN de referéncia o housekeeping (HK) el miR-99a-5p.

Les mostres que s'utilitzaren per fer aquest TFG van ser recollides préviament per membres
del Laboratori de Biologia Molecular Nutricié i Biotecnologia 3. A partir d’aquestes mostres, a

aquest TFG es va realitzar el protocol per la determinacio dels nivells del miARN seleccionats.

3.3.2 ANALISI EXPRESSIO miARNs LLET | GLANDULA MAMARIA

Primerament, es va extreure 'ARN de totes les mostres. Amb el Nanodrop es va quantificar
la concentracié d’ARN, i la relacié de I'absorbancia 260/280 per determinar la contaminacié
per proteines i la relaci6 de I'absorbancia 260/230 per determinar la possible contaminacié per
composts fenodlics. A continuacio, es diluiren les mostres per obtenir una concentracio de 5

ng/uL en totes elles.

En un primer pas, es va dur a terme una retrotranscripcié mitjancant I'enzim retrotranscriptasa,
el qual permet aconseguir ADNc (ADN complementari) a partir de les mostres d’ARN de llet
materna i glandula mamaria de les rates control i amb fenotip obés. Aquest es va fer emprant
un protocol RT Universal per microARNs amb el kit de miRCURY® LNA®, per la deteccié de
RT-PCR d'alta sensibilitat en temps real de miARNs utilitzant SYBR® Green. Per la
preparacio de la RT, el kit contenia la miRNA mix (1 uL miRCURY RT Reaction Buffer, 0.5 uL
10x miRCURY RT Enzyme Mix, 0.25 pL Synthetic RNA Spike-in i 2.25 pL d’aigua lliure
d’ARNases) i 1 pL ARN total [5 ng/pL]. Les reaccions es van incubar en el termociclador en
una placa de 96 pouets, amb el segiient protocol de temperatures: a 42 °C durant 60 min pel
pas de la transcripcié inversa, seguit d'una reaccié d’inactivacio a 95 °C durant 5 min i

finalment, deixant-lo reposar a 4 °C indefinidament.
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Seguidament, es va realitzar una dilucié 1/15 dels productes de RT (ADNc).

A continuacio, es va dur a terme la PCR en temps real. En aquest cas, emprant un protocol
de kit de PCR miRCURY LNA SYBR® Green. El volum final per a fer la PCR fou de 10 pL, i
incloia: 3 uL d’ADNCc (diluci6 1/15) i 7 pL de mix de PCR (5 pL de 2 x miRCURY SYBR® Green
Master Mix, 0.5 uLde ROX Reference Dye, 1 uL PCR primer especific de cada miARN i 0.5
ML d’aigua lliure d’ARNases). Les reaccions van ser incubades en una placa de 96 pouets a
95 °C durant 2 min, seguit de 40 cicles de 95 °C durant 15 s i 56 °C durant 1 min, usant
linstrument StepOnePlus Real-Time PCR Systems.

Paral-lelament a les mostres, es van realitzar un blanc per la RT i altre per la gPCR.

Per l'analisi de resultats de les RT-gPCRs va emprar-se el programa StepOne™ and
StepOnePlus™ Software v2.3 de ThermoFisher, el qual permet obrir i analitzar les dades
generades des del sistema StepOne. Aixi doncs, s’analitza la Melt Curve, el senyal de
fluorescéncia depenent de la temperatura especifica per cada amplicG; i 'Amplification Plot,
el senyal de fluorescéncia per cada un dels 40 cicles. S’obtingué el cicle llindar (Ct), el qual es

defineix com el numero de cicle al qual hi ha un increment exponencial de la fluorescéncia.

A més dels miARN d’interés, es va dur a terme I'analisi de miR-99a-5p, el qual es va fer servir
de referéncia (housekeeping). Finalment, s’extrapolaren les dades a un Excel on s’ordenaren
les dades per tal d’aplicar la seguent férmula per normalitzar els miARN diana amb el

housekeeping:

2-AACt — 2—(Ct miARN diana—Ct miARN HK)

3.3.3 ANALISI ESTADISTICA

Les dades van ser processades estadisticament. Amb Microsoft Excel es va obtenir la mitjana
i 'error estandard de la mitjana (SEM) de les mostres amb fenotip del grup OID i de les mostres
del grup control. Les dades es presenten respecte al 100% de les mostres control.
Seguidament, per la comparacié de les mitjanes entre els dos grups experimentals (control i
OID), es representaren els resultats a un grafic de barres per cada un dels miARNs

corresponents.

Finalment, amb el programa RStudio s’executa el test no parameétric U de Mann-Whitney
Wilcocon per determinar si hi havia diferencies estadisticament significatives. Aquest test és
el més idoni per mostres que no segueixen una distribucié normal, mostres independents i

mostres per grup amb n< 10, com les analitzades a aquest estudi.
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4 RESULTATS | DISCUSSIO

4.1 RESULTATS RECERCA BIBLIOGRAFICA

4.1.1 EL PAPER DELS miARNs A LLET MATERNA, GLANDULA MAMARIA,
CORDO UMBILICAL | LIQUID AMNIOTIC.

Els miARNs estan presents en fluids corporals com la llet materna, les glandules mamaries,
el liquid amniotic i el cordd umbilical, entre altres. Aquestes molécules sén unes de les
principals que s’involucren en els mecanismes moleculars fisiologics i patologics dels individus

al llarg de totes les etapes de la vida .

La llet materna és la font nutritiva principal pel creixement i desenvolupament dels nadons,
fins a almenys 6 mesos — 2 anys després del naixement, segons les recomanacions de
I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) &2415,

Els principals components de la llet humana s6n els macronutrients i micronutrients, entre els
quals es troben carbohidrats, proteines, minerals i vitamines; també és rica en hormones i
factors de creixement. En els ultims anys s’ha descobert la preséncia i 'important paper de
comunitats microbianes i els miARNS, els quals influeixen sobre el sistema immunitari dels

infants, entre altres funcions #6.

A Tligual que durant I'embaras, en la lactancia, la mare gestant i lactant ha de seguir un estil
de vida adequat i especific per evitar la fluctuacié dels components de la llet. Fet que podra

suposar una programacié metabolica adequada al recent nat per la resta de la seva vida **.

A un estudi amb rates lactants, en el qual s’investiga I'impacte de I'alimentacié amb dieta de
cafeteria durant la lactancia, es va demostrar I'alteracié dels nivells de determinats miARNs
de la llet materna a causa d’aquest tipus de dieta. Aquest fet, podria afectar el fenotip de la
descendéncia respecte a la prevalenga a I'obesitat 7. Aixi com s’ha demostrat a altre estudi
en humans, l'alteracio de la interaccio entre determinats miARNs presents en la llet materna
de mares lactants amb obesitat i una possible relacié amb el creixement/desenvolupament

dels lactants 8.

Concretament, la llet materna és un fluid amb una gran quantitat ’ARNs i miARNs. S’estima
que hi ha quasi 1.400 espécies diferents de miARNSs en la llet. L’actuacié principal, com s’ha
comentat, és sobre el sistema immunitari i la programacié metabolica del desenvolupament
del bebe 4. Aquests miARNSs soén sintetitzats principalment a la glandula mamaria, i durant la
lactancia es secreten amb la llet de manera lliure o en forma de vesicules o exosomes d’uns

30-100 nm de diametre. Amb la lactancia s’evidencia que es transporten a l'intesti dels nins, i
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s’absorbeixen per les cél-lules epitelials d’aquest per arribar a diversos teixits de I'organisme

15,19,20

D’altra banda, estudis han demostrat la intervencié dels miARNs en la llet sobre la correcta
maduracié de lintesti, desenvolupament microbia, regulacié del sistema immune i
desenvolupament o prevencid a llarg termini de malalties metabodliques com l'obesitat i

diabetis 1>161°,

La glandula mamaria esta formada per greix i teixit conjuntiu i mamari ?'. La funcié principal

és la sintesii secrecio de la llet materna durant la seva lactancia per part les cél-lules mamaries
epitelials ?23, Encara aix0, també presenta altres tipus de cél-lules amb diverses funcions,
com les cél-lules epitelials vasculars, els fibroblasts o cél-lules immunitaries 2*. Durant I'etapa
fetal comenca el desenvolupament d’aquestes glandules, i seguidament, van progressant amb
les diverses etapes de la vida: desenvolupament embrionari, prepuberal, puberal, 'embaras,
lactancia i finalment, involuci6 mamaria ??. Sent la pubertat, 'embaras i la lactancia els
periodes més decisius %. No obstant aix0, un dels punts claus pel desenvolupament de les
glandules mamaries, és 'ambient. Concretament, la nutricié i composicio de la dieta. Més enlla
del correcte desenvolupament, la dieta també afectara plenament I'expressio i funcié dels

miARNSs que puguin estar involucrats amb la funcié de les glandules mamaries .

L’expressid de miARNs és crucial per la regulacio de les glandules mamaries en les diferents
etapes del desenvolupament 2°. Aixi com la proliferacio, diferenciacio i la mort cel-lular, sén
els fenomens fisiologics regulats pels miARNs ?. La majoria dels miARNs produits a les
glandules presenten funcions sobre la immunitat, desenvolupament i ratio salut/malaltia dels

pits. Com també en la secrecié i regulacié de la lactancia 2*%.

Hi ha evidéncia de la relaci6 entre la disminucié dels nivells de certs miARNs de la glandula
mamaria, com el miR-140, amb certes patologies dels individus, entre les quals destaquen la
fibrosi i 'obesitat. Els miARNs de la llet podran actuar com biomarcadors de I'estat d’aquestes

glandules, de les quals provenen 242,

El liquid amnidtic per la seva part, és un fluid protector del sac amniotic, format per un 98-99%
d’aigua i la resta de proteines, carbohidrats, lipids, urea i electrolits. Aquesta composicié
guimica va alterant-se a mesura que avanca la gestacio. Aquest fluid envolta el fetus mentre
es desenvolupa en l'etapa gestacional dins I'iter. Unes de les principals funcions de liquid

amniotic cap al fetus, igual que de la llet materna cap al nadd, és la nutricié, proteccio i
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regulacié ¥. Com les caracteristiques immunologiques pel correcte desenvolupament i

creixement de I'individu 2.

De la mateixa manera que la placenta humana s’encarrega de generar miARNs per la
immunitat, la implantacié i el manteniment de 'embaras ?°, els miARNs del liquid amniotic
s’ocupen del desenvolupament del sistema nerviods i certs drgans del fetus, com també de la
neuroproteccié d’aquests 3°. Aquest fet evidencia que, els miARNs del liquid amniotic es fan
carrec de modular I'expressiéo de certs gens pel desenvolupament, fisiologia i possibles
patologies de I'embrié durant 'embaras 3!. No obstant aix0, una sobreexpressio o inexpressio
de certs miARNs al liquid amniotic pot resultar ser critics per processos relacionats amb

I'obesitat, com l'adipogénesi o alteracio de la diferenciacié adipogena 32.

Finalment, el cordd umbilical és un teixit extraembrionari amb dues artéries i una via umbilical

gue aporten sang oxigenada i substancies nutritives al fetus. Aquest teixit connecta la placenta
amb el fetus en desenvolupament. Esta format per teixit connectiu mucos (gelatina de
Wharton), amb una matriu de glicosaminoglicans i col-lagen %33, Presenta, a més cel-lules per
la renovacié de totes les cél-lules sanguinies anomenades cél-lules mare sanguinies (MSC)
34 Aquestes ceél-lules s'autorrenoven, proliferen, es diferencien i interaccionen amb altres com

les cél-lules immunitaries, suposant una major proteccié a I'embri6é durant I'embaras.

El cord6 umbilical també pot alliberar exosomes amb miARNs entre altres molécules, per la
correcta implantacio i desenvolupament d'embrions 3. De fet, els miARNs d'aquest teixit
presenten un important potencial cardioprotector, neuroregulador i immunomodulador 2%,
Aix0 és degut al fet que intervenen la transdiferenciacié neuronal de les MSC 2, i actuen sobre

rutes bioquimiques per la inflamacid, apoptosi i metabolisme %.

Un estudi recent en el qual s'han estudiat els miARNs del cord6 umbilical amb relacié al risc
a l'obesitat, ha demostrat que alguns miARNs poden actuar com biomarcadors per la
identificacié primerenca d'una possible obesitat futura, entre altres funcions biologiques. Un
exemple és el miR-181a. Alteracions en aquest miARN present en el sérum del cordé umbilical
poden resultar ser un punt clau per la determinacio de la prevalenca a I'obesitat infantil, sent

aixi un miARN biomarcadors predictiu d'aquesta patologia *'.

Hi ha pocs estudis sobre la informacié de la relacié dels miARNs del liquid amniotic i cordd
umbilical amb la programacié metabolica de I'obesitat. Per tant, es posa de manifest la

necessitat d'estudis futurs i amb un nombre major de mostres per la validaci6 completa
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d'aquesta. D'altra banda, hi ha més estudis que indiquen la relacié dels miARNs de la llet

materna i glandula mamaria amb la programacié metabolica a I'obesitat.

4.2 ANALISI miARNs SELECCIONATS A MOSTRES DE LLET |
GLANDULA MAMARIA

En aquest apartat, com es comenta anteriorment, s'elabora una analisi de la relacié de la
programacio metabdlica a I'obesitat amb els miARN seleccionats a I'estudi i els seus nivells

relatius a glandula mamaria a dia 21 i llet materna a dia 15.

Aixi doncs, per obtenir una visié completa d'aquesta relacid, primerament, es va realitzar una
recerca bibliografica per comprovar la relacié de cada un d'aquests miARNs amb I'obesitat.
Seguidament, es realitza una analisi in silico per determinar els ARNm diana d’aquests
mMiARNSs i estimar les rutes metaboliques en les quals actuaven. Finalment, es va poder dur a
terme un estudi experimental i quantificar aixi els miARNs seleccionats a mostres de llet i

glandula mamaria de rates Wistar adultes control i OID.

4.2.1 RECERCA BIBLIOGRAFICA DELS miARNs SELECCIONATS AMB
RELACIO A L'OBESITAT

En aquest cas, per la recerca bibliografica esmentada, també al cercador Pubmed, es
consultaren com a paraules clau obesity o overweight juntament amb cada un dels noms dels
mMIARN estudiats (miR-195a, miR-99b, miR-181a, miR-30d). Després d’una seleccid de titols
i una lectura dels articles. Es van obtenir el segiient nombre d’articles per cada miARN com

es pot observar a la Figura 2, i consultar la seva relacié amb I'obesitat a la Taula 1.

-17-



PubMed

obesity/
overweight

( miR-195 ) ( miR-99b ) ( miR-181a

Y mwa)

Resultats:

miARN

Resultats:
30

Resultats:
16

Resultats:
9

Seleccié de titols i una lectura dels articles

Resultats: Resultats:
4 4

Figura 2. Esquema recerca bibliografica per la relacié obesitat-miARNSs.

Nom article

Resultats

miR-195

Data on the expression of PEPCK in HepG2
hepatocytes transfected with miR-195

Saturated fatty acid-induced miR-195 impairs
insulin signalling and glycogen metabolism in
HepG2 cells *°
MicroRNAs modulation and clinical outcomes
at 1 year of follow-up in obese patients with
pre-diabetes treated with metformin vs.
Placebo “°
Weight-reduction through a low-fat diet
causes differential expression of circulating
microRNAs in obese C57BL/6 mice #

miR-195 regulat a 'alca per

una dieta alta en acids grassos

saturats
Expressio de miR-195
augmentava en ratolins DIO

Expressié de miR-195-5p en
individus obesos més elevada
gue en individus normopés

Expressié de miR-195-5p en
individus obesos més elevada

miR-99b

Intestinal Lipid Metabolism Genes Regulated
by miRNAs 42

MiR-99b-5p Attenuates Adipogenesis by
Targeting SCD1 and Lpinl in 3T3-L1 Cells 3°

Mtor mechanistic target of rapamycin kinase [
Rattus norvegicus (Norway rat)] 4
Metabolic recovery after weight loss surgery
is reflected in serum microRNAs 4

mMiR-99b-5p un dels principals
reguladors dels gens del
metabolisme lipidic
Nivell d’expressio de miR-99b-
5p disminuit al teixit adipés en
individus obesos
miR-99b és biomarcador de
I'obesitat
miR-99b amb nivells més
elevats en individus sans
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miR-181a  Altered Expression of miR-181a-5p and miR-
23a-3p Is Associated with Obesity and TNFa-

Induced Insulin Resistance #°

Decreased miR-181a expression in
monocytes of obese patients is associated
with the occurrence of metabolic syndrome

and coronary artery disease “°

miR-181a-5p en individus no
obsessos relacionada a
resistencia a la insulina
induida per TNFa
miR-181a regulat a la baixa en
pacients obesos

miR-30d Sirt3 sirtuin 3 [ Rattus norvegicus (Norway
rat)] 4
Elevated and Correlated Expressions of miR-
24, miR-30d, miR-146a, and SFRP-4 in

Human Abdominal Adipose Tissue Play a
Role in Adiposity and Insulin Resistance 3
Circulating miRNA Signatures Associated
with Insulin Resistance in Adolescents with

Obesity ’

miR-30d-3p regulador del gen
Sirt3: biomarcador de I'obesitat
nivells miR-30d elevats es
relacionen amb I'obesitat i
diabetis

nivells miR-30d elevats es
relacionen amb I'obesitat i
diabetis

Taula 1. Taula resum articles recerca bibliografica per la relacié obesitat-miARNs

Per tant, tots aquests miARNSs es relacionen amb I'obesitat i patologies associades.

4.2.2 ANALISIS IN SILICO DE LES DIANES DELS miARNs SELECCIONATS

Les dianes dels miARNSs es van aconseguir a partir de la base de dades miRDB. Per miR99b-
5p s’obtingueren 8 ARNm diana rellevants amb una puntuacié major a 80. D’altra banda, per
miR-195-5p es van adquirir 187 ARNm, per miR-181a-5p es van obtenir 178 i per miR-30d-3p
128.

A partir d’aquest conjunt de 501 ARNm diana teodriques, amb el programa REACTOME es van
explorar les rutes més representades i especifiques on actuen aquestes dianes dels miARNs
esmentats. Agquestes rutes metaboliqgues implicades les podem observar a la Imatge 1 i

classificades a una taula a la Taula 2.

Les 7 rutes més enriquides, amb un major p-valor van ser: la via implicada amb el control
molecular del rellotge circadiari, la via de senyalitzacié de la interleuquina 10, la via de
transcripcié intervinguda per FOXO, la via de transcripcié de gens regulats per RUNX1, la
regulacié de la biosintesi de colesterol per SREBP (SREBF), la via de senyalitzacié de FLT3

i la inhibicié de la produccié d’oxid nitric (NO).
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Imatge 1. Esquema de tots les rutes metaboliqgues on actuen aquestes dianes dels miARNs

seleccionats.

Entities Entities Entities Entities Entities Reactions  Reactions  Reactions
Pathway name found Total ratio pValue FDR found total ratio Species name
BMAL1:CLOCK NPASZ activates circadian gene expression 8 43 0.003 6.37E-4 4.75E-1 5 20 0.001 Homeo sapiens
Interleukin-10 signaling 8 86 0.006 1.18E-3 4. 75E-1 2 15 0.001 Homo sapiens
FOXO-mediated transcription 9 110 0.007 1.44E-3 4 75E-1 16 85 0.006 Homa sapiens
fj#g‘rﬁ;I;ﬂ]"ﬁf;‘;ﬁg'giﬁ Giigenesimvolvedln 3 " 0.001 242E3 4.94E-1 4 7 0.001  Homo sapiens
Circadian Clock 8 105 0.007 3.98E-3 4 94E-1 15 59 0.004 Homo sapiens
FOXO-mediated transcription of cell cycle genes 4 27 0.002 4 16E-3 4 94E-1 3 22 0.002 Homao sapiens
Regulation of cholesterol biosynthesis by SREBP (SREBF) 7 87 0.006 5.18E-3 4.94E1 11 52 0.004 Homo sapiens
FLT3 Signaling 5 48 0.003 6.14E-3 4.94E-1 7 43 0.003 Homo sapiens
Transport of Mature Transcript to Cytoplasm 7 90 0.006 6.18E-3 4 94E-1 i3 13 0.001 Homao sapiens
Inhibition of nitric oxide production 2 5 0 6.48E-3 4.94E1 4 5 0 Homo sapiens
FGFR3 mutant receptor activation 3 17 0.001 8.04E-3 4.94E-1 10 10 0.001 Homo sapiens
Signaling by activated point mutants of FGFR3 3 17 0.001 8.04E-3 4 94E-1 6 6 0 Homao sapiens
ATF6 (ATFB-alpha) activates chaperones 3 17 0.001 8.04E-3 4.94E1 2 10 0.001 Homo sapiens
?;”!‘:XZ regulates genes involved in differentiation of myeloid 2 6 0 0.18E3 4.94E-1 2 2 0 Homo sapiens
RUNX3 regulates BCL2L 11 (BIM) transcription 2 6 0 9.18E-3 4.94E1 2 2 0 Homa sapiens
RUNX2 regulates chondrocyte maturation 2 7 0 1.23E-2 4 94E1 4 4 0 Homa sapiens
IRS activation 2 T 0 1.23E-2 4 94E-1 3 3 0 Homeo sapiens
'él;geeiisr%gltates Transcription of Genes Involved in G1 Cell 3 20 0001 194E-2 4 94E1 8 17 0.001 OIS DI
g::zss;oﬁ Mature mRNA derived from an Intron-Containing 6 81 0005 136E-2 4 94E1 ¢ 4 0 Homo sapiens
Nuclear import of Rev protein 4 41 0.003 1.71E-2 4 94E-1 6 7 0.001 Homeo sapiens

Taula 2. Taula de totes les rutes metaboliques més rellevants on actuen aquestes dianes dels
mMiARNS seleccionats.

Primerament, el rellotge molecular en el sistema nervidés central regula un conjunt de

processos del ritme circadiari que envien senyals als teixits periferics a través del sistema
nerviés autonom “8, Suposant un rellotge molecular per 'homeostasi metabolica *°, la ingesta
d’aliments, activitat fisica i processos metabolics mantenen un equilibri energétic a 'organisme
gue mostren un ritme circadiari *®. S’ha descrit que, I'alteracio o interrupcié d’aquest equilibri
suposa I'aparicio de trastorns, com malalties cardiovasculars, la diabetis o I'obesitat *°. Un altre

aspecte per I'asincronia d’aquest rellotge molecular és la son. En aquest cas, s’estaria parlant
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d’'un rellotge molecular del cicle vigilia/son. El desacoblament d’aquesta proporcié es deu a la
interrupcié de la son, treball per torns, jet-lag, estres, etc °!. Estudis, demostren que aquests
sOn associats a un augment de I'apetit, prevalenca a I'obesitat, sindrome metabolic, diabetis i
inclos certs tipus de cancer %, Aixi doncs, la desregulacio de les rutes metaboliques en les
quals esta implicat el rellotge molecular presenta una relacié directament proporcional amb la

programacio metabdlica a I'obesitat.

D’altra banda, la interleuguina 10 és una citoquina antiinflamatdria i immunosupressora

important *2. En condicions fisiologiques, el teixit adipds disminueix la inflamacié mitjancant la
secrecio de citoquines com la IL-10 >***, No obstant aixd, en condicions d’obesitat, es produeix
I'estat inflamatori al teixit adipds. Aquest estat es caracteritza per nivells alterats de citoquines,
>> on predominen les adipoquines proinflamatories, com IL-6, TNF-q; i la disminucié alhora,
d’adipoquines antiinflamatories com IL-10 °¢. Estudis recents, afirmen que la via senyalitzacié
de la interleuquina 10 pot inhibir la fase primerenca de I'adipogéenesi *’. | a més, altre estudi
realitzat per Gotaro Toda et al., il-lustra el potencial de la senyalitzacié d'IL-10 al fetge per
alleujar la resisténcia hepatica a la insulina en condicions d'obesitat *%. Aixi doncs, I'obesitat
s'associa amb una reduccié concorrent dels nivells d'IL-10, per aix0 aquesta interleuquina
podria presentar un efecte protector sobre trastorns com la hipertrigliceridémia i, per tant,

I'obesitat °2.

Una altra ruta metabdlica que imparteix un efecte significatiu amb la disfuncié metabolica com

I'obesitat és la transcripcio intervinguda per FoxO. FoxO és un factor transcripcional que actua

sobre el metabolisme de la glucosa i lipids per tal de proporcionar energia >°. Tapan Behl et
al. afirmen “la investigacio creixent també mostra que a través de FoxO1, els microARN (miR)
duen a terme mecanismes de regulacioé de lipids, cosa que suggereix que FoxO1 podria estar
implicat en els canvis genétics implicats en I'obesitat” ®. La disminucié de FOXO provoca la
disminucio de la degradacio6 de glucogen i augment de la produccié de glucosa hepatica. Per
tant, les dades presentades proposen que el paper de FoxOl es pot reduir en subjectes

obesos en comparacié amb subjectes sans *°.

Els miARNs seleccionats també presenten gens diana implicats a la ruta en la qual actua el

factor de transcripcio relacionat amb Runl (RUNX1). Aquest és un factor de transcripcié que

s’ha relacionat amb I'obesitat ¢*. A I'article de Xiaoli Hou et al. estudia el procés de browning
del teixit adipos al suprimir RUNX1. En aquest, s’observa com, mitjan¢ant la inhibicié per

fosforilacio del factor RUNX1, es desestabilitza el factor i augmenta predisposicié a I'obesitat
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i altres malalties metabdliques relacionades 2. Es coneix, per tant, que I'expressié de RUNX1
es troba disminuida en individus amb sobrepés o obesitat en comparacié a individus amb
normopes ®2. Aquest fet explica que la pérdua de la funcié de RUNX1 suposa la fosforilacié i,
per tant, la inhibicié d’Akt, de la via de senyalitzacio d’'insulina PI3K/Akt. Aixi doncs, es dona
una desregulacié del metabolisme, com la disminucié de la captacié de glucosa per part del

teixit adipds (disminucié de I'adipogenesi) .

La regulacié de la biosintesi de colesterol per SREBP és una ruta metabolica important en

gue participen gens diana dels miARNSs seleccionats a aquest TFG. Concretament, el SREBF
és un factor de transcripcié essencial que regula molts gens del metabolisme lipidic i glucidic,
i homeostasi energeética al promoure la glucolisi, lipogénesi i adipogénesi . Aleshores, la
ingesta indueix 'augment d’expressio de SREBP; fet que suposa major predisposicio a
malalties metaboliques com I'obesitat, diabetis o dislipeémia . Tanmateix, aquest gen presenta
diverses isoformes, pel que pot presentar diferents respostes al colesterol . | aixi, també
diferents riscs a I'obesitat i problemes metabdlics relacionats. Generalment, I'activacio de la
via SREBP és comu en les cel-lules adiposes d’individus amb obesitat . John F. Reichard i
Lynne T. Haber a un estudi van trobar com ratolins transgénics amb SREBP serien resistents
a lainsulina i presentaren complicacions d’obesitat ¢’. A altre estudi amb rates obeses induides
per la dieta per rica en greix, tractades amb licorina (alcaloide cristal-li terapéutic), el gen
SREBF es regulava a la baixa a les rates amb gracies a un tractament amb licorina . Per

tant, la via de SREBP es troba directament relacionada amb I'obesitat.

ELT3 és un gen que codifica una proteina que participa en la formacié i multiplicacié de
cel-lules sanguinies noves %. La via de senyalitzacié d’aquest gen s’associa amb I'obesitat.
Mutacions en el gen FLT3 juntament amb el metabolisme dels acids grassos poliinsaturats
presenten una associaci6 amb un IMC més elevat °. Una investigacio realitzada per Luca
Mazzarella et al. va confirmar que certes mutacions en FLT3 van relacionar positivament la
via de senyalitzacido d’aquest gen amb l'obesitat. FLT3 mutat quan s’uneix al seu lligand
especific suposa un canvi conformacional en certs residus de tirosina de diverses vies de
senyalitzacié cel-lular inhibint-les, una de les quals s’inclou és la via PI3K/Akt 7. Segons la
bibliografia i com s’ha comentat anteriorment, un bloqueig o disminucié en la via PI3K/Akt de
la insulina altera el metabolisme cel-lular i, per tant, comporta a condicions patoldgiques com

I'obesitat o malalties relacionades 7.
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Finalment, I'dltima ruta metabdlica en la qual estan involucrats ARNm diana dels miARNs

seleccionats és la inhibicid de la produccié d’oxid nitric (NO). NO és un regulador fisiologic

vasodilatador i antioxidant, que presenta diverses funcions a l'organisme 72, regula el
metabolisme de substancies energetiques, per la qual cosa esta categoritzat com regulador
central del metabolisme energétic i composicié corporal 2. La biodisponibilitat de NO és major
en persones amb normopés 4. Per la qual cosa, persones amb obesitat a causa de la seva
vasoconstriccié i augment de certes substancies, els nivells de NO es veuran disminuits .
Per tant, Brian E. Sansbury i Bradford G. Hill afirmen “La biodisponibilitat de NO disminueix
en models animals d'obesitat induida per la dieta i en pacients obesos i resistents a la insulina;
i 'augment de la produccié de NO té efectes notables sobre l'obesitat i la resisténcia a la

insulina” 73.

4.2.3 QUANTIFICACIO miARNs SELECCIONATS A MOSTRES DE LLET |
GLANDULA MAMARIA

Per estudiar els nivells dels miARN seleccionats, es va realitzar una retrotranscripcio i una
gPCR del miR-195, miR-99b, miR-181a i miR-30d a mostres de glandula mamaria i llet
materna de rates OID i rates control. En concret es van determinar els nivells de cada un dels

mMiARN seleccionats a mostres de llet materna a dia 15 i glandula mamaria a dia 21.

Amb les Ct de les reaccions RT-gPCR de cada un dels miARN seleccionats i el housekeeping
(miR-99a), es va calcular la formula 2-22¢t, Es va atribuir com a referéncia, el 100% a les
mostres control. Aixi es van obtenir els percentatges d’expressio dels miARNs de les mostres
OID respecte al grup control. Els resultats de 'analisi dels nivells d’expressié dels miARN
seleccionats del grup OID respecte a les mostres control, tant a glandula mamaria com a llet

materna, es representen a la Figura 3.

Observem que els nivells de miR-195 a les mostres de llet materna i glandula mamaria del
grup OID respecte del grup control, no canvien la seva expressio6 relativa. S’ha descrit que el
miR-195 en els hepatocits, esta regulat a I'alcada per una dieta alta en acids grassos saturats
i altera la senyalitzacié de la insulina hepatica a través de la supressié d'INSR (receptor de
insulina) 8. A més, segons un estudi en el qual van emprar ratolins amb obesitat induida per
la dieta, es va veure com l'expressié de miR-195 al teixit adipd6s augmentava respecte a
ratolins control 3. De manera que, I'expressié de miR-195-5p, sol ser més elevada amb

condicié normopés en comparacio al sobrepées %4,
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Els nivells d’expressio de miR-99b, tant a les mostres de llet materna com a les de la glandula
mamaria del grup OID estan regulades a la baixa respecte a les del grup control. A més, es
veu com aguesta expressio en les mostres de llet presenta un p-valor molt significatiu (p-
valor= 0.0037). El miR-99b-5p és un dels principals reguladors dels gens relacionats amb el
metabolisme dels lipids **. Segons uns estudis, el nivell d’expressié de miR-99b-5p es troba
disminuit al teixit adipos en individus amb obesitat sent aixi un biomarcador de diverses

malalties entre les quals es troba I'obesitat 3543,

L’expressio relativa de miR-181a-5p en cas de les mostres de la glandula tendeix a augmentar
en les mostres OID respecte dels control, tot i que, aguest augment poc significatiu (p
valor<0.1). Segons la bibliografia consultada I'expressio de miR-181a-5p en individus amb
obesitat es correlaciona inversament a I'adipositat i resisténcia a la insulina induida per

TNFa*. Es a dir, 'expressié del miR-181a en el teixit adipds esta regulada a la baixa en

pacients amb obesitat *°.

Finalment, I'expressié de miR-30d-3p presenta diferéncies significatives com podem observar
ala Figura 3.D, tant en la llet com en la glandula mamaria. En ambdds casos, I'expressié esta
regulada a la baixa a les rates del grup OID respecte al grup control amb un p-valor menor de
0.1 0.05 en la llet materna i glandula mamaria, respectivament. Aixi doncs, es pot afirmar
que I'expressio d’aquest miARN disminueix amb la induccié de I'obesitat mitjangant la dieta a
rates lactants. La relacié entre miR-30d-3p i I'obesitat es corrobora perqué aquest miARN és
un regulador del gen Sirt3, el qual s’ha postulat com biomarcador de I'obesitat, entre altres
patologies #’. A més a més, segons la bibliografia uns nivells circulants de miR-30d elevats es
relacionen positivament amb nivells de transcrits de la proteina SFRP4 al teixit adipds, la qual
és clau en el desenvolupament del teixit gras *’. Aquesta proteina SFRP4 és un membre de
la familia SFRP que exerceix un paper fonamental en la patogénia de I'obesitat i la diabetis
de tipus 2, i té un paper en la regulacié del creixement cel-lular i la diferenciacio de certs tipus
de cel-lules especifiques ’. Per tant, nivells circulants de miR-30d elevats es relacionen amb
I'obesitat i diabetis *7, al contrari del que s’observa al nostre estudi. Aquesta possible diferencia
pot deure's al fet que, al nostre estudi, es tracta d'individus als quals se'ls ha induit l'obesitat
mitjancant la dieta durant un periode curt de temps (15 dies amb dieta obesogena). Els altres
estudis, els individus tenien una obesitat més instaurada, i @ més, no es poden descartar
diferéncies especifiques entre el teixit adipds en el cas de I'estudi i la glandula mamaria del
TFG.
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Hi ha diferéncies en el perfil de miARNs relacionats amb el desenvolupament de 'obesitat a
glandula mamaria i llet materna de rates lactants amb OID. Per tant, aquestes diferéncies

podrien tenir implicacions a la programacié metabolica de la descendéncia.

A.
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Figura 3. Nivells dels miARNSs en llet (gris) i glandula mamaria (blau) de mostres de grup
control i grup d’obesitat induida per la dieta (OID). Es representa el percentatge
d’expressio (%) amb les mitjanes £+ SEM del grup OID en relacié al grup control, el qual s’ha
agafat de referéncia. Estadistiques del test de Mann-Whitney Wilcocon: * p<0.1, ** p<0.05, ***
p<0.01.
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5 CONCLUSIONS

En definitiva, segons les dades recopilades i una vegada finalitzada la revisio sobre la relacio

entre els miARN i 'obesitat, es conclou:

¢ La glandula mamaria, la llet materna, el liquid amnidtic i el cordé umbilical presenten
MIARNSs. Aquests miIARNS, sobretot els de la llet i glandula, podrien exercir accions
sobre mecanismes fisioldgics i patologics relacionats amb la prevalenga a I'obesitat.

e Els miARN miR-195, miR-99b, miR-181a i miR-30d, presenten miultiples ARNm diana
qgue actuen sobre una gran varietat de rutes metabdliques, entre les quals 7 d’aquestes
podrien relacionar-se, directa o indirectament, amb la programacié metabolica de
'obesitat.

e Els perfils d’expressido de miR-99b, miR-181a i miR-30d a glandula mamaria i llet
materna estan alterats a Wistar amb OID. En concret, es troben nivells elevats de miR-
miR-181a a la glandula mamaria de rates lactants amb OID en comparacio a les
controls; i nivells disminuits de miR-99b (a llet), i miR-30d (tan a llet com a glandula

mamaria) a les rates amb OID.

Com conclusio global, es pot confirmar la gran rellevancia que presenten els miARNs en certs
teixits i fluids en concordanca a la programacié metabodlica de l'obesitat. Tot i aix0, és
necessari un major coneixement del rol metabolic dels miARN, si aquest canvis poden a
regular I'expressio genica de la descendéncia i, en concret en afectar al desenvolupament

primerenc de I'obesitat.
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