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RESUM

L'epigenética ha estat implicada en la relacio entre la sobrenutricio materna i el desenvolupament fetal. La
placenta és un teixit transitori que regula la funcié endocrinometabolica i el desenvolupament del fetus. En
la funcid de la placenta i el creixement fetal hi tenen un paper clau els gens d’impressidé geneética, regulats a
través de metilacié de I’ADN. Entre els gens impresos en placenta, s’hi troben els clusters génics DLK1-DIO3 i
C19MC. En aquest context, els objectius del treball han estat: (I) estudiar la metilacié de I’ADN de DLK1-DIO3
i CI9MC en placenta; i (ll) estudiar l'associacid de la metilaci6 d’aquests gens amb parametres

antropometrics i endocrinometabolics de les gestants i dels respectius nadons.

Per tal d’assolir els objectius, es va estudiar una cohort de 60 parelles embarassada-nadé de la regid de I'Alt
Emporda amb dades cliniques disponibles. A partir de la placenta es va extreure I’ADN, es va bisulfitar i es va
amplificar la regié d’interes amb encebadors especifics per a ADN bisulfitat. EI producte resultant es va
pirosequenciar per quantificar el percentatge de metilacid de cada CpG. Els resultats es van analitzar

estadisticament amb el software SPSS i es va establir un nivell de significacié de p=0.05.

No es van trobar diferencies significatives del perfil de metilacié de les regions estudiades de DLK1-DIO3 i
C19MC en els 4 grups d’estudi (grup (1) control comparat amb (2) obesitat pregestacional amb obesitat
gestacional, (3) obesitat pregestacional i (4) obesitat gestacional). No obstant aix0, el percentatge de
metilacid de DLK1-DIO3 va correlacionar positivament amb la tensid arterial i I’'hemoglobina glicosilada
(HbA1C) de la mare, mentre que la metilacié de C19MC es va associar als nivells materns d’insulina,
triglicérids i colesterol total. Pel que fa als respectius nadons, no es van trobar relacions significatives.
Després de corregir per comparacions multiples, el colesterol total es va mantenir associat amb el grau de
metilacié en C19MC (r=0.624; p=0.004). En una analisi multivariant de regressio lineal, el colesterol total
matern correlacionava de forma independent amb el percentatge de metilacié de CI9MC, explicant un 43%

de la variancia (B=0.682; p=0.001).

En conclusid, el colesterol total matern i el grau de metilacié de C19MC en placenta es troben relacionats, i

com a conseqliéncia podrien afectar el desenvolupament endocrinometabolic fetal.



RESUMEN

La epigenética ha sido implicada en la relacién entre la sobrenutricion materna y el desarrollo fetal. La
placenta es un tejido transitorio que regula la funcidon endocrinometabdlica y el desarrollo del fetus. En la
funcién de la placenta y el crecimiento fetal, tienen una funcién clave los genes impronta, regulados a través
de la metilacion del ADN. Dentro de los genes imprentados en placenta, se encuentran los clisteres génicos
DLK1-DIO3 y C19MLC. En este contexto, los objetivos del trabajo han sido: (I) estudiar la metilaciéon del ADN
de DLK1-DIO3 y CI19MC en placenta; y (IlI) estudiar la asociacién de la metilacion de estos genes con

parametros antropométricos y endocrinometabdlicos de las gestantes y de sus respectivos hijos.

Para alcanzar los objetivos, se estudié una cohorte de 60 parejas de embarazada—hijo de la regién del Alt
Emporda con datos clinicos disponibles. A partir de la placenta se extrajo el ADN, se bisulfitd y amplificé la
region de interés con cebadores especificos para ADN bisulfitado. El producto resultante se
pirosecuenciacid, donde se determiné el porcentaje de metilacidon de cada CpG. Los resultados se analizaron

estadisticamente con el software SPSS y se establecid un nivel de significacién de p=0.05.

No se encontraron diferencias significativas en el perfil de metilacidon de las regiones estudiadas de DLK1-
DIO3 y C19MC en los 4 grupos de estudio (grupo (1) control compardo con (2) obesidad pregestacional con
gestacional, (3) obesidad pregestacional y (4) obesidad gestacional). Sin embargo, el porcentaje de
metilacion de DLK1-DIO3 se correlaciond positivamente con la tension arterial y la hemoglobina glicosilada
(HbA1C) de la madre, mientras que la metilacién de C19MC se asocidé a los niveles maternos de insulina,
triglicéridos y colesterol total. En lo que hace referencia a los respectivos hijos, no se encontraron relaciones
significativas. Después de corregir por comparaciones multiples, el colesterol total se mantuvo asociado con
el grado de metilacién en C19MC (r=0.624; p=0.004). En un analisis multivariante de regresion lineal, el
colesterol total materno correlacionaba de forma independiente con el porcentaje de metilacion de C19MC,

explicando un 43% de la varianza (B=0.682; p=0.001).

En conclusion, el colesterol total materno y el grado de metilacion de CI19MC en placenta se encuentran

relacionados, y como consecuencia podrian afectar el desarrollo endocrinometabdlico fetal.



ABSTRACT

Epigenetics has been involved in the relationship between maternal overnutrition and fetal development.
The placenta is a transitory tissue that regulates the endocrinometabolic functions and development of the
fetus. Imprinted genes have an important role in the function of the placenta and fetal growth, and are
regulated through DNA methylation. Among the imprinted genes in placenta there are the gene clusters
DLK1-DIO3 and C19MC. In this context, the objectives of the study were: (1) to study the DNA methylation of
DLK1-DIO3 and C19MC in placenta; and (ll) to study the association between the methylation of these genes
and the anthropometric and endocrinometabolic parameters of pregnant women and their respective

children.

In order to achieve the objectives, a cohort of 60 pairs of pregnant woman-child from the region of Alt
Emporda was studied with available clinical data. DNA was extracted from the placenta, bisulfited and the
region of interest was amplified with specific primers for bisulfited DNA. The obtained product was
pyrosequenced to quantify the percentage of methylation of each CpG. The results were statistically

analyzed with SPSS software and significance level was set at p=0.05.

No significant differences were found regarding the methylation profile of the studied regions of DLK1-DIO3
and C19MC when comparing the 4 study groups (control (1) group compared with (2) pregestational with
gestational obesity, (3) pregestational obesity and (4) gestational obesity). However, the percentage of
methylation of DLK1-DIO3 positively correlated with maternal blood pressure and glycated hemoglobin
(HbA1C), whereas the methylation in CI9MC was associated with maternal insulin, triglycerides and total
cholesterol. Regarding their respective children, no significant relationships were found. After correcting for
multiple testing, total maternal cholesterol was still associated with the methylation level of C19MC
(r=0.624; p=0.004). In a multivariate linear regression test, maternal total cholesterol correlated
independently with the CI19MC methylation percentage, explaining a 43% of the variance (B=0.682;
p=0.001).

In conclusion, maternal total cholesterol and the methylation level of CI9MC in placenta are related, and as

a consequence they could affect fetal endocrinometabolic development.
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1. INTRODUCCIO

1.1. NUTRICIO PRENATAL | PROGRAMACIO METABOLICA
La nutricid inadequada durant I’'embaras té conseqieéencies a llarg termini per la descendéncia, predisposant
o “programant” el fetus per al desenvolupament de malalties metaboliques, tals com I'obesitat i diabetis

tipus 2, en edat adulta (Desai et al. 2015). Aquest procés es coneix amb el nom de programacié metabolica.

El periode de fam que va tenir lloc a Alemanya en el 1944-1945 va oferir 'oportunitat de determinar els
efectes de la malnutricié perinatal. Els nadons de les mares exposades a la fam durant els dos primers
trimestres d’embaras tenien menor pes al naixement i paradoxalment una major incidéencia d’obesitat que la
poblacié general. En particular, els infants que tenen un pes al naixement baix i un creixement recuperador
amb un increment de pes excessivament rapid en els primers anys de vida, conegut com a “catch-up”, tenen
un elevat risc de patir obesitat i sindrome metabolica en edat adulta (Desai et al. 2015). La sindrome
metabolica és diagnosticada quan almenys tres dels seglients trastorns sén presents en un individu:
hipertensid arterial, elevats nivells de glucosa en sang, acumulacié de greix abdominal, inflamacions
sistemiques, elevats nivells de triglicérids i una disminucié de lipoproteines d’alta densitat conegudes

popularment com a colesterol del “bo” (Amihaesei & Chelaru 2014).

Per altra banda, la sobrenutricié materna i/o el guany de pes durant I'embaras estan associats a un elevat
pes al naixement, i un increment de patir obesitat i diabetis en edat adulta (Desai et al. 2015). El guany total
de pes durant I’embaras depén considerablement de cada dona i es troba relacionat amb el nombre de
fetus, I’étnia, I'edat materna o la paritat. Aixi, s’estableixen les categories d’obesitat pregestacional o
d’obesitat gestacional, quan I'index de massa corporal (IMC) de la mare previ a I'embaras és superior a 24,9
Kg/m?, o quan el guany de pes durant 'embaras és superior al rang normal, respectivament (Rasmussen &
Yaktine 2009). Diversos estudis han trobat associacions positives entre el guany de pes gestacional i
I'adipositat de la descendéncia en la infancia, en I'adolescencia i en edat adulta demostrant els efectes en la

programacio metabolica de la sobrenutricié materna durant la gestacié (Lawlor et al. 2012).

Aixi, s’observa una clara relacié entre la nutricid prenatal, el pes al naixement i els problemes metabolics en

I’edat adulta (Desai et al. 2015; Figura 1).
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El paper de la programacié metabolica en la poblacié respecte a la nutricié gestacional. Les mares que acostumen a tenir un
pes normal tenen un infant amb un perfil de pes normal. L’augment de prematurs i la restriccio de creixement intrauteri (IGUR en la
figura) com a conseqiiéncia de la desnutricié conjuntament amb una elevada supervivéncia neonatal i una posterior exposicid de la
dieta occidental, ha resultat un augment de la incidéncia de 'obesitat. Les mares amb fenotip obés tenen descendents amb elevat
index de greix corporal i major risc d’obesitat i sindrome metabolica. Font: Desai et al. 2015

1.2. LEPIGENETICA | LA NUTRICIO PRENATAL
Tot i que el genoma d’un individu és estable, I'epigenoma té el potencial de ser modificat de manera
reversible per I'exposicié de factors ambientals i nutricionals (Waterland 2014). El fenomen de I'epigenetica
és una caracteristica essencial en el desenvolupament dels mamifers que provoca canvis persistents i
heretables en I'expressié dels gens sense alterar la seqiiéncia de 'ADN. Aix0, pot tenir lloc per diferents
mecanismes: (1) I'addicié de grups metil en la seqiiéncia de I'ADN conegut com a metilacid, (2) la modificacié
post-transcripcional d’histones o (3) la regulacio transcripcional i post-transcripcional per ARN no codificant
(ARNnNc). Les marques epigenetiques poden alterar I'accessibilitat de la maquinaria transcripcional en un
promotor genic - com és el cas de la metilaciéd de I’ADN o les modificacions d’histones - o degradar I’ARN
missatger (ARNm) i impedir la seva traduccid, com els ARNnc. D’aquesta manera, poden activar o inactivar

determinants gens d’una ceél-lula en un determinant moment (Desai et al. 2015).

La metilacié de 'ADN és el mecanisme més ben conegut que té lloc a les citosines adjacents de guanines,
gue sovint es troben en alta freqliéncia en regions conegudes com a illes CpG. Aquest mecanisme consisteix
I’addicié de grups metil en una citosina, anell de pirimidina de cinc carbonis, i com a resultat s’obté la
formacidé de 5’-metil-citosina en ’ADN (Figura 2). Aquest grup metil prové del donador universal de grups
metil conegut com a S-adenosilmetionina (SAM). En humans, la font principal de grups metil prové de la
dieta (Chango & Pogribny 2015). Les ADN metiltransferases sén tres enzims molt conservats (DNMT1,
DNMT3A i DNMT3B) responsables d’afegir i mantenir els grups metil en una molécula. La metilacié d’un o
més dinucleotids CpG en els promotors génics pot permetre la modificacié de la unidé o el bloqueig dels

factors de transcripcid de determinats gens (Medvedeva et al. 2014).
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Representacié esquematica de la conversidé de la citosina a 5’'metil-citosina per accid de les metiltransferases d’ADN
(DNMT). SAM: S-adenosilmetionina.

La nutriepigenomica és un camp emergent de recerca que es basa en la interaccié entre la nutricid i
I’epigenoma (Burdge & Lillycrop 2014). Les condicions nutricionals poden interferir en I'epigenoma, per
exemple, en la disponibilitat de grups metils per la formacié de SAM-CHs;. Hi ha evidencies que factors
nutricionals i ambientals poden interactuar amb el genotip modulant les marques epigenétiques amb un
gran impacte en el fenotip (Desai et al. 2015). La deficiéncia de grups metil a causa d’una dieta inadequada i
altres factors en l'estil de vida com podria ser alcohol, tabac o estrés, poden provocar canvis globals o
especifics en la metilacié de ’ADN (Chango & Pogribny 2015). Wolf et al. 1998 va publicar que les femelles
de ratoli amb pelatge negre alimentades amb dietes suplementades amb grups metil (acid folic, vitamina
B12, betaina i colina) canvien la regulacié epigenética de I'expressié del gen agouti en la descendéncia.
Aquest estudi mostra que la dieta materna és important per I'epigenoma de la descendéncia. Altres estudis
han confirmat aquesta hipotesi i han trobat que modificant la dieta materna, per exemple amb una dieta
deficient en proteines o amb alt contingut lipidic, s’'indueixen canvis en el perfil de metilacié de I’ADN de la

descendéncia (Altobelli et al. 2013; Yu et al. 2015).

1.3. METILACIO EN PLACENTA COM A PROGRAMADOR METABOLIC
La placenta té funcions molt importats en el desenvolupament del fetus, entre d’altres: proporcionar una
interferéncia immunologica entre la mare i el fetus, servir de transport de nutrients i de productes de
desfeta entre la mare i el fetus, i ser una font de péptids i hormones esteroides que tenen influéncia sobre el
metabolisme i desenvolupament fetal, placental i maternal. De manera que, el desenvolupament fetal ve
determinat per les funcions de la placenta (Fernandez-Twinn & Ozanne 2010). Unes condicions intrauterines
adverses poden alterar I'expressié génica de la placenta i subseqiientment funcions que resulten en una
alteracié del creixement de l'infant, i un augment de la incidéncia de patir malalties metaboliques i/o

cardiovasculars (Seki et al. 2012).



Els canvis en I'expressié génica de la placenta produits per les condicions intrauterines ambientals poden ser
atribuits a alteracions epigenetiques. Utilitzant models animals s’ha suggerit que alteracions en el patré de
metilacié poden conduir a una morfologia adversa de la placenta i problematiques en el naixement (Serman
et al. 2007). Diversos estudis han relacionat la restriccié del creixement intrauteri amb les alteracions
epigenétiques de la placenta, incloent-hi canvis en la metilacié de I’ADN de gens implicats en la regulacio del
creixement i del desenvolupament (Banister et al. 2011; Diplas et al. 2009). En humans, per exemple, una
alteracio en el perfil de metilacié en les regions de control de I'expressié del clister de gens H19/IGF2 en la

placenta, ha estat relacionat amb restriccio del creixement intrauteri (Bourque et al. 2010).

El clster génic H19/IGF2 forma part d’una série de gens relacionats amb el creixement i desenvolupament
prenatals que es troben regulats epigenéticament en placenta, coneguts com els gens d’impressié geneética.
La impressid genética és un fenomen epigenetic complex. Els gens d'impressié sén gens expressats
monoal-lélicament i la seva expressié depen de I'origen parental (Monk 2015). L’estat de transcripcid dels
al-lels d’impressid és estrictament determinat pel genere de la linia parental del qual és heretat. Per
exemple, per un locus en concret I'al-lel paternal és transcripcionalment actiu alhora que I'al-lel matern es

troba silenciat de forma epigenética.

Molts dels loci d’aquests gens d’impressié genetica comparteixen caracteristiques comunes en temes
d’organitzaciéd genomica, funcions fisiologiques i regulacions epigenetiques, la qual cosa facilita la seva
identificacié (Edwards & Ferguson-Smith 2007). En primer lloc, els gens d’impressié genética tendeixen a
trobar-se en grans dominis cromosomics. En segon lloc, els gens d’impressié genética tenen un paper
important en el creixement prenatal de I'embrié i/o la placenta, la regulacié de rutes metaboliques i
funcions en el cervell. En tercer lloc, I’activacié o el silenciament d’aquests al-lels impresos dins d’un cluster
génic és coordinat des de regions allunyades conegudes com a elements de control d’impressié (ICR;
imprinting control regions) mitjangant modificacions epigenétiques. Aquestes regions tenen una metilacié
especifica segons el genere de la linia germinal. La metilacié de 'ADN en els elements de control d’impressio
en regula la seva expressié. Finalment, el gens d’'impressié genética freqiientment presenten una regio
secundaria diferencialment metilada, coneguda com a DMRs (Differentially methylated region), establerta
després de la fertilitzacié (Edwards & Ferguson-Smith 2007). Entre els gens d'impressid genetica s’hi troben

el domini de gens DLK1-DIO3 i el cluster de microARNs del cromosoma 19.



1.3.1. DLK1-DIO3
El domini DLK1-DIO3 es localitza en el cromosoma 14 i la seva expressié és principalment regulada per una
regié ICR control d’impressié coneguda com a IG-DMR (Lin et al. 2003; Figura 3). El domini DLK1-DIO3 en els
mamifers placentals conté els gens que codifiquen per Delta-like homologue 1 (DLK1), retrotransposon-like
gene 1 (RTL1/ MART1), deiodinase type 3 (DIO3) i varis microARNs (Da Rocha et al. 2008). El gen DKL1
codifica per una glicoproteina transmembrana i participa en la diferenciacié cel-lular. In vivo, s’ha descrit
com a inhibidor de I'adipogenesi. RTL1, ha perdut I'habilitat de ser autdbnomament retrotransposat i
s’expressa principalment durant els estadis embrionaris en alguns teixits i en la placenta. El gen DIO3 codifica
per la iodotirosina desiodinasa 3 (D3), un enzim que catalitza la desiodacié de les hormones tiroidees, T3 i
T4, que donara lloc als metabolits inactius T2 i T3 respectivament. Aquest enzim permet desenvolupar

proteccio a I'organisme contra un excés d’hormones tiroidees (Da Rocha et al. 2008).

En models de ratoli s’han descrit disfuncions metaboliques relacionades amb el domini DLK1-DIO3. Per
exemple, el gen DLK1 afecta I'acumulacio de teixit adipds i el metabolisme de la glucosa en adults (Lee et al.
2003). A més a més, s’ha vist que el ratoli DKL1 null (amb el gen DLK1 no funcional), desenvolupa una
obesitat moderada en una dieta normal perd, comparat amb el salvatge, té un 30% d’augment en
I'acumulacié del teixit adipds blanc en una dieta rica en greix. Aquest ratoli, a més, desenvolupa

hipotiroidisme en edat adulta (Moon et al. 2002).

IG
DLK1 DMR RTL1 DIO3

> 0—€ >

Representacio esquematica del domini DLK1-DIO3.

En humans, la regidé IG-DMR és metilada diferencialment i s’han identificat delecions i mutacions
epigenéetiques en el domini DLK1-DIO3 indicant que aquest element actua com a una regid control
d’impressié genética (Edwards et al. 2008). La regié reguladora IG-DMR és metilada durant
I’espermatogenesi, en canvi, es manté no metilada en la linia germinal materna. Per tant, I'expressié

d’aquest domini és determinada per I’al-lel matern (Edwards et al. 2008).
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1.3.2. C19MC, CLUSTER DE MICROARNS DEL CROMOSOMA 19
Els microARNs pertanyen a la familia dels ARNs petits no codificants (ARNnc) que regulen I'expressié genica a
nivell post-transcripcional degradant ’ARNm o bloquejant-ne la seva transcripcié. Aquestes molécules sén
critiques en el desenvolupament, proliferacié, comunicacié i mort cel-lular, aixi com en la diferenciacié i en el
manteniment de la identitat tissular (Huang et al. 2011). S’han descrit alteracions en els microARNs en una
varietat de malalties humanes, com per exemple, malalties cardiovasculars o cancers (Thum et al. 2008; Liz
& Esteller 2016). Alguns estudis també suggereixen que els microARNs poden tenir un paper diagnostic en

patologies associades a 'embaras (Pineles et al. 2007; Kotlabova et al. 2011).

El cluster de microARNs C19MC es troba en el cromosoma 19 a la regié q13.41 (Figura 4). Aquest cluster
només s’expressa en placenta, on és expressat I'al-lel heretat del pare. El promotor d’aquest cluster es troba
en una regio rica en CpG i esta metilat en I'al-lel matern (Noguer-Dance et al. 2010). Noguer-Dance et al.
2010 van demostrar amb técniques de marcatge fluorescent que cél-lules mare diploides derivades de la
placenta exhibien un Unic senyal per nucli indicant que C19MC és expressat monoal-lelicament, i que per
tant aquest clUster es troba sotmes al mecanisme d’impressié genética. Kotlabova et al. 2011 van identificar
un conjunt de microARNs del cluster CI9MC, concretament miR-516, miR-517, miR-518b, miR-520a, miR-
520h, miR-525 i miR-526a, expressats en el plasma matern de dones embarassades perd no en dones no
embarassades. A banda d’aquests resultats, també van demostrar la presencia de majors nivells
extracel-lulars de microARNs de C19MC, concretament miR-516, miR-517, miR-518b, miR-520a, miR-520h,

miR-525 i miR-526a en embarassos amb un progrés normal.

ICR c19MC
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Figura 4: Representacid esquematica del cluster microARNs C19MC.

La funcié biologica del cluster C19MC és encara forca desconeguda. S’ha vist que normalment és
sobreexpressat en certs tumors cerebrals agressius, suggerint un paper important en la proliferacié cel-lular

(Li et al. 2009). Els microARNs d’aquest cluster també es troben involucrats en la senyalitzacio del
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desenvolupament i la morfologia de la placenta, i s’expressen de manera diferent durant la diferenciacié de

les ceél-lules embrionaries humanes (Laurent et al. 2008).

1.4. JUSTIFICACIO DE L’ESTUDI
L'obesitat gestacional i/o pregestacional s’ha relacionat amb el fenomen de programacié metabolica de la
descendéncia, no obstant aix0, els mecanismes d’aquesta programacié no estan ben definits. Es suggereix
gue un ambient prenatal inadequat, per exemple, de sobrenutricié6 materna durant I'embaras pot induir
aquests canvis en el fetus en desenvolupament a través de la metilacié de 'ADN. Els gens d’impressio
genetica sén gens regulats per metilaci6 de I'ADN i en placenta tenen un paper crucial en el
desenvolupament fetal. La nostra hipotesi és que I'obesitat gestacional i/o pregestacional modificara els
nivells de metilacio de I’ADN dels gens DLK1-DIO3 i C19MC en placenta. Aquests nivells de metilacié de I’ADN
es correlacionaran amb parametres antropométrics i/o endocrinometabolics de la gestant i parametres de

creixement postnatal dels respectius nadons.

2. OBIJECTIUS

The following aims were studied in a cohort of mother-child pairs:

o To study the degree of methylation of DLK1-DIO3 and C19MC in placentas from control pregnancies
and pregnancies with pregestational/gestational obesity.
e To study the association of the methylation of these genes with anthropometric and

endocrinometabolic parameters from women and their respective children.

3. METODOLOGIA

3.1. POBLACIO D’ESTUDI
La cohort d’estudi va consistir en 60 dones embarassades caucasiques i els seus respectius nadons nascuts a
I’'hospital de Figueres (Alt Emporda). Es van excloure dones amb complicacions meédiques, incloent-hi
embarassos multiples, diabetis gestacional, preeclampsia (estat d’hipertensid arterial durant 'embaras amb
riscos materno-fetals) o prematurs. També es van excloure embarassos amb tecnologia de reproduccié
assistida. Al part, es va recollir una mostra de placenta de la regié de les vellositats corioniques, es va rentar

amb PBS (Phosphate Buffered Saline) i es va guardar a -802C per a estudis posteriors.

Per tal d’assolir els objectius es van establir 4 grups de parelles embarassada-nadd segons els parametres
IMC pregestacional i increment de pes durant I'embaras (Taula 1). El grup control correspon a totes les
parelles embarassada-nadd on les mares presentaven pes normal pregestacional i guany de pes normal

durant 'embaras. El grup d’obesitat pregestacional i gestacional on les mares tenien sobrepés/obesitat pre-
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gestacional i guany de pes per sobre el rang normal durant I'embaras. El grup d’obesitat pregestacional en el

que les mares complien un perfil de sobrepés/obesitat pregestacional i un guany de pes dins del rang normal

durant 'embaras. | finalment, el grup d’obesitat gestacional on I'lMC pregestacional de les mares era normal

pero el guany de pes durant I'embaras va ser superior al normal.

Grups d’estudi amb els respectius parametres utilizats per classificar-los. IMC: index de massa corporal (pes/algadaz).

, IMC PREGESTACIONAL GUANY DE PES DURANT
GRUPS D’ESTUDI (Kg/mz) EMBARAS (Kg)

CONTROL 18.5-24.9 11.5-16.0

Sobrepés 25.0-29.9 >115
OBESITAT PREGESTACIONAL AMB
OBESITAT GESTACIONAL Obesitat 5300 >9.0

Sobrepés 25.0-29.9 7.0-11.5
OBESITAT PREGESTACIONAL

Obesitat >30.0 5.0-9.0
OBESITAT GESTACIONAL 18.5-24.9 >16.0

3.2. VARIABLES CLINIQUES | ANALITIQUES
Les dades de les variables cliniques i analitiques durant I'embaras i el part van ser extretes d’informes medics
oficials. En totes les dones es va realitzar un seguiment prenatal que consistia en examens medics rutinaris
[pes i tensid arterial (TA) mesurada amb un esfigmomanometre] i analitiques de sang [Hemoglobina
glicosilada (HbA1C), glucosa, insulina, colesterol, triglicerids mesurats amb ELISAs i proves bioquimiques].
L'IMC va ser calculat com el pes dividit per 'alcada al quadrat (Kg/m?). Les analitiques de sang es van
realitzar a totes les dones el segon trimestre d’embaras, entre la setmana 24 i 28 de gestacié. L'HbA1C
consisteix en la glicosilacié de I’'hemoglobina i és un indicador de les fluctuacions dels nivells de glucosa en
sang durant els ultims mesos. Els nivells elevats de glucosa i insulina ens permeten identificar un perfil de
probable diabetis gestacional. El colesterol i els triglicerids son marcadors del perfil lipidic de I'individu i
nivells elevats indiquen un pitjor perfil metabolic. La TA sistolica (TAS) i diastolica (TAD) sén coneguts com a

marcadors de risc cardiovascular.
Al naixement, es va registrar el pes i la talla dels nadons utilitzant una balanga calibrada pel pes i una taula

de mesures per la longitud. Als 12 mesos després del naixement es va realitzar un seguiment del pes i

I’alcada del nen, utilitzant la mateixa metodologia que al naixement.
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3.3. IMPLICACIONS ETIQUES | DE SOSTENIBILITAT
El protocol de I'estudi va ser aprovat pel comite d’etica de I'hospital Dr. Josep Trueta i es va obtenir el
consentiment informat escrit de totes les dones. En tot moment, es va mantenir la confidencialitat de les
dades personals i es va treballar amb un fitxer protegit on es van codificar amb nuimeros els subjectes
d’estudi. Per dur a terme aquest projecte es va estar informat i es van seguir els protocols de bioseguretat i

tractament de residus corresponents.

3.4. ESTUDI DE METILACIO DE L’ADN
L'estudi de metilacié de 'ADN es va realitzar en les mostres placenta, un teixit facilment accessible i
regulador del desenvolupament fetal. Els gens escollits per aquest estudi van ser DLK1-DIO3 i C19MC. La
metodologia utilitzada va incloure I'extraccié d’ADN de la placenta, la bisulfitacié de I’ADN, I'amplificacié de

I’ADN bisulfitat per reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) i la piroseqiienciacio.

La reaccid de bisulfitacié es basa en un primer pas de desnaturalitzacié de I’ADN seguit pel tractament amb
bisulfit sodic, el qual desencadena la desaminacié dels residus de citosina, i finalment la dessulfonacio
convertint els anteriors residus en uracils. Les citosines metilades, no obstant, son resistents al tractament i
gueden intactes sense canviar (Figura 5). Aixi, els canvis en la seqliéncia de '’ADN depenen directament de
I'estat de metilacid dels residus de citosina, transformant la informacié sobre la metilacié de ’ADN a una
seqliencia de nucleotids. L’ADN bisulfitat és amplificat amb encebadors especifics per a ADN bisulfitat i
complementaris a regions sense dinucleotids CpG. Finalment, amb la piroseqlienciacié es coneix la seqiiencia

de nucleotids de les regions d’interés per a poder-la comparar amb la corresponent seqliencia consens.
ADN no metilat ADN metilat

5'-ACCGTCGACGT-3' 5-AmCmCGTCGA™CGT-3’

Reaccié de bisulfitacio

5-AmCCGTCGACGT-3’

5-AUUGTUGAUGT-3'
1r cicle PCR

5-AUUGTUGAUGT-3' 5-ACCGTCGACGT-3

3'-TAACAACTACA-5' 3-TGGCAGCTGCA-5'

Tractament per bisulfitacié de I’ADN.
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3.4.1. EXTRACCIO D’ADN EN PLACENTA
La qualitat de I'ADN (ADN no fragmentat) és un factor molt important que pot afectar I'eficiéncia de la
conversid de bisulfitacid. Per I'extraccié de I'ADN genomic es va utilitzar el Gentra Pure Gene tissue Kit
(Qiagen). En el primer pas, es van posar 15 mg de teixit de placenta en un microtub d’1.5 ml. Posteriorment,
a 429C, s’hi va afegir 300 pl de tampd de lisi cel-lular, que lisa les cél-lules, i 2 ul de proteinasa K (estoc
20mg/ml). La proteinasa K digereix les proteines, incloent-hi les histones associades a I’ADN [la preséncia de
cromatina dificultaria la dissociacié de les dues cadenes d’ADN (Cheishvili et al. 2017)] i les nucleases que
podrien degradar I’ADN. La barreja es va invertir 25 vegades i es va incubar tota la nit (16 hores) a 55°C.
L’endema, es va afegir 1.5 pl de ARNasa A (estoc 20 mg/ml), barrejant i invertint 25 vegades per tal
d’eliminar ’ARN. Un cop invertit, es va incubar a 372C durant 20 minuts. Posteriorment, es va deixar refredar
1 minut a 429C, s’hi va afegir 100 ul de la solucid de precipitacid de proteines i es va agitar durant 20 segons.
Les proteines es van precipitar amb una centrifugacié a 16000 g durant 10 minuts i es va deixar reposar en
gel. En aquest pas, es va separar el sobrenedant, que conté I’ADN, en un tub net, i s’hi va afegir 300 pl
d’isopropanol invertint 50 vegades i es va centrifugar a 16000 g durant 1 minut per tal de precipitar-lo. Es va
descartar el sobrenedant amb molta cura i es va eliminar I'excés d’isopropanol del pellet amb el tub invertit.
Després, s’hi va afegir 300 pul d’etanol al 70% per rentar el pellet i es va centrifugar 16000 g durant 1 minut.
Es va descartar el sobrenedant i es va assecar el tub invertit durant 20 minuts per eliminar restes d’etanol
que podrien influir en la PCR. S’hi va afegir 25 pl de la solucié d’hidratacio de I’ADN i es va resuspendre I’ADN
a 659C durant 1 hora. Finalment, es va deixar en agitacié a 200 rpm, a temperatura ambient durant tota la

nit.

La quantificaci6 de I'ADN es va realitzar amb I'espectrofotometre NanoDrop N1000 (NanoDrop
Technologies) a partir d’una mesura d’absorbancia directa de la mostra a 260 nm de longitud d’ona. Per tal
de determinar la puresa de la mostra es van utilitzar dues ratios d’absorbancia, 260/280 i 260/230, que van
ser proporcionades directament pel Nanodrop. Es van donar per valides les mostres amb la ratio 260/280
(que indica la contaminacié de la mostra per proteines) d’entre 1.8 i 2; i la ratio 260/230 (que mesura la

contaminacio de la mostra per sals i solvents) major d’1.5.

3.4.2. BISULFITACIO DE L’ADN
La bisulfitacié de I’ADN es va realitzar mitjangant el EZ DNA Methylation-Gold™ kit (Zymo Research). Per
comencgar, es van preparar 500 ng d’ADN en un volum final de 20 pl totals (enrasat amb aigua Milli Q esteril)
en una placa de 96 pous apte per a termociclador. Es va preparar el CT-conversion reagent, dissolent-lo amb

900 I d’aigua, 300 ul M-dilution buffer i 50 ul M-dissolving buffer. La barreja es va agitar de forma frequient
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durant 10 minuts. Aquest reactiu és molt sensible a la llum, i cal mantenir-lo tapat de la llum. A cada mostra

es van afegir 130 pul de CT-conversion reagent i es van desaminar al termociclador amb el programa segiient:

o8°*C 5 minuts
5°C 30 zegons
G cicles
30 a0mimats
4=C ]

L'endema, es van preparar les columnes afegint-hi 600 ul de M-Binding buffer. Un cop afegit el M-Binding
buffer s’hi va afegir els 150 ul de la mostra, es va tapar i es va invertir diverses vegades. Després, es va
centrifugar a 16000 g durant 30 segons i es va descartar el liquid. Es va rentar amb 100 ul de M-wash buffer
(que s’havia preparat préviament afegint 4 parts d’etanol 100% a 1 part de M-wash buffer concentrate). Es
va centrifugar a 16000 g a 30 segons i es va descartar el liquid. Subseglientment, es va dessulfonar incubant
amb 200 ul de M-desulphonation buffer durant 15-20 minuts tapat de llum a temperatura ambient. Passat el
temps, es va centrifugar a 16000 g durant 30 segons. La columna es va rentar dues vegades amb 200 ul de
M-wash buffer a 16000 g durant 30 segons i es va descartar el liquid. Finalment, es va centrifugar 16000 g
durant 30 segons per assecar. Per tal d’eluir 'ADN, es va transferir la columna a un microtub d’1.5 ml, s’hiva

afegir 15 pl M-elution buffer i es va centrifugar a 16000 g durant 30 segons.

L’ADN bisulfitat de cadena simple es va quantificar al nanodrop. Finalment, es va diluir amb aigua milliQ

esteril a una concentracio de treball de 20ng/ul.

3.4.3. PCR D’ADN BISULFITAT (BS-PCR)
Les regions estudiades en aquest treball van ser els ICR de DLK1-DIO3 (chr14:100804509-100804791, regié 1
i chr14:100811542-100811731, regi6 2; referencia GRCh37) i C19MC (chr19:53648001-53648160; referencia
GRCh37). Pel gen DLK1-DIO3 es van dissenyar dos parells d’encebadors, atés que la regié és molt gran. El

primer parell d’encebadors va amplificar la regié 1 (R1) i el segon parell va amplificar la regié 2 (R2) (Taula 2).

Seqliéncies dels encebadors utilitzades pels gens estudiats en la BS-PCR i per la piroseqiienciacid posterior.

BS-PCR Seqiienciacid
DLK1-DIO3 regi6 1 = Fw 5’-AGGGATATGAAGTTGAGTGG-3’ , ,
(R1) Rv Biotina-5'-TTCCCCAAAACCACAACCTCAATC-3' > -AAAGAGTAGAGTTGGG-3
DLK1-DIO3 regi6 2 = Fw 5’-GATTGGGGGTTTTATTATTGAGGA -3 , )
(R2) Rv Biotina-5’-ATCTCATAACCATAAAACTACTCCAAACA-3’ >-AGTTTTATTTTTATTTTAATATATAAGAG-3
C19MC Fw 5'-TGTTTGGAAAGGGGTTGTTTATGTA -3 5 GTTTTGGATAGAGGTTITTAGAG.'

Rv Biotina-5’-CCCTCAAAAAAAAACCAAAATATTAATTC -3’

Els encebadors van ser dissenyats i optimitzats al laboratori, especifics per ADN bisulfitat. Un dels

encebadors de cada parell, es va etiquetar a I'extrem 5’ amb biotina per tal de permetre la piroseqiienciacié
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posterior. Es va comprovar que els encebadors amplificaven ADN bisulfitat perd no hibridaven amb ADN
normal i es va determinar la temperatura d’annealing optima (es va realitzar un gradient de temperatures i
es va escollir aquella temperatura que donava major quantitat de producte sense bandes inespecifiques;
Figura 6). Tal com es mostra en el gel, els encebadors van amplificar les mostres d’ADN bisulfitat. Per tant, es
va considerar que els encebadors funcionaven correctament i es van establir les condicions optimes de la

PCR (Taules 3 i 4).

Figura 6: Gel d’agarosa representatiu de la PCR d’optimitzacié de C19MC. Les 3 temperatures d’annealing testades van ser 549C,
562C i 582C. PM: marcador de pes molecular. C-: control negatiu (aigua miliQ). BADN: ADN bisulfitat. ADN: ADN sense bisulfitar.

Taula 3: Programa del termociclador de les PCRs d’ADN bisulfitat de DLK1-DIO3 i C19MC.

DLK1-DIO3 ci9Mmc

REGIO 1 (R1)

242 15 minuts 942 15 minuts

942 20 segons 942 20 segons

612 30segons |40 cicles 58%  30segons |40 cicles
72¢ B0 segons 722 B0 segons

722 10 minuts 722 10 minuts

dge (=] g9 (==

REGIO 2 (R2)

942 15 minuts
942 20 segons
542  30segons |40 cicles
722 60 segons
F2e 10 minuts
42 oo
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Concentracions i volums del reactius utilitzats per dur a terme la PCR d’ADN bisulfitat de DLK1-DIO3 i C19MC en les
condicions optimes.

DLK1-DIO3 c19mc
ADN bisulfitat (10 ng/ul) 2 ul 2 ul
Aigua 23.6 ul 23.6 ul
10x NH, tampé 3.5ul 3.5ul
dNTP (6mM) 1.4l 1.4l
MgCl; (25 mM) 2.1l 2.1ul
Encebador forward (10 uM) 1.1l 1.1l
Encebador reverse (10 uM) 1.1l 1.1l
Polimerasa AmpliTaq Gold (5 | 0.2 ul 0.2 ul
U/ul)

35 ul 35 ul

Un cop finalitzada la PCR d’ADN bisulfitat, els productes es van analitzar en un gel d’agarosa 1% (1.5g
agarosa + 150 ml TBE + 15 pul Gel Red 10.000x), per tal comprovar I'obtencié del producte i de descartar
contaminacions, ja que podrien ser problematiques per a la piroseqiienciacié posterior. Es van carregar 10 pul
del producte de PCR + 2 pl de tampé de carrega (6x), junt amb 10 pl del marcador de pes molecular (DNA
ladder). Es va fer correr el gel 120 V durant 45 minuts. Un cop comprovat, el producte de PCR restant es va

enviar a piroseqlenciar al servei de seqiienciacié de I'ldibell (Barcelona).

3.4.4. PIROSEQUENCIACIO

La piroseqienciacié és un meétode de seqlienciacié ampliament utilitzat per diverses aplicacions de
diagnostic com per exemple la deteccié de mutacions. A més a més, és utilitzada per I’analisi de la metilacié
en I’ADN. Amb aquest metode, es poden seqiienciar centenars o milers de moléecules diferents d’ADN i

permet I'avaluacié de la metilacié de milers de copies d’ADN (Chieshvili et al. 2017).

La piroseqlienciacié consisteix en la mesura de la luminescéncia durant la incorporacié de nucleotids a una
cadena complementaria a la cadena motlle. Un pirofosfat (PPi) és alliberat durant la incorporacié d’un
nucleotid mitjancant el fragment de Klenow (ADN polimerasa 1) i és utilitzat per I’ATP sulforilasa per produir

ATP a partir de 'adenosina fosfosulfat (Figura 7). Aquest ATP proporciona I’'energia necessaria a la luciferasa
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per oxidar la D-luciferina. El producte oxidat generat esta en un estat excitat. El pas de I'estat excitat a un
estat basal provoca I'emissié d’un fotd que pot ser detectat per una camera. A diferencia del métode de
Sanger on s’utilitza una barreja dels quatre nucleotids fluorescents, en la piroseqiienciacié6 només un dels
quatre nucleotids és dispensat a cada reaccié. Els nucleotids que no s’han incorporat i I'excés d’ATP sén
degradats abans de I'addicid del nou nucledtid. La intensitat de la luminescéncia és directament
proporcional a la quantitat de nucleodtids incorporats. La incorporacio de dos nucleodtids idéntics consecutius
correspondra a un pic amb una alcada doble en comparacié amb la incorporacié d’un Unic nucleotid (Dejeux

et al. 2009).

.__GATAGTGAGAGTYGTAC
Fmcm T 1| 3 I TP I Fl g
> CTATCACT‘MM‘*

(3) | Luciferase
2/ | L-L-AMP + PP
‘.;\ /‘,‘ ATP + SO2 l
= +Luciferine
% / PP, + ARS = L-L-AMP + 0,
d gt »I Uil /
L-L-AMP: Luciferase-Luciferne- AMP T+ T 4
AMP: Adenosine-monophosphate T Luciferase + Oxyluciferine
ATP: Adenosine-Uiphosphate Fer + AMP + CO.

APS: Adenosine 5 prmmo'unme
PP . Pyrophosphate

Apyrase i 7_’7

7
Figura 7: Esquema de la tecnologia de piroseqiienciacié. Un nucleotid timina complementari a I'adenosina de la cadena motlle és
incorporat per I’ADN polimerasa I. El pirofosfat alliberat a partir de la incorporacié del nucleotid és convertit en un senyal lluminds a
través d’una cascada de reaccions enzimatiques que sén descrites en el text. Els nucleodtids no incorporats sén eliminats de la
reaccio per I'enzim apyrase. Font: Dejeux et al. 2009.

En I'analisi de metilacié de I’ADN, I’ADN és bisulfitat per “congelar” I'estat de metilacié de les citosines i
traduir les modificacions epigenetiques en una seqiiéncia. La regié d’interes és amplificada per PCR amb un
dels encebadors biotinilat. La cadena biotinilada del producte de PCR és aillada durant la reaccié de
pirosequenciacié, d’aquesta manera només hi haura una Unica cadena motlle. La reaccié té lloc amb un
encebador de seqlienciacié que és complementari a la cadena biotinilada (Taula 2). La pirosequenciacié

permet una analisi simultania i la quantificacié de diverses posicions CpG que es troben proximes (Figura 8).

El resultat de la piroseqlienciaciéd dels productes obtinguts va donar el percentatge de metilacié de
cadascuna de les CpG presents a la regid analitzada, i amb aquestes dades també es va calcular la mitjana

aritmetica de metilacié global de tota la regio.
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Sequence to analyze
Methylation percentage
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Figura 8: Exemple del resultat de la reaccid piroseqlienciacié (pirograma). La intensitat dels senyals sdn proporcionats amb unitats
arbitraries (a.u.). En aquest resultat s’observen 8 CpG amb el corresponent percentatge de metilacié. Font: Dejeux et al. 2009.

3.5. ANALISI DE LES DADES
Es van analitzar estadisticament els resultats obtinguts per tal de: (1) comparar el percentatge de metilacio
de I'ADN dels gens esmentats en els 4 grups d’estudi, i (2) buscar associacions entre el percentatge de
metilacid i les variables maternes i/o dels respectius nadons. Es va decidir realitzar estadistica no
parameétrica, atés que la majoria de variables no complien els suposits de I'estadistica parameétrica i la n

d’estudi no era prou elevada.

Pel que fa al punt (1), de les variables analitzades, es va calcular la mitjana + la desviacié estandard (SD) de
cada un dels 4 grups d’estudi i es van comparar mitjanes amb el test de U-Mann Whitney per comprovar
I’existéncia de diferéncies significatives (p<0.05) en comparacié amb el control. Amb aquest procediment es
va elaborar una taula descriptiva de les variables maternes i dels nadons segons el grup d’estudi. També es
va procedir d’aquesta manera per tal de detectar diferéncies en el percentatge de metilacié dels gens

estudiats entre els grups d’estudi.

Finalment en el punt (2), es van estudiar associacions entre les variables endocrinometaboliques i
antropometriques de les parelles embarassada-nadé i els percentatges de metilacié dels gens esmentats. Es
va utilitzar el test de correlacié d’Spearman. Per tal de corregir per comparacions multiples (que augmenten
la probabilitat de trobar resultats significatius), es va establir un nivell de significacié de p inferior a 0,01 per
DLK1 i inferior a 0,005 per a C19MC; resultant de dividir el nivell de significacié estandard pel nombre de
variables testades. En aquest cas, el p-valor estandard (p=0.05) per DLK1 es va dividir entre 5 i per C19MC
entre 10. Amb aquelles variables que continuaven presentant correlacio significativa després de la correccié
per comparacions multiples, es va procedir a realitzar una analisi multivariant de regressié lineal per tal de
corregir les correlacions per variables de confusid. Aquesta analisi permet determinar la presencia o
abseéncia de variables que poden influir en la correlacio significativa.

L'analisi de dades es va dur a terme mitjancant el programa informatic SPSS Statistics (IBM).
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4. RESULTATS

4.1. VARIABLES ENDOCRINOMETABOLIQUES | ANTROPOMETRIQUES EN ELS GRUPS D’ESTUDI
Pel que fa al gen DLK1-DIO3 es van utilitzar les 60 parelles embarassada-nadd. Les mares dels grups (3)
d’obesitat presgestacional i del grup (4) d’obesitat gestacional presentaven una major TAS (p=0.031) i TAD
(p=0.038), respectivament, en comparacié amb el grup control. En el que fa referéncia als de nivells de
glucosa en sang, 'HbA1C es mostrava augmentada en el grup (3) d’obesitat pregestacional comparat amb el
grup control (p=0.040), i I'insulina mostrava un augment en el grup (2) d’obesitat pregestacional/gestacional
respecte al grup control (p=0.008). Finalment, el colesterol total presentava una disminucidé en el grup (4)
d’obesitat gestacional respecte al grup control (p=0.010; Taula 5). En relaci6 amb les variables del nen
estudiades, s’observava un major pes al naixement en els grups (2) d’obesitat pregestacional/gestacional

(p=0.017) i (4) obesitat gestacional (p=0.015) comparats amb el grup control (Taula 5).

: Variables endocrinometaboliques i antropometriques mare-nen en els 4 grups d’estudi i el total de la mostra pel gen DLK1-
DIO3. En la taula es mostra la mitjana = SD de cada una de les variables. Les diferéncies significatives son dels grups (2), (3) i (4)
respecte al grup (1) control a partir d’un test estadistic U-Mann Whitney. Els nivells de significacié sdn considerats els segients: * p-
valor < 0.05, ** p-valor < 0.01 i *** p-valor < 0.001. IMC: index de massa corporal. TAS: tensio arterial sistolica. TAD: tensié arterial
diastolica. HbA1C: hemoglobina glicosilada.

DLK1-DIO3

N

Sexe nen (%
femeni)

Mare

IMC (Kg/m?)
Increment pes (Kg)
TAS prepart
(mmHg)

TAD prepart
(mmHg)

HbA1C (%)
Glucosa (mg/dl)
Insulina (mcUl/ml)
Colesterol total
(mg/dl)
Triglicérids (mg/dl)
Nen

Pes naixement (g)
Algada naixement
(cm)

Pes 12 mesos (g)

Algada 12 mesos
(cm)

TOTAL

60
45%

26.53 +5.33
12.91+4.45
125.13 +10.49
77.49+9.11
5.00 £0.38
80.78 +7.96
7.62+7.64
257.02 £39.91
164.50+74.71

3387.08 £310.33
49.63 +1.68

9859.80 + 1070.53

75.54 +2.83

CONTROL

(1)
24
38.5%

22.53+1.53
12.63 +3.06
121.05+8.78
73.90+7.65
4.87 £0.33
78.46 +4.97
6.05+7.24
273.46 £47.25
151.75 +£51.30

3274.42 +212.94
49.12 +1.34

9632.73 £993.13

75.34+2.82

OBESITAT
PREGESTACIONAL
+ GESTACIONAL
(2)

14
60%

32.83 +2.83***
13.50 +3.95
127.23 +13.08

79.77 £11.40

5.12+£0.50

84.20 +9.68
10.60 + 5.12**
252.40 +£18.49

166.60 + 50.02

3492.67 +325.39 *
50.00 + 1.65

10164.17 £
1592.27
76.46 +3.77

OBESITAT
PREGESTACIONAL

(3)
14
50%

29.76 + 4.12**
9.02 + 3.69**
128.10 * 6.30*
78.60 £ 6.95
5.16 + 0.39*
84.00 + 10.34
8.43 +10.05
252.55+41.58
168.09 + 46.93

3365.71 + 406.16
49.79 +2.19

9621.67 +591.16

74.54 +1.54

OBESITAT
GESTACIONAL

(4)
8
44.4%

22.17+1.92
19.41 + 2.42%**
127.43 +10.33
81.57 +8.34*
4.99 +£0.20
78.57 +6.16
6.64 +6.62
227.29 £ 21.15**
180.14 + 163.64

3532.22 + 246.57 *
50.00 +1.32

10071.43 +984.45

75.43 £3.15



Pel que fa al gen C19MC es van estudiar 55 parelles embarassada-nadé. Les mares del grup (4) d’obesitat
gestacional presentaven una major TAD respecte al grup control (p=0.030). Pel que fa als nivells de glucosa
en sang, I'HbA1C es trobava en majors nivells en el grup (3) d’obesitat pregestacional comparat amb el grup
control (p=0.030), i la insulina mostrava un augment en el grup (2) d’obesitat pregestacional/gestacional
respecte al grup control (p=0.040). Finalment, la variable colesterol total es trobava disminuida en el grup (4)
d’obesitat gestacional respecte al grup control (p=0.027; Taula 6). Referent a les variables del nen
estudiades, s’observava un major pes al naixement en els grups (2) d’obesitat pregestacional/gestacional

(p=0.039) i (4) obesitat gestacional (p<0.001) respecte al control (Taula 6).

: Variables endocrinometaboliques i antropomeétriques mare-nen en els 4 grups d’estudi i el total de la mostra pel gen C19MC.
En la taula es mosta la mitjana + SD de cada una de les variables. Les diferéncies significatives son dels grups (2), (3) i (4) respecte al
(1) control a partir d’un test estadistic U-Mann Whitney. Els nivells de significacid sén considerats els seglients: * p- valor < 0.05, **
p-valor < 0.01i *** p-valor < 0.001. IMC: index de massa corporal. TAS: tensid arterial sistolica. TAD: tensio arterial diastolica. HbA1C:

hemoglobina glicosilada.

c19mc OBESITAT OBESITAT OBESITAT

TOTAL CONTROL PREGESTACIONAL PREGESTACIONAL GESTACIONAL

+ GESTACIONAL
(1) (2) (3) (4)

N 55 23 13 12 7
Sexe nen (% 47.3% 39.1% 57.1% 45.5% 57.1%
femeni)
Mare
IMC (Kg/mz) 26.33+£5.10 22.54+1.62 32.46 + 2.54*** 29.22 + 3,94*** 21.96 £1.98
Increment pes (Kg) 13.19 + 4.47 12.52 +3.23 13.43 +4.09 9.63 £3.53 20.00 + 2,54*%*
TAS prepart 123.82 +9.62 119.89+7.41 126.00 +12.86 126.86 +5.70 128.33+9.42
(mmHg)
TAD prepart 77.34 £9.28 73.89+7.87 79.25+11.75 78.57+7.12 83.00 + 7.64*
(mmHg)
HbA1C (%) 4,99+0.41 4.86+0.33 5.11+£0.53 5.21 1 0.44* 4,98 +0.24
Glucosa (mg/dl) 80.11+7.94 77.91+4.90 82.67 £ 8.89 85.00 £12.18 77.40 £5.98
Insulina (mcuUl/ml) 6.24 £5.36 4,91 +£5.05 10.64 + 5.43* 6.22 £5.44 4.23+2.37

Colesterol total
(mg/dl)
Triglicerids (mg/dl)
Nen

257.89 £41.79

152.55 +51.55

268.36 £47.30 255.11+17.37

149.73 +53.73 167.22 +53.01

255.75+45.20

169.25 +47.27

220.20 + 20.95*

111.80 + 26.86

Pes naixement (g) 3369.27 +318.36 3239.13 +183.30 3491.43 + 337.64* 3342.73 +458.39 3594.29 +
177.94***
Algada naixement 49.60 +1.70 49.17 £1.40 49.86+1.61 49.82+2.44 50.14 +1.35

(cm)
Pes 12 mesos (g)
Algada 12 mesos
(cm)

9853.78 +1162.42
75.33£3.07

9652.63 + 1070.23
75.03+2.95

10342.73 + 1538.83
76.86 +3.67
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9613.33 £ 634.67
74.89 +1.60

9955.00 + 1261.27
74.17 +3.60



4.2. NIVELLS DE METILACIO D’ADN DE DLK1-DIO3 | C19MC EN ELS GRUPS D’ESTUDI
El percentatge de metilacid de cadascuna de les CpG presents a les regions analitzades dels gens DLK1-DIO3 i
C19MC s’ha representat a la Taula 7. El percentatge de metilacié de I’ADN en les CpG del domini DLK1-DIO3 i
el cluster CI9MC no mostrava diferéncies significatives en els grups d’estudi d’obesitat comparats amb el

grup control (Taula 7).

Percentatge de metilacié de cada una les CpG i de la mitjana de totes les CpG dels dos gens analitzats (DLK1-DIO3 i C19MC)
en els 4 grups d’estudi. Els valors representen la mitjana  SD. Es va realitzar un test U-Mann Whitney de cada un dels grups (2), (3) i
(4) respecte al grup (1) control. En I'Gltima columna es mostra el resultat del test. ns: no significatiu.

OBESITAT OBESITAT OBESITAT
CONTROL PREGESTACIONAL + PREGESTACIONAL GESTACIONAL p-valor
GESTACIONAL
(1) (2) (3) (4)
DLK1-DIO3
Regi6 1 (R1)
CpG 1 38.3+11.4 37.9+85 40.7 +12.2 45.1+15.7 ns
CpG2 40.8+9.5 40.9+7.7 429+16.6 42.6+15.3 ns
CpG 3 49.2+9.8 52.2+84 459+ 13.6 50.9+11.6 ns
CpG 4 35.5+9.9 35.1+9.8 35.1+10.8 36.3+7.6 ns
CpG5 39.7+10.8 46.8 +10.7 41.5+145 41.2+83 ns
Mitjana 40.3+8.2 43.2+5.5 41.2+119 415+9.7 ns
Regid 2 (R2)
CpG 1 75.4+9.7 78.4+6.7 72.7+9.1 75.5+7.2 ns
CpG 2 74.3+9.8 76.9+6.6 67.0+12.2 79.3+94 ns
CpG 3 57.6+13.7 55.4+19.8 56.7+14.2 64.9+13.2 ns
CpG 4 58.3+79 56.5+9.5 57474 62.1+16.0 ns
CpG5 54.5+10.3 52.8+10.8 51.8+9.4 54.5+6.3 ns
Mitjana 63.5%+6.5 63.4+8.1 619+8.1 679129 ns
Mitjana R1_R2 51.6+6.5 523+7.4 51.4+9.0 54.7+5.4 ns
C19MC
CpG 1 36.4+59 38.3+5.6 35.0+2.3 31964 ns
CpG2 36.5+6.0 37951 36.1+3.8 33.1+84 ns
CpG3 38.0+6.4 39.4+6.8 34.7+89 34147 ns
CpG4 37.5+7.0 38.3+6.0 35.5+3.5 32773 ns
CpG5 38.3+9.0 37.2+10.1 33.2+10.8 34.2+6.9 ns
CpG 6 354+6.1 34.3+8.9 304+73 30.2+8.2 ns
CpG7 36.0+7.0 37.1+3.9 34.0%29 343+55 ns
CpG 8 35.1+5.7 345+4.1 34.00+2.2 33.0+3.6 ns
CpG9 329+12.6 37.4+49 33.8+3.0 32.7+45 ns
CpG 10 269+75 304+238 293+1.2 27721 ns
Mitjana 36.3+7.0 36.4+4.0 33.5+0.8 34.0+5.2 ns

4.3. ASSOCIACIONS ENTRE ELS NIVELLS DE METILACIO DE L’ADN | LES VARIABLES
ENDOCRINOMETABOLIQUES | ANTROPOMETRIQUES
El percentatge de metilacié de DLK1-DIO3 va correlacionar positivament amb la TAS i TAD de I'embarassada
(p<0.05) especificament la CpG 5 de la regid 1, i les CpG 3 i 5 de la regio 2, aixi com les mitjanes de metilacié
de cada regi6 (Taula 8). El grau de metilacid en la CpG 3 de la regié 1 de DLK1-DIO3 també es va associar
amb els nivells d’'HbA1C de I'embarassada (p<0.05). No obstant aix0, no es van trobar associacions
significatives entre els nivells de metilacid de les CpG de DLK1-DIO3 estudiades i els parametres de

creixement postnatal dels infants (Taula 8).
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: Coeficient de correlacié de Spearman de cada una de les regions del gen DLK1-DIO3 amb les variables d’estudi. Els nivells de significacié son considerats els segiients: * p- valor < 0.05

i ** p-valor < 0.01. IMC: index de massa corporal. TAS: tensié arterial sistolica. TAD: tensid arterial diastolica. HbA1C: hemoglobina glicosilada.

DLK1-DIO3

N

MARE

IMC (Kg/m?)
Increment pes (Kg)
TAS prepart (mmHg)
TAD prepart (mmHg)
HbA1C (%)

Glucosa (mg/dl)
Insulina (mcUl/ml)
Colesterol total (mg/dl)
Triglicérids (mg/dl)
NEN

Pes naixement (g)
Algada naixement (cm)
Pes 12 mesos (g)
Algada 12 mesos(cm)

: Coeficient de correlacié de Spearman de cada una de les regions del gen CI9MC amb les variables d’estudi. Els nivells de significacio sén considerats els seglients: * p- valor < 0.05 i **

CpG 1
60

-0.048
-0.089
0.088
0.120
-0.012
0.027
-0.045
-0.058
-0.092

0.060
0.107
-0.034
0.021

CpG2
59

0.036
-0.170
0.231
0.088
0.114
0.013
-0.013
0.184
-0.017

0.033
0.199
-0.021
0.106

CpG 3
56

0.004
-0.023
0.236
0.249
0.317*
0.194
0.078
0.170
0.103

-0.034
0.237
0.218
0.277

REGIO 1
CpG 4
48

-0.006
-0.200
0.234
0.217
0.084
0.112
-0.013
0.072
-0.020

-0.224
-0.028
0.095
0.203

CpG 5
47

0.162
-0.171
0.377*
0.332*

0.028

0.200

0.197

0.153
-0.009

-0.172
0.008
-0.101
0.050

Mitjana
47

0.128
-0.206
0.344*

0.297

0.133

0.193

0.071

0.083
-0.037

-0.084
0.106
-0.039
0.125

CpG 1
60

0.040
0.016
0.174
0.124
0.051
0.094
0.025
-0.091
-0.137

-0.021
-0.043
0.047
0.062

CpG 2
60

-0.057
0.240
0.127
0.113
-0.126
0.177
0.121
0.026
-0.102

0.198
0.130
0.085
0.154

CpG 3
60

-0.099
0.126
0.305*
0.343*
0.020
0.194
0.012
0.260
-0.049

-0.070
0.164
-0.017
0.167

REGIO 2
CpG 4
58

-0.025
-0.200
0.179
0.200
0.029
0.183
-0.072
-0.043
-0.160

-0.055
0.063
-0.264
-0.085

p-valor < 0.01. IMC: index de massa corporal. TAS: tensio arterial sistolica. TAD: tensid arterial diastolica. HbA1C: hemoglobina glicosilada.

Ci19MC

N

MARE

IMC (Kg/m?)
Increment pes (Kg)
TAS prepart (mmHg)
TAD prepart (mmHg)
HbA1C (%)

Glucosa (mg/dl)
Insulina (mcUl/ml)
Colesterol total (mg/dl)
Triglicerids (mg/dl)
NEN

Pes naixement (g)
Algada naixement (cm)
Pes 12 mesos (g)
Algada 12 mesos (cm)

CpG 1
55

0.202
-0.157
0.073
0.042
0.112
0.088
0.304*
0.243
0.307*

0.024
0.017
-0.136
0.075

CpG 2
55

0.135
-0.058
0.097
-0.032
0.257
0.222
-0.008
0.086
0.171

0.071
0.104
-0.218
0.070

CpG 3
54

0.172
-0.142
0.017
-0.049
0.078
0.046
0.107
0.176
0.193

0.010
0.104
-0.140
0.080

CpG 4
41

0.173
-0.167
0.011
-0.082
0.056
0.059
0.174
0.317
0.340

-0.027
0.040
-0.201
-0.029

CpG 5
33

0.094
-0.028
0.127
0.075
0.158
0.014
0.070
0.472*
0.323

0.025
0.154
-0.244
-0.005
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CpG 6
31

0.170
0.034
0.129
0.052
0.132
0.074
0.197
0.518*
0.459*

-0.052
-0.002
-0.093
0.118

CpG7
26

0.224
0.094
0.332
0.165
0.307
0.307
0.317

0.565**

0.411

0.183
0.183
-0.116
0.134

CpG 8
26

0.109
0.125
0.183
-0.074
0.241
0.214
0.101
0.502*
0.346

0.145
0.096
-0.094
0.082

CpG5
48

-0.084
-0.141
0.342*
0.293
-0.144
0.027
-0.164
0.006
-0.225

0.055
-0.016
-0.271
-0.055

CpG 9
26

0.306
0.060
0.390
-0.164
0.242
0.380
0.276
0.624**
0.513*

0.243
0.062
-0.041
0.069

Mitjana
48

-0.092
0.039
0.371*
0.336*
-0.027
0.131
-0.114
0.027
-0.206

0.049
0.118
-0.052
0.065

CpG 10
24

0.300
-0.063
0.154
0.137
-0.212
-0.193
-0.358
0.235
-0.193

0.076
0.123
0.209
0.371

Mitjana R1_R2
42

-0.004
-0.128
0.328
0.346
0.039
0.126
-0.076
0.067
-0.172

-0.066
0.054
0.000
0.125

Mitjana
23

0.157
0.065
0.270
0.014
0.216
0.250
0.179
0.541*
0.437

0.302
0.212
-0.151
0.085



Pel que fa a la metilacié en C19MC, el percentatge de metilacié en la CpG 1 es va associar positivament amb
els nivells d’insulina i de trigliceérids de la mare (p<0.05; Taula 9). Els nivells de triglicérids també van
correlacionar amb el percentatge de metilacié de les CpG 1, 6 i 9 (p<0.05). Finalment, un major grau de
metilacié a les CpG 5, 6, 7, 8 i 9, aixi com la mitjana del percentatge de metilacié de tota la regié estudiada,

s’associaven a nivells més elevats de colesterol total en 'embarassada (Taula 9).

No obstant aix0, I’Unica associacié que es va mantenir després de realitzar les correccions per comparacions
multiples, va ser el percentatge de metilacié de la CpG 9 de CI19MC amb el colesterol total amb un p-valor de

0.004.

Aqguesta associacid es va corregir per variables de confusié mitjancant un test multivariant de regressio
lineal. Aquest test va confirmar que el percentatge de metilacié del CI9MC a la CpG 9 i colesterol total,
correlacionaven de forma independent. Les variables de confusid introduides al model van ser I'increment
de pes de la mare, IMC de la mare, el sexe del nen i 'edat de la mare. En la taula 10 s’observa que el
colesterol total matern explica un 43% de la variancia del percentatge de metilacié en placenta de la CpG 9

de C19MC, amb un nivell de significacio del 0.001.

Resultat del test multivariant de regressio lineal de la variable dependent percentatge de metilacié del gen C19MC de la
CpG9. Les variables independents introduides al model van ser: colesterol total matern, increment de pes de la mare durant
I’'embaras, IMC de la mare previ a I'embaras, sexe del nen i edat de la mare.

Metilacié CpG 9 (C19MC) B p-valor R
Colesterol total 0.682 0.001 0.434

e Increment de pes de la mare
e [IMC mare

e Sexe del nen

e Edat delamare

Variables no explicatives

5. DISCUSSIO

En els dltims anys, la prevalenga de I'obesitat condicionada per la malnutrici6 materna ha augmentat
considerablement en els paisos desenvolupats (Aviram et al. 2011). Aquesta malaltia es troba associada a
comorbiditats - dues o més patologies que presenta el mateix pacient - com la diabetis tipus 2, malalties
cardiovasculars i certs tipus de cancers (Pi-Sunyer 2009). D’aquesta manera, I'epidémia d’obesitat amenaca
en reduir la durada i la qualitat de vida en les generacions actuals i futures, i és una preocupacié important
en temes de salut global. Per tant, hi ha una elevada necessitat per entendre els factors que contribueixen
en el desenvolupament d’aquesta malaltia i de descobrir estrategies efectives per la seva prevencio i
tractament. En aquest treball, s’ha estudiat la relacié entre el grau de metilacié de I’ADN en la placenta i

I'obesitat materna pregestacional i gestacional, relacionant-lo també amb els parametres
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endocrinometabolics de la mare i la seva descendéncia per tal d’aprofundir en els mecanismes de

programacié metabolica.

L'obesitat en 'embaras es troba associada amb un elevat risc de patir complicacions maternals i prenatals i
el risc de la descendéncia de presentar obesitat a llarg termini (Lawlor et al. 2012). Hi ha estudis que
demostren que l'augment de l'adipositat materna durant la gestacié es troba associat amb canvis
ultraestructurals de la placenta, I'acumulacié de macrofags, un augment del pes de la placenta i I’expressio
de citocines inflamatories (Wallace et al. 2012). Estudis epidemiologics en humans i animals han demostrat
que la programacié nutricional en periodes primerencs de vida és un fenomen que afecta funcions
metaboliques i fisiologiques al llarg de tota la vida (Reynolds et al. 2015). Els mecanismes epigenétics han
estat proposats com a mediadors de la relacié entre el desenvolupament fetal i la sobrenutricié gestacional, i
responsables de la programaciéo metabolica (Lawlor et al. 2012). De fet, la metilacié de I’ADN és altament
dinamica durant I'embriogénesi. Abans de la implantacié del blastocist ’ADN és hipometilat i després de la
implantacié hi ha un augment progressiu de la metilacid que condueix a la diferenciacié i a 'organogénesi
(Desai et al. 2015). Durant el desenvolupament postnatal i en I'edat adulta, la metilaci6 de 'ADN és
susceptible a patir modificacions i amb I'edat hi ha una pérdua global de la metilacié (Horvath 2013). En
aquest estudi, els resultats preliminars obtinguts no han permeés demostrar els efectes de I'obesitat
pregestacional i gestacional sobre la metilacié de gens d’'impressié genetica DLK-DIO3 i C19MC en placenta.
Aquests resultats sén obtinguts a partir d’'una cohort d’estudi relativament petita, esdevenint una limitacid
d’aquest treball, seria interessant augmentar la mostra estudiada per tal de demostrar si aquesta relacio

segueix sent absent.

Els resultats obtinguts suggereixen que el nivell de metilacié de I’ADN en la regié IG-DMR del domini DLK1-
DIO3 es podria associar amb la tensio arterial (TAS i TAD) i 'HbA1C de I'embarassada. Aixi, un metabolisme
matern alterat podria conduir a alteracions dels nivells de metilacié placentaris i, en conseqiéncia, modificar
el desenvolupament fetal. Stelzer et al. 2016 van observar que canvis en la metilacié d’IG-DMR poden alterar
el desenvolupament de les cel-lules mare embrionaries en models de ratoli. En el ratoli, s’ha vist que els
nivells d’expressié DLK1, DIO3 i RTL1 sén importants per al desenvolupament de la placenta i influencien el
desenvolupament fetal (Moon et al. 2002; Sektia et al. 2008). En aquesta linia, en humans, uns nivells baixos
de DLK1 es relacionen amb restriccié del creixement intrauteri (Cleaton et al. 2016). En estudis posteriors,
seria de gran interés comprovar els nivells d’expressid d’aquests gens en placenta i estudiar la seva relacié

amb els grups poblacionals estudiats.
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Pel que fa al cluster genic C19MC, els resultats obtinguts van mostrar que les variables maternes insulina,
colesterol total i triglicerids es podien correlacionar positivament amb el nivell de metilacié de la regié ICR
d’aquest cluster, suggerint aixi que el cluster CI9MC esta correlacionat amb la lipidémia. D’acord amb els
resultats obtinguts, es podria establir la hipotesi de que els lipids materns influeixen en I'estat de metilacié
de CI9MC. Hormadnikova et al. van demostrar que complicacions gestacionals, com per exemple,
preeclampsia, hipertensié gestacional o restriccid del creixement intrauteri es troben associats amb
alteracions en I’expressio dels microRNA del clister CI9MC. Aquests investigadors van observar que la major
expressid de miR-517-5p, miR-518b i miR-520h en el primer trimestre d’embaras estava associada amb un
elevat risc de desenvolupar preeclampsia. Noguer-Dance et al. 2010 van descobrir que el promotor de la
Polimerasa-Il estava situat en una illa CpG a uns 17 Kb upstream del primer microARN del cldster CI9MC i
gue aquesta regid és I'encarregada de regular la seva expressid (regio ICR). Per tal d’estudiar els efectes
funcionals dels resultats obtinguts, es podria estudiar I'expressié génica dels microARN codificats per aquest
cluster en placenta. A més es podria determinar la relacié entre els nivells de metilacié de ’ADN d’aquest
cluster i el nivells de colesterol de la descendéncia durant la infantesa, adolescéncia i edat adulta per tal

d’establir possibles relacions de causalitat.

En conjunt, aquests resultats preliminars indiquen que el metabolisme matern i el grau de metilacié en les
regions reguladores dels gens d’impressio genética DLK1-DIO3 i C19MC es troben relacionats en placenta, i

com a consequiéncia podrien afectar el desenvolupament endocrinometabolic fetal.

6. CONCLUSIONS

To conclude:

e No significant differences were found in the methylation percentage of DLK1-DIO3 and C19MC in

placentas from control pregnangies and pregnancies with pregestational/gestational obesity.

e The methylation of the DLK1-DIO3 correlates positively with maternal blood pressure (TAS and TAD,
in Catalan) and the glycated hemoglobin of the mother. Methylation of the C19MC gene cluster

correlates positively with insulin, total cholesterol and triglycerides of the mother.

e After correcting for multiple testing, only the maternal total cholesterol is associated with the

methylation percentage in C19MC, explaining 43% of the variance.
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