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Resum

Tant I'ambient prenatal com I'ambient postnatal tenen un gran impacte en el risc de
patir malalties metaboliques en I'edat adulta. Estudis clinics han mostrat com condicions
adverses en aquests periodes de la vida poden programar els processos fisiologics i augmentar
el risc de desenvolupar malalties en I'edat adulta, com ara l'obesitat, la diabetis tipus 2, la
sindrome metabolica i les malalties cardiovasculars. Es la coneguda programacié fetal de les
malalties metaboliques de I'adult. Estudis en diversos models animals també han demostrat
alteracions del metabolisme després d’una restriccio fetal. Tot i aixd, molts dels mecanismes

relacionats amb aquestes alteracions de la programacié fetal encara sdn desconeguts.

L'objectiu d’aquesta tesi ha estat estudiar, a través d’'un model de creixement
recuperador postnatal secundari a restricci6 de pes prenatal, els canvis moleculars en
I'expressiéd dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 (tots ells gens relacionats amb el metabolisme

energeétic) en els teixits adipds, hepatic, muscular i placentari.

Per estudiar les alteracions precoces secundaries a la programacié metabolica descrita
s’ha dissenyat un model animal de creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de
pes prenatal en rates Wistar. S’han analitzat parametres corporals (pes i massa grassa
visceral), metabolics (adiponectina, glucosa, insulina, HOMA-IR i lipids), morfomeétrics (analisi
d’imatges dels teixits adipds i hepatic) i genétics (expressid de STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit
adipds retroperitoneal, el fetge, el muscul esquelétic i la placenta) en les cries en el dia

postnatal 42 .

En les cries amb creixement recuperador postnatal s’observa una acumulacié excessiva
de teixit adipds visceral, una disminucié dels nivells d’adiponectina i i un augment dels
triglicerids circulants i del valor de HOMA-IR en el dia postnatal 42. Aquestes cries també
mostren una baixa expressid dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en els teixits adipds
retroperitoneal, hepatic i muscular que es relacionen amb una acumulacié de greix visceral,
una hipertrofia del teixit adipds, una acumulacid lipidica en el fetge i un estat de resisténcia a

lainsulina. No s’observen canvis d’expressié d’aquests gens en la placenta.

En conclusid, el creixement recuperador postnatal secundari a restriccio de pes
prenatal provoca canvis en I'expressio dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en els teixits de regulacié
metabolica, els quals podrien ser noves dianes terapeutiques per a la prevencié precog de la

programacio fetal dels desordres metabolics en I'edat adulta.



Resumen

No solamente el ambiente prenatal sino también el ambiente postnatal tiene un gran
impacto en el riesgo de padecer enfermedades metabdlicas en la edad adulta. Estudios clinicos
han mostrado como condiciones adversas en estos periodos de la vida pueden programar los
procesos fisioldgicos y aumentar el riesgo de desarrollar enfermedades en la edad adulta como
la obesidad, la diabetes tipo 2, el sindrome metabdlico y las enfermedades cardiovasculares. Es
la conocida programacion fetal de las enfermedades metabdlicas del adulto. Estudios en varios
modelos animales también han demostrado alteraciones del metabolismo después de una
restriccion fetal. Sin embargo, muchos de los mecanismos relacionados con estas alteraciones

de la programacidn fetal aun son desconocidos.

El objetivo de esta tesis ha sido estudiar, a través de un modelo animal de crecimiento
recuperador postnatal secundario a restricciéon de peso prenatal, los cambios moleculares en la
expresion de los genes STK11, DLK1 y SIRT1 (todos ellos genes relacionados con el

metabolismo energético) en los tejidos adiposo, hepatico, muscular y placentario.

Para estudiar las alteraciones precoces secundarias a la programacion metabdlica
descrita se disefid un modelo de crecimiento recuperador postnatal secundario a restriccion

de peso prenatal en ratas Wistar. Se analizaron pardmetros corporales (peso y masa grasa

visceral), metabdlicos (adiponectina, glucosa, insulina, HOMA-IR y lipidos), morfométricos
(analisis de imagenes de tejido adiposo y hepatico) y genéticos (expresién de STK11, DLK1 y
SIRT1 en el tejido adiposo retroperitoneal, el higado, el musculo esquelético y la placenta) en
las crias en el dia postnatal 42.

En las crias con crecimiento recuperador postnatal observamos una acumulaciéon
excesiva de tejido adiposo visceral, una disminucién de los niveles de adiponectina y un
aumento de los triglicéridos circulantes y del valor de HOMA-IR en el dia postnatal 42. Estas
crias también muestran una baja expresion de los genes STK11, DLK1 y SIRT1 en los tejidos
adiposo retroperitoneal, hepatico y muscular que se relacionan con una acumulacién de grasa
visceral, una hipertrofia del tejido adiposo, una acumulacion lipidica en el higado y un estado
de resistencia a la insulina. No se observaron cambios de expresidon de estos genes en la
placenta.

En conclusién, el crecimiento recuperador postnatal secundario a restriccién de peso
prenatal provoca cambios en la expresion de los genes STK11, DLK1 y SIRT1 en los tejidos de

regulacién metabdlica, los cuales podrian ser nuevas dianas terapéuticas para la prevencion

precoz de la programacion fetal de los desdrdenes metabdlicos en la edad adulta.



Summary

Both the prenatal and postnatal environment have a profound impact on the risk for
major chronic diseases in adulthood. Clinical studies have demonstrated that adverse
conditions in these periods of life can program the physiological processes leading to future
adult diseases, such as obesity, type 2 diabetes, metabolic syndrome and cardiovascular
disease. This process is known as the fetal programming of adult metabolic diseases. Metabolic
alterations following fetal restriction have also been demonstrated in various animal models.
However, most of the mechanisms underlying the alterations in fetal programming remain

largely unknown.

The aim of this thesis has been to study, by means of an experimental animal model of
catch-up growth following fetal weight restriction, changes in the gene expression of energetic
metabolism—related genes STK11, DLK1 and SIRT1 in adipose, hepatic, muscular and placental

tissues.

In order to study early alterations secondary to metabolic programming, a model of
catch-up growth following fetal growth restriction was set in Wistar rats. Body (body weight
and visceral fat mass), physiological (adiponectin, glucose, insulin, HOMA-IR and lipids) and
morphometric parameters (adipose and hepatic tissue image analysis) and gene expression
studies (STK11, DLK1 and SIRT1 expression in adipose tissue, liver, skeletal muscle and

placenta) were assessed in pups at postnatal day 42.

Excessive adipose tissue accumulation, decreased circulating adiponectin and
increased triglycerides levels, and higher HOMA-IR values were observed in pups with catch-up
growth at postnatal day 42. These pups also showed reduced expression of STK11, DLK1 and
SIRT1 genes in retroperitoneal adipose, hepatic and muscular tissues and these changes in
gene expression were related to visceral fat accumulation and adipose tissue hypertrophy,
lipid accumulation in the liver and insulin resistance. No changes in gene expression were

observed in placental tissue.

In conclusion, catch-up growth following prenatal growth restriction leads to changes
in STK11, DLK1 and SIRT1 gene expression in tissues involved in metabolic regulation. These
genes could be new therapeutic targets for early prevention on fetal programming of

metabolic disorders in adulthood.
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1.1. La programacié metabolica.

Les alteracions provocades per un ambient suboptim durant el desenvolupament
intrauteri, i també durant els primers estadis de la vida postnatal, poden tenir efectes
permanents en els sistemes que modulen la regulacié del balan¢ energétic corporal. Els estudis
epidemiologics i experimentals de les Ultimes décades indiquen que un ambient tant de
sobrenutricid com de desnutricié durant el desenvolupament prenatal esta relacionat amb la

programacio metabolica de la descendéncia.

S’ha descrit, tant a partir d’estudis en poblacions humanes com també en models
animals, que aquestes alteracions programen de manera permanent canvis en |'estructura i la
funcié dels teixits, cosa que reprograma el sistema endocri i les vies de regulacié energética i
altera el fenotip fisiologic adult (Figura 1). Els efectes d’aquesta programacié metabolica
s’associen amb una major incidéncia d’alteracions en |'edat adulta com ara intolerancia a la

glucosa, obesitat, hipertensid, diabetis tipus 2 i malalties cardiovasculars [1][2].
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Figura 1. Causes i conseqliéncies de la insulinoresistencia en la programacié fetal. Diferents tipus de
nutrici6 materna causen insulinoresisténcia en la descendéencia a través de diversos mecanismes en
diferents organs i teixits. En conseqliéncia, aquesta insulinoresisténcia provoca en la descendéncia el
desenvolupament de la sindrome metabolica i malalties associades com la diabetis tipus 2 i les malalties
cardiovasculars. Adaptacié de Dugue-Guimaraes [3].

Molts autors suggereixen que les alteracions metaboliques i la susceptibilitat en el

desenvolupament de malalties relacionades amb aquestes alteracions en l'edat adulta



reflecteix i ressalta la complexitat de les interaccions entre el potencial geneétic i els factors

ambientals en cada individu.

En aquest estudi ens centrarem en els efectes de la restriccié prenatal i la posterior

nutricio postnatal en la programacié metabolica de la descendéncia.

1.1.1. La desnutricid prenatal.

Fa més de 50 anys, la fam hivernal d’"Holanda de finals de la segona guerra mundial va
permetre als investigadors estudiar els efectes immediats, a llarg termini i transgeneracionals
de la desnutricié materna en humans [4][5]. Entre els anys 1944 i 1945 moltes dones gestants
van patir una desnutricié severa. L'efecte en el pes al naixement i la salut dels seus nadons va
incloure un augment de I'adipositat postnatal i malalties autoimmunes pero no hi va haver un
increment de la incidéncia de malalties metaboliques o cardiovasculars en la infancia [5].
Malgrat aix0, aquests mateixos individus van presentar un major risc de desenvolupar
malalties cardiovasculars i diabetis en I'’edat adulta [5]. A partir d’aquestes observacions, molts
autors apunten que les condicions ambientals en els primers estadis de la vida poden causar
canvis epigenétics que es poden mantenir al llarg de la vida [4]. A més a més, la major
incidéncia del risc metabolic es va observar sobretot en aquells individus nascuts de les mares

afectades per la fam en I’Ultim trimestre de gestacio [6].

Per primera vegada es va proposar que les variacions de I'ambient intrauteri podien influenciar
I'expressié del genoma fetal i provocar en el fetus unes adaptacions o canvis de
desenvolupament que programarien l'individu a llarg termini [7]. D’aquesta manera es va
formar la hipotesi o la teoria de la programacio fetal. El nom de programacio es va escollir
perque el fetus queda programat per presentar efectes a llarg termini, molt després que el
factor ambiental que ho ha provocat hagi estat ja eliminat. Aquest terme defineix el fenomen
pel qual un estimul o insult en un periode critic i sensible de la vida té un efecte permanent en

I’estructura, la fisiologia i el metabolisme de I'individu.

A partir de llavors, es van estudiar altres parametres en relacié al risc de desenvolupar
malalties en I'’edat adulta. Es va estudiar el pes al naixement i també la relacié entre el pes de
la placenta i el pes del nadé com a marcador de la restriccié fetal independentment del fet de
presentar un pes al naixement optim o no [8] i com a indicador de la funcié de la placenta a
nivell prenatal [9]. Altres estudis també van incloure associacions amb el periode postnatal i la
preséncia o no de creixement recuperador postnatal [8]. A mitjans dels anys 70 es van realitzar

els primers estudis que mostraven com la desnutricié fetal seguida d’un creixement
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recuperador postnatal s’associava amb I'obesitat en I'edat adulta, i en canvi, si la desnutricié
fetal estava seguida per una restriccid calorica durant els primer periode de vida postnatal, hi
havia menys preséncia d’obesitat en adolescents i adults joves [6]. Aquestes observacions van
donar peu a suggerir que no només el creixement fetal sind també el creixement recuperador
postnatal podrien donar pas a I'obesitat i al seu conseqiient risc metabolic i cardiovascular

[10].
1.1.2. La nutricio postnatal.

La hipotesi o teoria del fenotip estalviador (thrifty phenotype) proposa que el
desenvolupament fetal és sensible als canvis en I'ambient nutricional i per tant el fetus és
capa¢ d’adaptar-se a un ambient advers. En un ambient fetal pobre, hi ha una resposta
adaptativa que procura optimitzar el creixement de certs organs, com el cervell, en detriment
d’altres, com per exemple els viscerals, per augmentar les probabilitats de supervivencia del
fetus. Les condicions de I'ambient fetal programen un fenotip particular, adaptat davant les
condicions que s’hi presenten. En el cas d’una desnutricié durant el periode de creixement
fetal, I'individu adaptara el seu fenotip de manera que presentara un fenotip adequat per a un
ambient postnatal amb caracteristiques semblants a les condicions intrauterines de
desnutricié. Pero si I'ambient extrauteri difereix en gran mesura de l'intrauteri, és a dir, la
nutricié postnatal presenta abundancia de nutrients respecte a la prenatal, el fetus pateix un
creixement recuperador postnatal i té més risc de patir malalties metaboliques a llarg termini

[11][12][13][14].

Llavors, és el desajust entre els ambients fetal i postnatal, és a dir, la combinacié de la
restriccid intrauterina seguida del creixement recuperador postnatal, el qual altera
permanentment 'estructura corporal i fisiologica i en conseqliéncia contribueix a I'aparicié de
I'obesitat i el risc cardiovascular en lI'edat adulta [8][15][16][17]. En altres paraules, el
problema sorgeix quan l'individu es troba en un ambient postnatal per al qual no estava
predefinit. D’aquesta manera el creixement recuperador postnatal, que era vist com un pas
essencial per a la recuperacid dels efectes deleteris d’'un creixement intrauteri pobre i per
restablir fisiologicament la trajectoria del creixement geneticament programada, s’ha
considerat com un dels majors factors de risc per a I'obesitat i les malalties metaboliques
croniques [18]. Tot i que sembla clar que la causa sigui el desequilibri entre la nutricié prenatal
i postnatal, els mecanismes pels quals es generen les alteracions metaboliques encara no sén

del tot coneguts.



1.2. El creixement prenatal.

El creixement fetal es dona de manera continuada durant tota la gestacio, tot i que
segueix un patré exponencial amb un punt de maxim creixement en el tercer trimestre [19]
[20] que coincideix amb un increment de la massa grassa fetal [20][21]. Tant el creixement
com el metabolisme fetal depenen directament dels nutrients que creuen la placenta i, per
tant, la mare adapta el seu metabolisme per donar suport al pas continu de substrats cap al

fetus.

El fetus es desenvolupa en un ambient on les funcions de respiracid, alimentacid i excrecid son
aprovisionades per la placenta. La glucosa és el substrat primari per al metabolisme de la
placenta i el fetus. El fetus huma sintetitza els seus propis carbohidrats, greixos i proteines a
partir de la glucosa, els aminoacids i altres metabolits de cadena curta transferits des de la
mare cap al fetus [14]. El total de nutrients transferits depenen del tipus de transport
placentari per a cada nutrient, dels seus nivells en la sang materna, del total de flux sanguini en

la placenta i de I'area superficial dels villi periferics de la placenta [10].

El metabolisme fetal esta orientat cap a I'anabolisme, i el creixement d’organs i teixits esta
regulat per factors de creixement que funcionen de manera autocrina o paracrina durant la
major part de la gestacid. En aquest ambient fetal I'homeostasi de la glucosa i la insulina és

essencial per a un emmagatzematge energetic eficient i un metabolisme fetal optim [10].

El periode exponencial de creixement fetal del tercer trimestre provoca una mobilitzacié
massiva de les reserves energétiques en la mare, aixi com també desencadena canvis en I’accié
i produccio de la insulina materna, basicament per suplir la demanda creixent de nutrients del
fetus. Sobretot provoca l'augment de lipids circulants ja que, encara que els triglicérids
materns no creuen directament la placenta, sén una font essencial d’acids grassos pel fetus. A
nivell placentari, aquests triglicerids sén hidrolitzats en acids grassos per permetre la seva
difusié al plasma fetal. Per tant, I'aportacié adequada de nutrients per al fetus es déna tant per
la part materna com placentaria, i la comunicacié metabolica entre la mare, la placenta i el
fetus és clau i s’ha de donar correctament a nivell dels patrons de transcripcid i expressid

genica [10][22].

Per tot aix0, el creixement i el desenvolupament fetal depén del potencial genétic del fetus
modulat pels factors ambientals, biologics i hormonals que I'envolten, incloent-hi la salut i

nutricio de la mare. El fetus depén completament de I'estat nutricional de la mare i de la



capacitat de transport de nutrients de la placenta per a nodrir-se. L'ambient matern tendeix a
restringir el creixement fetal, sobretot en el primer trimestre, possiblement com a reflex de la
importancia per a la mare de restringir els requeriments nutricionals del fetus per assegurar la

seva propia supervivencia i la del fetus en un possible periode d’escassetat.

El creixement fetal adequat és el resultat del funcionament equilibrat d’aquests diferents
factors. Es considera que un nounat té un pes normal quan presenta un creixement adequat
per a la seva edat gestacional (AEG), és a dir, un pes al naixement entre 2 i menys 2 desviacions
estandard en relaci6 amb dades de referencia poblacional determinats per edat gestacional,

génere i etnia [23][24].
1.2.1. Larestriccio prenatal.

La restriccié de creixement fetal esta associada amb la morbiditat i la mortalitat
perinatal i amb el desenvolupament de malalties en I'edat adulta [1][25]. Els nens nascuts
amb restriccié fetal poden presentar una disminucié en la tolerancia a la glucosa i una alteracié
en la secrecié d’insulina a nivell corporal, resisténcia a la insulina i obesitat [26]. Es coneix que
una secrecié d’insulina inadequada i una disminucié de la sensibilitat a la insulina al naixement

contribueixen a un increment del risc de desenvolupar diabetis [27].

La restriccié fetal es presenta en aproximadament el 4-8% dels nounats dels paisos
desenvolupats i fins al 30% dels paisos en desenvolupament [24]. Aquesta restriccid de pes
fetal es pot definir utilitzant dos termes amb matisos diferents: els nadons amb creixement
intrauteri retardat (CIR) i els nadons petits per a I'edat gestacional (PEG). Encara que sovint
s’utilitzen de manera intercanviable com a sindnims, els dos termes no son totalment

equivalents [10][27].

Els nadons CIR es caracteritzen per una disminucié de la velocitat de creixement in utero, i
presenten un pes fetal per sota del percentil 10 per a I'edat gestacional a més de signes de
restriccio fetal com ara disminucié del liquid amniotic o alteracions en les proves de benestar
fetal. Malgrat aixo0, al néixer poden presentar un pes normal o un baix pes. En les gestacions
CIR hi ha una estreta relacié entre un baix pes placentari i un baix pes fetal, sobretot en els
casos més severs de restriccid intrauterina associats a una velocitat anormal de Doppler de

I’arteria umbilical, eina ampliament utilitzada per avaluar el benestar fetal [20].

Per altra banda, els nadons PEG es defineixen com infants nascuts amb un pes al naixement

per sota de 2 desviacions estandard en relaci6 amb dades de referéncia poblacional
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determinats per edat gestacional, génere i étnia [24]. Per tant, el terme PEG es refereix a la
mida del nadd, generalment el pes i la llargada al naixement, sense tenir en compte la
trajectoria intrauterina precedent. La majoria de nadons PEG han estat també CIR durant el
creixement fetal, pero no tots ja que alguns presenten una valoracié anatomica i unes proves

de benestar fetal normal.

També cal diferenciar la definicié general de baix pes al naixement (BPN) que és un terme
generic que, en humans, es defineix com la presentacié d’un pes inferior a 2500 grams al

néixer, sense ser estandarditzat per a I'edat gestacional corresponent.

Taula 1. Causes i/o factors coneguts de la restriccié de creixement fetal.

Causes maternes Causes fetals Causes placentaries
Aportacio nutricional insuficient Anormalitats Insuficiencia placentaria
Malalties vasculars, hipertensio cromosomiques Disfuncid placentaria
arterial i preeclampsia Malformacions Infarts placentaris
Malalties cardiaques estructurals Vasculitis
Malalties respiratories Infeccions fetals Placenta prévia
Malalties renals Displasies esquelétiques Corioamnionitis cronica
Trombofilies Gestacio multiple Insercié anormal del cordd umbilical
Diabetis pregestacional Placenta circumval-lada
Exposicid a toxics (farmacs o drogues), Corioangioma
abus d’alcohol i abus de tabac Artéria umbilical Unica
Infeccions intrauterines
Antecedents de fetus PEG altres gestacions
Antecedents de talla baixa dels progenitors

La restriccio de creixement fetal pot ser deguda a la presencia d’'un o més factors patologics
(Taula 1). Tot i les causes conegudes, en la majoria de casos de restriccié de creixement fetal la

causa és desconeguda o idiopatica [28] i actualment representen un ampli camp d’estudi.

La restriccié fetal esta caracteritzada per una hipoxia i una hipoglucémia del fetus, amb altes
concentracions circulants de lactat i triglicérids, a més de canvis endocrins que inclouen
disminucié d’insulina, tiroxina i factors de creixement com les proteines IGF [9]. La insulina és
el regulador principal de la IGF1 prenatalment, i totes dues hormones, a més de la IGF2, sén
factors clau en el control del creixement fetal. Es coneix I’associacid positiva entre els nivells
d’insulina i IGF1 i el pes i I'algada al naixement [10]. La insulina és un dels factors claus en
promoure el creixement fetal i esta en acord amb el concepte del gen estalviador per

optimitzar un emmagatzematge d’energia eficient.

Durant la gestacio, el fetus en desenvolupament depén de la mare per a tots els requeriments
nutricionals. No és estrany, doncs, que les variacions en la nutricid6 materna, i sobretot els

canvis en la transferéncia de nutrients entre la mare, la placenta i el fetus, puguin reflectir-se
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en alteracions en la salut i el benestar fetal [7][8]. Hi ha evidéencies que demostren que la
placenta pot jugar un paper important en les alteracions en la composicié corporal i en el

metabolisme fetals.

La disfuncié placentaria és la major causa de restriccié fetal i de programacio de la salut a llarg
termini en humans. Els models animals de restricci6 de creixement placentari han estat
desenvolupats per a testar directament el paper de la funcié de la placenta en la programacio
de les malalties en I'edat adulta [27]. El creixement placentari restringit en models animals
indueix canvis similars en la secrecid i sensibilitat a la insulina, tal com veiem en els nadons CIR
i/o PEG, entre d’altres, i els fa valuosos com a eina per a investigar les consequiéncies del
retard de creixement fetal [27]. Estudis sobre la fisiologia de la placenta i futures intervencions
per millorar la funcié placentaria sén de gran importancia ja que optimitzar la funcié

placentaria pot portar beneficis en la salut a llarg termini [7].

1.2.2. La placenta.

La placenta és un organ transitori i diferenciat ubicat en la cavitat uterina que serveix
perque I'embrié es nodreixi i es desenvolupi correctament, i constitueix una unitat funcional
entre la mare i el fetus durant la gestacid. Des de la primera setmana de gestacio la placenta
actua també com a un nou organ endocri secretant hormones que influeixen en el
metabolisme dels nutrients per mantenir I’homeostasi i assegurar el desenvolupament i el
creixement del fetus. La maduracid de la placenta es produeix progressivament durant tota la
gestacié afavorint aixi que el transport de nutrients s’adapti per cobrir les necessitats del

creixement fetal [20].
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Triple capa de trofoblasts

Espongiotrofoblast )
Dues capes sincitials

Laberint Una capa mononuclear
Sang materna

Huma

Decidua Sang materna

Sang materna (llacunes) Vas sanguini fetal

Vellositats Citotrofoblast (vellositats)

corioniques

Capa de sincitiotrofoblasts

Figura 2. Comparacio entre I'estructura de la placenta de rata i la placenta humana. Adaptacié de Sun
[29].
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La placenta és una estructura especifica de la gestacié dels animals mamifers euteris que es
desenvolupa juntament amb I'embridé i que esta composta de diferents tipus cel-lulars. Tot i
que l'estructura de la placenta difereix considerablement entre les especies animals, la
morfologia basica, és a dir, les cél-lules principals i la seva funcid, aixi com també els
mecanismes moleculars involucrats en el seu desenvolupament, sén conservats entre especies
[30]. Els primats i rosegadors presenten una placenta de tipus hemocorial (Figura 2). La
placenta hemocorial és una forma invasiva de placentacié o formacié de la placenta, és a dir,
els teixits materns sén envaits per les vellositats corials vascularitzades des de la cara fetal. La
formacid de la placenta comenca amb la implantacié del blastocist a 'endometri, moment en
el qual les primeres cél-lules que es diferencien de I'embrid, anomenades cel-lules

trofoblastiques o trofoblasts, inicien el procés de placentacio.

Compartiment __ Trofoblasts
mesometrial uteri N invasius

Decidua

~ Citotrofoblasts

Sincitiotrofoblasts

~w— Mesénquima i vasculatura
fetal

Figura 3. Esquema de la placenta de rata. Adaptacio de Soares [31].

En primer lloc, a la cara materna, els trofoblasts inicien un procés d’invasié de la decidua. La
decidua materna pateix una erosio i desintegracié gradual de la seva innervacid i de la capa
muscular dels vasos sanguinis fins que aquests es converteixen en llacunes. En aquestes
llacunes arribara el torrent sanguini de la mare a través de les venes uterines transformades en
grans sinusoides que drenaran el llit placentari per realitzar I'intercanvi d’oxigen i nutrients. En
el cas de la rata, la invasié profunda dels trofoblast és molt similar a la dels humans [30]. En
aquest procés de placentacié és molt important que la invasié de les arterioles espiralades a la

decidua es faci correctament. La consequencia final de la formacié d’aquestes llacunes o
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sinusoides és la vasodilatacié de la circulacidé uteroplacentaria per formar un sistema de baixa

pressio i alt flux [32].

A la cara fetal de la placenta trobem les vellositats corials. Aquestes vellositats augmenten
amb l'edat gestacional i amb el pes fetal. Al final de la gestacié s’observa un augment del
volum i una disminucié de I'engruiximent de la membrana d’aquestes vellositats. L'augment de
la mida de la placenta al llarg de la gestacidé es déna precisament per augmentar la superficie i
el volum sanguini en I'espai intervellds ja que la seva funcid principal és la de filtracid o
intercanvi. En el cas de la rata, les vellositats se situen a 'anomenada zona laberintica que es
posiciona a la cara fetal i esta composta per trofoblasts gegants, sincitiotrofoblasts, cel-lules

mesenquimals fetals i vasculatura [30] (Figura 3).

La circulacid a nivell placentari es realitza practicament entre dos bombes representades pel
cor matern i el cor fetal, que asseguren el flux sanguini cap a la placenta. La placenta humana
secreta estrogens que s’incorporen al torrent circulatori matern i tenen un paper important en
el manteniment del flux sanguini uteroplacentari [33]. A més a més, existeixen mecanismes
vasomotors localitzats en la decidua que regulen el volum de sang materna a |'espai
intervellds. L'area total per a l'intercanvi es veu reduida en placentes complicades amb

restriccid de creixement fetal.

La funcio placentaria es pot estimar a partir de la mida o el pes de la placenta els quals sén uns
bons indicadors de la funcid de la placenta a nivell prenatal. A més a més també existeix una
correlacié entre el pes placentari i el pes del nadé al naixement, i la relacié derivada d’aquests
dos parametres es troba associada a I'estrées fetal aixi com també a la preséncia de malalties en
I’edat adulta, particularment en presencia de baix pes al naixement. Els factors que influeixen
en el pes de la placenta son |'edat gestacional, el pes de la mare, el sexe del fetus, presentar
una gestacié Unica o multiple, presentar una preeclampsia, habits de tabac de la mare,

concentracid d’oxigen disponible o alteracions de la nutricié materna.

De manera normal, la placenta i el fetus estan exposats a una gran varietat de factors
ambientals. La ingesta d’aliments i el contingut de macro i micronutrients de la dieta poden
variar durant la gestacié en resposta a fluctuacions estacionaries, escassetat o abundancia de
certs aliments en animals i a causa de canvis dietétics o estils de vida en els humans. La
disponibilitat d’oxigen pot variar segons l'altitud del lloc de residéncia, per anemia materna,
per inhalacié de monoxid de carboni en fumadores o a causa de la contaminacié ambiental.
L’oxigenacio fetal també varia en funcid de canvis en el flux sanguini umbilical. Les condicions

ambientals durant el desenvolupament intrauteri també es poden veure alterades per
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drogues, com l'alcohol i la nicotina, i per I'estrés psicosocial de la mare que pot influenciar la
ingesta, el metabolisme i la secrecié d’hormones [34]. Quan les condicions ambientals durant
la gestacié son pobres, i particularment quan la qualitat dels aliments ingerits és baixa o
limitada, la placenta presenta restriccid de creixement [2]. Aquesta restriccié de creixement

placentari afecta directament al fetus, provocant restriccio de creixement fetal.

1.3. El creixement postnatal.

El creixement postnatal, es déna a partir del naixement dels individus i durant els dos
primers anys vida. Per mesurar aquest creixement postnatal s’utilitzen els parametres de pes i
d’alcada, perd també el perimetre cranial, el gruix dels plecs subcutanis i la maduracié ossia. El
guany de pes després del naixement, i també durant tota la vida, depén de la nutricié

postnatal.

1.3.1. El creixement recuperador postnatal.

El creixement recuperador postnatal es defineix com un creixement en algada i/o pes a
una velocitat per sobre dels limits de normalitat per a I'edat i/o maduresa durant un periode
definit de temps i que es presenta després d’un periode transitori d’inhibicié de creixement

[28][35].

El creixement recuperador postnatal es dona en els infants amb baix pes al naixement. El
creixement recuperador postnatal generalment succeeix entre el naixement i els primers dos
anys de vida, durant els quals si aquests nadons recuperen 0.67 desviacions estandard,
considerem clinicament que han patit un creixement recuperador [16]. Aquest creixement és
maxim durant els primers sis mesos de vida on el creixement recuperador es déna rapidament
en pes, mentre que el creixement recuperador en alcada és més gradual i continuat durant tot
el periode infantil [10][24]. Quasi el 90% dels infants amb baix pes al naixement presenten un
creixement recuperador postnatal durant els primers dos anys de vida que restaura

parcialment aquest retard i arriben a assolir el pes i/o algada estandards [24].

Wilson i col-laboradors [28] van identificar 6 factors importants per a I'extensio del creixement
recuperador: la naturalesa de la desnutricid, la severitat de la desnutricid, la durada del
periode de desnutricid, I'estadi de desenvolupament del cos en el moment de l'inici de la
desnutricid, el ritme de maduracié de I'espécie (espécies amb un ritme de maduracié lent es

recuperen millor de la desnutricid), i el patré de la realimentacid.
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El creixement recuperador postnatal després d’una restriccid fetal s’"ha mostrat com un factor
de risc en la programacié de malalties metaboliques en I'edat adulta aixi com també s’ha
mostrat com un factor independent per al risc de sobrepés i obesitat que es pot manifestar en

la infantesa [16][36].

D’acord amb la definicié acceptada per la Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS), un
creixement de pes ifo algada per sota de 2 desviacions estandard per edat i sexe indica
desnutricié. L'objectiu de la rehabilitaciéd nutricional és millorar el creixement de l'infant
després de la malnutricid, cosa que resulta en un periode de creixement accelerat, que
compensa en part el periode anterior de creixement a baix ritme [24][37]. Cal esmentar, pero,
que els patrons i/o taules de pes postnatal per edat es troben estandarditzats a partir dels

nadons AEG. Per tant, el creixement postnatal optim dels PEG no esta totalment ben definit.

S’ha observat com un creixement recuperador postnatal excessiu del pes corporal provoca un
augment del risc d’obesitat en I'edat adulta i com un creixement recuperador postnatal lent
provoca una reduccié d’aquest risc. Es coneix que els infants nascuts amb baix pes que es
mantenen petits durant la infantesa presenten un menor risc d’obesitat i sindrome metabolica
en contraposici6 amb aquells infants nascuts amb baix pes que pateixen un creixement
recuperador postnatal que excedeix el rang de pes dels AEG durant la infantesa i presenten un
risc augmentat d’obesitat i sindrome metabolica [16][36][38]. Tal com apunten molts dels
estudis epidemiologics actuals, el creixement recuperador, que és potencialment beneficids a

curt termini, pot ser perjudicial a llarg termini per a la supervivencia [12].

Actualment hi ha evidencies que aquest creixement recuperador postnatal després d’una
restriccio de pes fetal es caracteritza per un guany desproporcionat de massa grassa en relacio
al guany de massa magra corporal i concorden amb estudis durant la infantesa o I'edat adulta
gue mostren com el greix es recupera més rapid que la massa muscular [18]. Aquest procés de
creixement recuperador en greix (fat catch-up) es produeix fins i tot en presencia de dietes
equilibrades, per tant fa pensar en una adaptacié d’eficiencia metabolica com a reaccié
fisiologica a I'estat previ de desnutricié [18]. Diferents estudis en cohorts europees indiquen
que els adults que van néixer amb baix pes presenten lleugerament més massa grassa i menys
massa magra corporal, pero6 marcadament molta més massa grassa visceral que els seus
controls per edat i index de massa corporal (IMC) similars [18]. Estudis recents mostren que
nens prepuberals nascuts amb baix pes tenen més massa grassa i menys massa magra que els

seus controls d’edat i pes similars; aixi com també nivells menors d’oxidacio de la glucosa [10].
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Aqguest creixement recuperador postnatal es caracteritza per presentar nivells alts d’insulina
circulant i un estat de resistencia a la insulina lligat al fet de guanyar més massa grassa
corporal [10]. A més a més, també s’associa a major grau d’adipositat abdominal en
I’adolescencia i prediu un risc augmentat d’obesitat, de diabetis i de malalties cardiovasculars
en l'edat adulta [10][26]. Els infants que mostren un creixement recuperador postnatal més
pronunciat es relacionen amb les restriccions intrauterines més severes [16]. Cal esmentar que
aquest risc d’obesitat a llarg termini i complicacions associades amb la insulinoresistencia no
han estat només descrites en infants nascuts PEG, sind també en infants AEG relativament

prims al naixement, possiblement a causa d’una restriccié intrauterina molt més subtil.

En humans, s’"ha mostrat que I'alletament matern és preferible a I'alletament amb llet artificial,
perque la velocitat de creixement més lenta associada a l'alletament matern sembla ser
protector de I'obesitat i les malalties cardiovasculars [39]. De la mateixa manera s’ha descrit
gue la desnutricid fetal seguida de restriccidé calorica postnatal s’associa amb una disminucid

del risc d’obesitat en I’edat adulta [10].

En estudis en models animals, s’ha observat una sobreexpressié del receptor d’insulina en el
fetge i el mascul durant el creixement recuperador postnatal [40]. També s’ha observat un
augment de l'adipogénesi que resulta en una propensid a lI'acumulacié de greix durant els
primers estadis de la vida [41]. Els animals que presenten creixement recuperador postnatal
excessiu mostren també en I'edat adulta un fenotip d’obesitat caracteritzat per I'acumulacio

de greix visceral i la hipertrofia dels adipocits [42].

Per tot aixd, I'analisi de la relacid entre la restricci6 de creixement fetal i les alteracions
metaboliques a llarg termini és important per evitar les conseqiiencies futures de les
anomalies diagnosticades prenatalment. Per a la deteccié precog dels grup de risc és essencial
identificar nous factors genétics i ambientals que predisposin els nadons amb baix pes a una

recuperacio rapida i/o excessiva del pes durant els primers 12 mesos de vida.

1.4. Els desordres metabolics.

El metabolisme és el conjunt de reaccions quimiques que tenen lloc en I'organisme i
que s’organitzen en rutes metaboliques que responen als canvis i als senyals intra- i
extracel-lulars. El catabolisme genera energia a partir de la glucolisi, de la degradacié proteica,

de la degradacié lipidica, de la respiracié cel-lular, i de I'autofagia. En canvi, I'anabolisme
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consumeix energia per promoure el creixement i la diferenciacid i per produir components

com ara proteines i acids nucleics.

El nombre de persones que pateixen desordres metabolics ha incrementat dramaticament a
tot el mén en els ultims anys i, en conseqliéncia, sdn necessaries noves estrategies
terapeutiques per a combatre aquesta epidemia creixent. L’obesitat, la sindrome metabolica i
la diabetis tipus 2 sdn tres patologies interrelacionades que comparteixen mecanismes

d’aparicid i evolucid i que poden arribar a ocasionar complicacions cardiovasculars.

1.4.1. Laresistencia a la insulina.

La insulina és una hormona peptidica secretada pels illots de Langerhans del pancrees.
El gen INS codifica la proinsulina, que a partir de canvis realitzats a I'aparell de Golgi, es
convertira en la insulina. La insulina ajuda a mantenir nivells 0ptims de glucosa en sang: fa que
les cel-lules del teixit adipds, del fetge i del muscul captin la glucosa de la sang, suprimeix la
degradacio lipidica en el teixit adipds, promou la glucogenesi i la sintesi lipidica al fetge i activa
la glucogenesi al muscul (Figura 4). Les accions de la insulina a nivell global en el metabolisme
també inclouen I'augment de la replicacié de 'ADN i la sintesi de proteines, i la modificacid de

I’activitat de nombrosos enzims.

La resistencia a la insulina és aquell estat patologic en el qual I'organisme és incapag de
respondre de manera normal a les accions de la insulina. Aquesta alteracio és el resultat de la
desregulacié d’un o diversos punts de la via de senyalitzacié de la insulina, com per exemple el
seu receptor especific o la fosforilacié de substrats. La resisténcia a la insulina es basa sobretot
en la inhabilitat del teixit adipds i del muscul per captar la glucosa i la inhabilitat del fetge per
suprimir la formacié de glucosa en resposta a concentracions creixents d’insulina [43]. En
aquest estat de resistencia es necessita més insulina per mantenir uns nivells de glucosa

saludables en sang [44].

La insulina juga un paper central en el manteniment de I’'homeostasi de la glucosa i regula el
metabolisme dels carbohidrats, els lipids i les proteines. Un estat de resisténcia a la insulina
s’associa amb [|'aparicid dels desordres metabolics. La identificacié dels factors que
contribueixen al desenvolupament de la resisténcia a la insulina és el primer pas per establir

les bases moleculars d’aquesta resisténcia en els teixits periférics.
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Figura 4. Relacions entre la insulina i els teixits adipds, hepatic i muscular. A) En condicions normals la
insulina regula el transport i el metabolisme de la glucosa dels teixits per mantenir la normoglucemia. En
concret, en el teixit adipds inhibeix la lipolisi i incrementa la lipogénesi. En el fetge redueix la
glucogenolisi i la gluconeogénesi i augmenta la sintesi de glucogen. En el muscul principalment
augmenta la incorporacioé de glucosa i la seva utilitzacié. B) En condicions de resisténcia a la insulina es
produeix la disfuncié d’aquests processos. Es ddna una relativa hiperglucémia acompanyada d’un
increment en plasma d’acids grassos no esterificats produits en el teixit adipds, una reduccié de la
secrecido de l'adipocina anomenada adiponectina, i dona lloc a una acumulacié ectopica de greix.
(NEFAs: acids grassos no esterificats, TG: triglicerids). Adaptacié de Lafontan [45].

1.4.2. LU’obesitat.

L'obesitat es defineix com un excés de greix corporal o una sobrecarrega d’adipocits
manifestada per un excés de pes i volum corporal. El pes corporal s’ha utilitzat com a mesura
indirecta del grau d’adipositat per raons practiques, ja que aquest grau d’adipositat no és facil
de mesurar amb proves habituals o de rutina. L'index de massa corporal (IMC) delimita els
punts de tall per a definir I'obesitat. L'IMC es calcula com el pes (en quilograms) dividit per
I'alcada (en metres) al quadrat. L'ds de I'IMC es va establir a la década dels 80. Existeixen
estandards per a nens, adolescents i adults. Es considera que un nen presenta obesitat amb un
IMC estandarditzat per edat i sexe de +2 desviacions estandard, i en el cas dels individus adults

correspon a un IMC > 30 kg/mz.

L'obesitat és una malaltia cronica, complexa i multifactorial que sol iniciar-se en la infancia i
I’adolescencia i dona origen a multiples problemes de salut, sobretot en |'edat adulta. La
deteccié preco¢ de I'obesitat infantil és important per frenar la progressié de la malaltia i
evitar-ne la morbiditat i mortalitat associades. L'obesitat s’esta imposant com el problema de
salut publica més serids del segle XXI. Agafant com a referéncia els estandards de la OMS,
I'estudi ALADINO [46] ha determinat que a I'Estat espanyol hi ha un 26% de nens amb

sobrepeés i un 18% de nens amb obesitat.
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Es creu que la interaccid entre la geneética i I'ambient en sén les causes principals.
Evolutivament parlant, es pot pensar que I'obesitat es veu afavorida per I'evolucié dels gens,
els quals preparen I'organisme per situacions de penuria pero no d’opuléncia. Segons la teoria
del gen estalviador, doncs, els gens afavoririen I'estalvi d’energia per maximitzar I'eficiencia
metabolica. Els factors ambientals, perd, sén molt importants ja que poden establir un
desequilibri conductual en la ingesta (preséncia de sobrealimentacid) i la despesa energetica

(habits de sedentarisme) [47].

Les alteracions metaboliques tipiques dels pacients obesos sdn: |'adipositat central, la
resisténcia a la insulina, les concentracions baixes de colesterol HDL i altes de triglicerids, aixi
com la presencia d’hipertensio arterial (HTA). El perfil metabolic de pacients amb alteracions
greus i alt risc metabolic es correlaciona de manera directa amb la quantitat de teixit adipds
visceral que presenten, perd no subcutani. Per tant, tot i ser veritat que I'obesitat incrementa
el risc de patir malalties croniques, és clar que son els pacients amb obesitat visceral els que

formen el subgrup d’individus amb les alteracions més greus del metabolisme.

Existeix una associacid entre la resisténcia a la insulina i I'obesitat. Es coneix que |’expressio
alterada de certes proteines amb funcié endocrina per I'excés de teixit adipds provoca efectes
perjudicials en altres teixits periférics sensibles a la insulina. D’aquesta manera un excés de
greix contribueix al desenvolupament de la resisténcia a la insulina. L'obesitat, juntament amb
la resisténcia a la insulina i la hiperlipémia que té associades, son les principals caracteristiques

de la sindrome metabolica i son de risc per al desenvolupament de la diabetis tipus 2.

Donat que la prevalenga de I'obesitat ha incrementat a un ritme alarmant durant les ultimes
décades, és de vital importancia entendre els mecanismes a través dels quals es programa
aquest procés. Els primers mesos del periode postnatal sén una finestra de temps critica per a
la programaciod de l'obesitat, i per tant és aquest primer periode de temps que necessita

dianes d’intervencid.

1.4.3. La sindrome metabolica.

La sindrome metabolica (SM) es determina per un augment de I'adipositat abdominal i
la conseqlient resistencia a la insulina; la qual cosa condueix a un risc elevat de diabetis tipus 2

i malalties cardiovasculars.

La definicié de la sindrome metabolica en nens i adolescents (segons el criteri NCEP-ATPIII) i en

adults (segons la Federaciod Internacional de Diabetis [IDF]) és aquella sindrome diagnosticada

20



quan un individu reuneix més de 3 de les 5 caracteristiques representades en la taula segiient
(Taula 2). Aixi doncs, la sindrome metabolica es caracteritza per la dislipeémia (augment de
triglicerids, lipoproteines i colesterol LDL, i disminucid de colesterol HDL), la hipertensié
arterial, la hiperglucémia i un major percentatge de massa grassa abdominal. També es
valoren parametres com el quocient leptina/adiponectina, marcadors d’inflamacié com la
proteina C reactiva o marcadors de trombosis com el fibrinogen i I'inhibidor del I'activador de

plasminogen.

Taula 2. Parametres i rangs per a determinar la sindrome metabolica.

Parametre Nens i adolescents Adults
Perimetre abdominal Excedeix el percentil 90 Excedeix el percentil 90
estandarditzat per edat i sexe estandarditzat per edat i sexe
Triglicerids 2110 mg/dL 2150 mg/dL
HDL-colesterol <40 dL <40 mg/dL en homes i
me/ <50 mg/dL en dones
Pressid sanguinia Excedeix el percentil 90
Ly e s . . PS 21 H PD > H
sistolica o diastolica estandarditzat per edat i sexe 52130 mmHg o 85 mmHeg
Glucosa en deju 2110 mg/dL o preséncia de diabetis 2100 mg/dL o preséncia de diabetis

L’adipositat abdominal o central, caracteristica de la sindrome metabolica, comporta un
augment dels acids grassos lliures en sang i la inhibicié de I'accié de la insulina en els teixits
periferics. La gran quantitat d’acids grassos no esterificats (NEFAs) redueix la utilitzacio de la
glucosa pel muscul esquelétic i estimula la produccié hepatica de lipoproteines de molt baixa
densitat i també la produccid de glucosa, que potencia la secrecié aguda d’insulina. L’efecte
lipotoxic a llarg termini dels acids grassos lliures en les cel-lules beta del pancrees podria ser
part del nexe entre la resistéencia a la insulina, I'obesitat i el desenvolupament de diabetis

tipus 2.

Els altres factors que influeixen en I'aparicié de la SM sén I'edat, els condicionants geneétics o
els antecedents familiars i un estil de vida inadequat, en el que s’inclou: la inactivitat fisica, el
tabaquisme i el consum d’aliments hipercalorics i rics en greixos saturats, hidrats de carboni

concentrats i sal.

El risc de patir diabetis tipus 2 i malalties cardiovasculars augmenta en preséncia de SM
seguint el criteri de diagnostic de la mateixa i no equival a la suma del risc dels factors que la
componen per separat. Es a dir, el risc metabolic de la SM és un efecte sinérgic i no només la
simple addicié dels factors que la componen individualment. A més, de manera freqlent, la
SM progressa i culmina en el desenvolupament de la diabetis tipus 2, factor que també se

suma al risc cardiovascular.
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1.4.4. La diabetis tipus 2.

La diabetis mellitus tipus 2 (DM2) és una malaltia metabolica que presenta defectes en
I'accié de la insulina en els teixits periféerics i resulta en I'aparicié d’hiperglucemia cronica.
Aquesta hiperglucémia cronica pot anar acompanyada de lesions a multiples teixits com danys
en els vasos de la retina, els ronyons i els nervis periférics; a més a més d’un risc important en

el desenvolupament de malalties cardiovasculars.

La DM2 s’ha convertit en un dels problemes sanitaris més greus actualment i s’estima que hi
ha uns 246 milions de persones afectades a tot el mén, dada que representa aproximadament
un 20% de la poblacié mundial major de 50 anys. A I'Estat espanyol la prevalenga mitjana de
DM2 en persones majors de 18 anys se situa aproximadament en el 13%; tot i que per sobre
els 75 anys la prevalenca és del 40% [48].

La DM2 és un altre exemple d’'una malaltia en la qual tant la genetica com I'ambient sén
determinants i contribueixen en la seva patogénesi. Molts estudis suporten el paper dels
factors fisiologics i I'estil de vida en I'etiologia de la DM2. Aquests factors inclouen la inactivitat

fisica i I'obesitat, en concret, I'obesitat abdominal.

Els factors ambientals poden contribuir en la seva patogenesi des del desenvolupament fetal.
Estudis recents han mostrat que el baix pes al naixement esta associat a major prevalenca de

resisténcia a la insulina, intolerancia a la glucosa i incidéncia de DM2 [49].

1.5. Els teixits de regulaciéo metabolica.

Els mecanismes de programacié metabolica convergeixen en I'alteracié de I'accié de la
insulina. Els principals teixits de regulacié metabolica implicats en aquesta programacié sén el
teixit adipds, el teixit hepatic i el teixit muscular que modulen a nivell corporal el metabolisme

de la glucosa, dels lipids i de les proteines.

1.5.1. El teixit adipds.

El teixit adipds és un teixit connectiu lax format majoritariament per adipocits. La seva
funcié principal és emmagatzemar energia en forma de greix servint com a reserva de
nutrients, tot i que també protegeix i ailla el cos. No obstant, la seva funcié més important és

regular el balang energetic i I’homedstasi nutricional.
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El teixit adipds esta format per adipocits i teixit connectiu altament vascularitzat i innervat on
també trobem macrofags, ceél-lules endotelials, fibroblasts i leucocits. La composicid
multivariada del teixit adipds fa que sigui un important mediador en el metabolisme i en la
inflamacid. Els adipocits presenten la capacitat d’acumular acids grassos en forma de
triglicerids quan hi ha un excés d’energia i d’alliberar-los en forma d’acids grassos lliures en cas
de necessitat energética. Per dur a terme aquestes accions, els adipocits contenen tots els
enzims necessaris per a la lipolisi i la lipogénesi. La composicié del teixit adipds canvia
dramaticament durant la sobrenutricié, involucrant alteracions en el nombre i mida dels
adipocits, el tipus i nombre de cel-lules immunes i en la matriu extracel-lular [50]. El teixit
adipds que es va expandint a causa de I'acumulacid excessiva de greixos pot arribar a un estat
d’hipertrofia. L'expansié patologica del teixit adipds es caracteritza per adipocits grans i
disfuncionals que provoquen inflamacid i alteren la secrecié d’adipocines i citocines. Aquesta
expansié patologica de la massa grassa es relaciona també amb un nombre baix d’adipocits

progenitors capacos de proliferar i diferenciar-se en adipocits sans [45].

El teixit adipés també és un important organ endocri que secreta adipocines pro i
antiinflamatories. Es comunica aixi amb cél-lules d’altres teixits distants com I'hipotalem, el
pancrees, el fetge, el muscul esquelétic, els ronyons, I'endoteli i el sistema immunitari.
D’aquesta manera el teixit adipds juga un paper principal en la regulacié del metabolisme, i
una secrecid desregulada afecta I’homeostasi de la glucosa i la insulina a nivell corporal [50].
Algunes de les adipocines més importants son: la leptina, I'adiponectina, la visfatina i el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa). Els agents proinflamatoris promouen la inflamacio
sistémica, i a més els adipocits hipertrofiats amb alt contingut lipidic que moren i alliberen el
seu contingut al medi exterior faciliten també el reclutament de neutrofils i macrofags. La
insulina actua de diferents maneres per bloquejar la lipolisi, perd basicament redueix els
nivells intracel-lulars de AMP ciclic (AMPc) i bloqueja I’activacié de la proteina cinasa A (PKA)

[50].

El greix corporal o teixit adipds presenta diferencies segons si es troba localitzat sota la pell,
anomenat teixit adipds subcutani o bé al voltant dels organs interns, anomenat teixit adipds
visceral. L'acumulacié de greix visceral, i no de subcutani, esta associada amb les malalties
metaboliques [51]. També hi ha diferéncies regionals pel que fa a la secrecié d’adipocines i

nivells de lipolisi i sintesi de triglicerids [50].

En humans el teixit adipds es desenvolupa en la setmana 14 de gestacid, encara que el temps

precis d’aparicid depen en certa manera del creixement del fetus. La proliferacié del teixit
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adipds tendeix a minimitzar-se al final de la gestacid, i postnatalment incrementa fins
aproximadament I'edat de 10 anys i aproximadament el 8% dels adipocits son renovats cada
any. En canvi, en rosegadors tot el greix visceral es desenvolupa postnatalment i és visible a
partir del dia 7 de vida, les acumulacions de greix visceral principals son el greix visceral
perigonadal, mesentéric i retroperitoneal i el 0.6% dels adipocits sén renovats diariament.
L'estudi del teixit adipds perigonadal o retroperitoneal en rates és el més equivalent a I'estudi

del teixit adipds visceral en humans [52].

1.5.2. El teixit hepatic.

El fetge és un organ de 'aparell digestiu que juga un paper clau en el metabolisme,
doncs intervé en la sintesi de les proteines del plasma, en la depuracid de toxines de

I'organisme i en el metabolisme dels carbohidrats i dels lipids.

El fetge esta format per hepatocits o cél-lules de parénquima, que representen el 80% del
volum del fetge i gairebé el 60% del nombre total de cel-lules, i per cellules no
parenquimatiques. Hi ha dos grans vasos sanguinis que es connecten al fetge: |'artéria hepatica
gue rep la sang des de I'artéria aorta, i la vena porta que duu la sang amb nutrients procedents
del tracte gastrointestinal, de la melsa i del pancrees al fetge. El fetge és la glandula més grossa
del cos huma i el segon organ més gran del cos, només superat per la pell. Es troba sota el
diafragma, a la part dreta de I'abdomen. En humans adults en condicions no patologiques pesa
aproximadament un quilogram i mig. El fetge sintetitza la bilis, important per a la emulsié i

digestid dels lipids.

El fetge té un paper molt important en el metabolisme dels carbohidrats. Un augment dels
nivells de glucosa circulants provoquen l'activacié de la glucogenesi per a la formacid i
emmagatzematge de glucogen. Quan apareix un desordre metabolic i s’activen en major
proporcié la gluconeogénesi i la glucogenolisi en el fetge, es parla d’insulinoresisténcia [53].
Llavors la insulina no és capag d’inactivar la produccié de glucosa hepatica, provocant aixi la

hiperglucémia observada en la diabetis tipus [53].

El fetge també intervé en el metabolisme lipidic ja que és la localitzacié principal per a la
lipogenesi o sintesi de lipids de novo. Els acids grassos provinents de la dieta o els NEFAs
originats per la hidrolisi dels triglicerids emmagatzemats en el teixit adipds sén esterificats en
el fetge convertint-se en triacilglicérids, i s’alliberen al torrent sanguini per a la seva posterior
acumulacid en el teixit adipds. Durant I'acumulacid de greix excessiu en I'evolucié de I'obesitat,

es produeix un desequilibri entre la captacio i la oxidacid dels acids grassos en el fetge. Aquest
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desequilibri es caracteritza per un augment de la lipogénesi i la produccié de triglicerids en el
fetge, alts nivells de triglicérids circulants i I'acumulacié ectopica de greix: tant en el fetge, on
contribuira a la insulinoresistencia hepatica, com en localitzacions del cos, com ara en les
artéries, on contribuira a 'augment del risc de malalties cardiovasculars [54]. Definim un fetge
sa quan aquest conté menys del 5% de greix, i en canvi quan el greix acumulat en el fetge
sobrepassa aquest percentatge parlem del fetge gras o malaltia del fetge gras no alcoholic
(NAFLD, sigles en angles). Aproximadament el 60% dels adults que presenten obesitat i

diabetis tipus 2 també presenten la malaltia del fetge gras [55].

1.5.3. El teixit muscular.

El teixit muscular és el teixit contractil del cos i esta constituit per fibres musculars
llises o estriades. El muscul llis forma part dels organs i estructures internes; i el muscul estriat
pot ser cardiac, el qual forma part del cor, o bé esquelétic, el qual forma part del sistema

locomotor i té funcions de locomocid i sosteniment.

El muscul esquelétic esta format per cél-lules musculars que contenen miofibril-les que
presenten sarcomers que es componen d’actina i miosina. La contraccié muscular es genera
pel moviment de l'actina contra la miosina gracies a I'estimulacié dels impulsos eléectrics
facilitats per I'acetilcolina i transmesos a través dels nervis motors. L’activitat muscular
s’emporta la major part de I'energia consumida pel cos i capta la majoria de la glucosa
disponible. El muscul és la localitzacié principal per disposar de glucosa sota estimulacié de la
insulina ja que és el major teixit d’emmagatzematge de glucogen, amb 4 vegades més
capacitat d’emmagatzematge que el fetge [56]. En moments de necessitat energetica el
glucogen és metabolitzat aerobiament per obtenir energia en forma d’ATP. Excepcionalment,

també pot ser metabolitzat anaerobiament a través de la glucolisi, produint perd menys ATP.

Per la seva gran captacid de glucosa, el muscul esquelétic és un teixit insulinosensible clau i
fortament involucrat en el desenvolupament de la resisténcia a la insulina sistémica [3]. Les
recomanacions de salut publica reconeixen I'activitat fisica regular com una prevencid, gestid i
tractament de condicions com I'obesitat, la diabetis tipus 2 i les malalties cardiovasculars [56].
L’activitat fisica incrementa la captacié de glucosa del muscul, fins i tot independentment de la
insulina, cosa que indica que la contraccié muscular directament contribueix a ’homeostasi de

la glucosa [56].

En els desordres metabolics com I'obesitat o la diabetis tipus 2, el muscul esquelétic no respon

adequadament a la senyalitzacié de la insulina, la qual cosa provoca una disminucidé de la
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captacié de la glucosa per aquest teixit. Alguns dels mecanismes descrits en la
insulinoresistencia del muscul esquelétic sén la disminucié de la fosforilacid del receptor de la

insulina o fosforilacié reduida dels substrats del receptor de la insulina [57].

Aguesta condicié d’insulinoresisténcia muscular també es troba associada a I'augment de greix
corporal i al diposit ectopic de lipids intramusculars [58]. Evidéncies recents suggereixen que la
insulinoresisténcia en el muscul podria ser un esdeveniment previ a I'acumulacié de greix en el
fetge. Els individus insulinoresistents presenten una disminucio de la sintesi de glucogen en el
muscul, cosa que incrementa llavors la lipogenesi de novo en el fetge i els nivells de triglicérids
en sang [59]. S’ha observat que la supressié de la sintesi de glucogen i I'activacié del
metabolisme dels lipids en el muiscul es déna mitjangant I'activacié d’AMPK [60]. Igualment,
I'accid de la insulina atenuada en el muscul contribueix a la disminucié de la capacitat oxidativa
mitocondrial i a I'augment de lI'acumulacié de lipids intramusculars, aixi com també a

I'augment d’acumulacié de greix i expansid del teixit adipds.

1.6. Gens implicats en el metabolisme energetic.

En aquest treball s’han estudiat tres gens determinats, els quals participen en el

metabolisme energeétic: els gens STK11, DLK1 i SIRTI1.

1.6.1. Elgen STK11.

El gen STK11 (o LKB1) codifica per a una serina-treonina cinasa que fosforila i activa
una serie de cinases. El gen STK11 és també un supressor tumoral, i a més es troba mutat o
delecionat en la sindrome Peutz-leghers i en la majoria de cancers. El gen STK11 realitza
multiples funcions cel-lulars i regula el metabolisme energétic cel-lular, el desenvolupament
embrionari (desenvolupament i homeostasi de diversos organs), la polaritat cel-lular, el cicle
cel-lular, la proliferacié cel-lular i I'apoptosi. Cal esmentar que els models animals amb delecid

constitutiva del gen STK11 no sén viables [61].

El gen STK11 és un mediador essencial per a la viabilitat cel-lular en estats de baixa energia.
L’STK11 protegeix les cél-lules de I'apoptosi en resposta als agents i/o estimuls que augmenten
I’AMP intracel-lular, actuant aixi com un punt de control de la disminucié de I’'energia cel-lular
[62]. Les cél-lules que no expressen STK11 sén hipersensibles a I'apoptosi induida per estres
energeétic [62]. La proteina STK11 té majoritariament una localitzacié citoplasmatica, tot i que

també es pot trobar a nivell nuclear.
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El gen STK11 regula la proteina cinasa activada per AMP (AMPK) en multiples tipus cel-lulars; la
proteina STK11 actua constitutivament fosforilant el residu Thr-172 de la proteina AMPK quan
la concentracid d’AMP cel-lular augmenta [62][63][64]. LAMPK és I'enzim clau que regula
I'estatus energetic cel-lular, el creixement, la inflamacié i la funcié mitocondrial [65]. La
proteina AMPK és un sensor de I'energia cel-lular i s’activa pels estimuls que augmenten el
quocient AMP/ATP cel-lular mitjancant STK11. Alguns d’aquests estimuls que augmenten el
qguocient AMP/ATP sdn agents estressants cel-lulars com el dany oxidatiu, xoc osmotic, hipoxia
i privacio de glucosa; aixi com també estimuls fisiologics com I’exercici, la contraccié muscular i

la senyalitzacié hormonal, incloent-hi I'adiponectina [62].

L’AMPK actua per restaurar el nivells de glucosa en sang i els nivells cel-lulars d’ATP per
retornar a un estat d’homeostasi. Per fer-ho, estimula vies que incrementin la produccio
d’energia, com ara el transport de glucosa i la oxidacidé d’acids grassos; i inhibeix les vies que
consumeixen energia, com ara la lipogénesi, la sintesi proteica i la gluconeogénesi (Figura 5).
Per aixo I’AMPK és una diana terapéutica potencial per a situacions de resistencia a la insulina,
i de fet és ja una diana per a farmacs existents i hormones que milloren la sensibilitat a la

insulina.

' ‘ adipogénesi

lipogénesi
/ STK11
captacio glucosa / \\

lipolisi

oxidacio acids grassos

gluconeogeénesi
miogenesi lipogénesi

lipolisi
oxidacio acids grassos

Figura 5. Resum de les accions del gen STK11 en el metabolisme del teixit adipds, fetge i muscul.

La proteina cinasa AMPK i la proteina STK11, sén dues serina-treonina cinases ben conservades
evolutivament i entre espécies. Aquestes dues proteines regulen processos metabolics i per
tant son dianes terapéutiques potencials per al tractament de I'obesitat i de la diabetis tipus 2
[66][67].
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1.6.1.1. Efectes del gen STK11 en el teixit adip0s.

S’ha descrit que l'activacié d’AMPK en el teixit adipds també es duu a terme a través
de STK11 [63]. En el teixit adipds, STK11 controla I'adipogenesi a través d’AMPK i la via de
senyalitzacié de IRS1/AKT [68]. En ratolins exposats a dieta obesogénica s’ha observat una
reduccio del contingut de proteina STK11 en el teixit adipds i nivells de senyalitzacié menors de

STK11-AMPK en el teixit adipds [69].

1.6.1.2. Efectes del gen STK11 en el teixit hepatic.

En el fetge de rata s’ha mostrat que la restriccié calorica activa STK11 [65]. S’ha
estudiat que la delecié especifica de STK11 en el fetge incrementa tant la gluconeogénesi com
la lipogénesi, i els dos processos es troben involucrats en la despesa energetica [61]. El
mecanisme inclou la fosforilacié del coactivador 2 de transcripcié regulat per CREB (CRTC2 o

TORC2) per STK11-AMPK [61].

1.6.1.3. Efectes del gen STK11 en el teixit muscular.

En el muscul, la via de senyalitzaci6 STK11-AMPK és la responsable dels canvis
metabolics que es produeixen en el teixit per al metabolisme dels lipids i la captacid de glucosa
[62][70]. En ratolins knock-out de STK11 en el muscul esquelétic s'observa que es redueix
I'activacié d’AMPK i la captacié de glucosa en resposta a la contraccié muscular [71].
L’abséncia d’STK11 en el muscul causa defectes en la diferenciacié miogénica i una disminucié
de I'expressié d’actina i de la formacié de fibres d’actina en el muscul [61]. En el muscul
esquelétic, FAMPK controla la sensibilitat a la insulina sota restriccid calorica a través de la

fosforilaciéd de mTOR i I'activacié de SIRT1.

1.6.1.4. Agents terapeuticsiel gen STK11.

Molts agents terapéutics per a la resistencia a la insulina i la diabetis actuen estimulant
la proteina AMPK [64]. Dos dels farmacs més utilitzats per al tractament de la diabetis tipus 2
sén la metformina (de la familia de les biguanides) i la rosiglitazona [de la familia de les

tiazolidindiones (TZDs)] [70].

La metformina és un farmac antidiabétic utilitzat des de fa 40 anys que mimetitza 'accio

cel-lular de la restriccid calorica: redueix els processos cel-lulars que consumeixen energia,
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incloent-hi la proliferacié cel-lular [72]. La metformina actua a través de I'eix STK11-AMPK

activant AMPK [61][73].

En rates tractades amb pioglitazona s’ha observat un augment de I'activitat d’AMPK en el teixit
adipds i estudis amb rosiglitazona han mostrat una activacié de la via de senyalitzacié de
FAMPK en el muscul esquelétic [63]. Tot i que les TZDs tenen una varietat d’efectes
beneficiosos en el teixit adipds, incloent la sensibilitzacid a la insulina, la induccid del teixit
adipds marrd i l'inici de processos antiinflamatoris, no sén usats de manera extensa per la
preséncia d’efectes secundaris. Cal, per tant, estudiar nous gens i buscar noves dianes

terapeutiques.
1.6.2. El gen DLK1.

El gen DLK1 (o PREF-1) és un gen empremtat maternalment i localitzat al domini DLK1-
DIO3. Codifica per a un factor de creixement epidérmic que es troba com una proteina
transmembrana, i la seva forma soluble biologicament activa s’origina a partir del trencament

proteolitic d’aquesta molécula.

El gen DLK1 té un paper important en I'adipogenesi, la neurogeénesi, I’"hematopoesi i la
progressié d’alguns tipus de cancer [74][75][76]. In vivo, s’ha observat com els ratolins amb
delecié de DLK1 mostren una acumulacid accelerada de greix, mortalitat perinatal i retard de
creixement amb diferents malformacions esquelétiques. Aquests estudis mostren la
importancia del gen DLKI durant el desenvolupament fetal i el desenvolupament del teixit

adipds [77].

L'expressié del gen DLK1 es troba ampliament distribuida durant el desenvolupament
embrionari, amb elevades expressions en la placenta, el fetge, el teixit adipds i el muscul
esquelétic, entre d’altres [78] (Figura 6). En canvi en adults, I'expressié abundant es manté
restringida al teixits neuroendocrins, el pancrees i els organs reproductors, tot i que ens els
altres teixits es manté en diversos tipus cel-lulars progenitors per a les funcions de maduracié i

regeneracioé [75][76].

Tant en humans com en models murins, el gen DLK1 es troba empremtat de manera materna,
és a dir, se n'expressa la copia paterna a través de metilacid diferencial [78]. En models

animals sense expressié paterna de DLK1 s’observa un augment de I'adipositat accelerada [74].
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Figura 6. Resum de les accions del gen DLK1 en el metabolisme del teixit adipds, fetge i muscul.

1.6.2.1. Efectes del gen DLK1 en el teixit adipds.

En el teixit adipds, el gen DLK1 es troba fortament expressat en preadipocits pero és
quasi indetectable en adipocits madurs [78]. La proteina DLK1 és secretada pels preadipocits i
inhibeix la diferenciacié dels adipocits. Els canvis o alteracions en el nombre d’adipocits es
produeixen gracies a la diferenciacié dels preadipocits que serveixen de font renovable
d’adipocits madurs, per aixo totes les especies mantenen |’habilitat de diferenciar preadipocits
al llarg de la vida en resposta a les demandes d’emmagatzematge de lipids. Aixi doncs, el gen
DLK1 inhibeix la diferenciacié dels adipocits mantenint aixi alguns preadipocits per poder
respondre davant un possible temps d’escassetat. Tots els processos de sintesi de lipids i
desenvolupament del teixit adipds es troben sota control hormonal i nutricional [80]. En
ratolins amb sobreexpressié de DLK1 especificament en el teixit adipds s’observa una reduccio
en el volum del teixit [78]. En ratolins amb delecié especifica de DLK1 en el teixit adipds
s’observa un augment de I'adipositat i el desenvolupament de fetge gras, amb un augment de
I'expressié d’enzims lipogénics com FASN [78]. D’altra banda, ratolins amb delecié de DLK1
presenten més guany de pes corporal i més massa grassa. L'analisi histologic d’aquestes
acumulacions de greix mostren que els adipocits dels ratolins sense DLK1 presenten adipocits
més grans que els ratolins de fenotip salvatge. Els ratolins sense DLK1 també presenten el
fetge gras i nivells circulants de triglicerids, colesterol i acids grassos lliures més grans, totes
elles caracteristiques relacionades amb I'obesitat [79]. En els dos tipus de models animals, tant
els ratolins amb sobreexpressi6 de DLKI com amb delecié del mateix, s’ha demostrat el

desenvolupament de resistencia a la insulina i intolerancia a la glucosa, suggerint que el
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correcte desenvolupament del teixit adipds i el seu funcionament adequat sén critics per

mantenir I'’homeostasi de la glucosa i la insulina [79].

1.6.2.2. Efectes del gen DLK1 en el teixit hepatic.

El gen DLK1 es troba involucrat en el creixement i la diferenciacié en el teixit hepatic
[78]. En models animals s’ha observat que una sobreexpressié especifica del gen DLK1 en el
fetge provoca un increment en I'expressié de gens adipogenics com PPARgamma i lipogenics
com FASN [78] presentant globalment una reduccié del greix corporal i suggerint un rol
endocri de DLK1. De manera normal, les cél-lules hepatiques que presenten expressié del gen
DLK1 sén encara cél-lules primaries o hepatoblasts que presenten un alt potencial proliferatiu i

de diferenciacio [78].

1.6.2.3. Efectes del gen DLK1 en el teixit muscular.

Recentment, s’ha observat que el creixement i la regeneracié postnatal del muscul
esquelétic esta regulat per les cél-lules satel-lit musculars amb combinacié amb fibroblasts del
teixit connectiu i preadipocits intramusculars. Tot i que el gen DLK1 es troba poc expressat en
el muscul madur en repos, es troba sobreexpressat en processos de regeneracié muscular. A
nivell molecular, una petita porcié d’aquestes cel-lules que presenten expressié de DLK1 es
troben involucrades en la remodelacié del muscul sota condicions adverses en models animals
[81]. Els preadipocits intersticials també presenten lligands de superficie com la proteina DLK1.
La sobreexpressio de la proteina DLK1 provoca hipertrofia muscular [81]. La proteina DLK1
extracel-lular contribueix a la diferenciacié miogenica; tot i que el nombre de miofibres per
muscul esta definit ja en estadis perinatals, el creixement postnatal del muscul pot modificar-
ne la mida i la composicié [81]. El gen DLK1 es troba involucrat en el creixement i la
diferenciacidé en el teixit muscular [78]. DLK1 participa en la regulacié del creixement de les
fibres musculars durant el desenvolupament embrionari, i I'expressié persistent de DLK1 en

I’etapa postnatal contribueix a la hipertrofia muscular [78].

1.6.2.4. Agents terapéuticsi el gen DLK1.

En el cas del gen DLK1, no s’ha descrit en la literatura cap agent terapéutic relacionat
amb la seva via de senyalitzacié. Tot i aix0, diversos estudis apunten que el gen DLK1 pot ser
una diana terapéutica potencial per evitar alguns processos com per exemple la diferenciacié

de céel-lules del carcinoma hepatocel-lular, ja que s’ha descrit que la inhibicié del gen DLK1
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provoca la diferenciacié de les cel-lules tumorals [82], o bé la diferenciacid en estadis

embrionaris [83].

1.6.3. Elgen SIRT1.

El gen SIRT1 (o Sir2) codifica per a I'enzim més conegut i estudiat de la familia de les
proteines sirtuines. Les sirtuines sén una familia de desacetilases dependents de nicotinamida
adenina dinucleotid (NAD+) pertanyents al grup de desacetilases d’histones de classe lIl.
Aquests enzims es troben localitzats al nucli, citoplasma o bé mitocondria i actuen com a
sensors cel-lulars de disponibilitat energética. Es troben involucrats en la resposta cel-lular a
condicions d’estrées i en la regulacio de |'expressid genica, reparaci6 d’ADN danyat,

metabolisme i supervivéncia [84].

El gen SIRT1, a través de la desacetilacid de factors de transcripcid i histones, juga un paper
clau en la regulacié de 'lhomeostasi de la glucosa i els lipids (Figura 7), en el control de la
secrecié d’insulina, en I'apoptosi i 'autofagia, en la resposta antiinflamatoria i en el control de
I'estrés oxidatiu i, a més a més, es troba involucrada en la patofisiologia de les malalties
metaboliques [85]. Estudis recents mostren que SIRT1 controla la secrecié d’insulina en el
pancrees i controla la disponibilitat de nutrients en I’hipotalem [86]. Una deficiencia de SIRT1

en animals d’experimentacié desencadena hiperglucemia [87].

El gen SIRT1 regula diferents factors de transcripcid, coreguladors i enzims que milloren el
control metabolic en el teixit adipds, el fetge i el muscul, particularment durant 'obesitat i
I’envelliment [88]. SIRT1 confereix proteccié contra malalties metaboliques relacionades amb
'edat, promou un envelliment més saludable i protegeix el fetge del dany carcinogen
relacionat amb la sindrome metabolica [84]. Recentment també s’han estudiat les proteines
sirtuines com un possible mecanisme entre la disponibilitat de nutrients o el metabolisme
energeétic i les malalties relacionades amb I'envelliment, ja que es troba activada en resposta a
la restriccio calorica i actua en multiples dianes en un ampli ventall de teixits [84]. Es podria dir
que I'enzim desacetilasa SIRT1 és un sensor nutricional: disminueix drasticament en periodes

de sobrealimentacid i en canvi presenta alts nivells en periodes de restriccié calorica.

La restriccio calorica, és a dir, la reduccié de la ingesta alimentaria al 30-40 %, esta reconeguda
en mamifers com una estrategia per allargar la vida, ja que retarda I'envelliment fisiologic i
I'aparicié de malalties relacionades amb I'edat. Molts estudis experimentals i clinics mostren

que la sensibilitat a la insulina millora amb restriccio calorica [69].
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Figura 7. Resum de les accions del gen SIRT1 en el metabolisme del teixit adipds, fetge i muscul.

Alguns dels possibles mecanismes d’aquest procés, a part de modular la senyalitzacié de la
insulina, inclouen I'activitat de la desacetilasa de la proteina SIRT1 aixi com la senyalitzacio a
través de AMPK per incrementar la produccié d’ATP derivada de 'oxidacié dels greixos [89]. De
manera inversa, AMPK pot incrementar el nivell cel-lular de NAD+ per promoure I'activitat de
SIRT1 [90]. Durant periodes extensos de restriccié calorica incrementen els nivells de NAD+, o
bé el quocient NAD/NADH, i aix0 fa que augmentin tant I'expressié com ['activitat de la
desacetilasa SIRT1 [65]. En estats de privacié d’energia, I'enzim SIRT1 és capag¢ d’unir-se a
PPARgamma per inhibir-ne la seva activitat en el teixit adipds. En les mateixes condicions pero
en el fetge, el gen SIRT1 regula processos com la lipogénesi, la oxidacié dels acids grassos i el
metabolisme del colesterol [91]. Els mecanismes moleculars que mimetitzen el metabolisme
resultant de la restriccid calorica poden ser inclosos com a noves dianes terapéutiques per a la

resisténcia a la insulina i la diabetis tipus 2.

1.6.3.1. Els efectes de SIRT1 en el teixit adipds.

En el teixit adipds, SIRT1 promou la lipolisi o mobilitzacio dels greixos, la secrecié de
factors insulinosensibilitzants com I'adiponectina i també inhibeix I'adipogenesi [84]. A més, es
coneix que I'activacié de SIRT1 protegeix els adipocits contra la insulinoresisténcia induida per
TNF-alfa [84]. S’ha suggerit en diversos estudis amb models animals que les proteines sirtuines

podrien estar involucrades en la determinacié de la massa grassa a través de la regulacidé de
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I'emmagatzematge de greixos [92]. L'expressid de SIRT1 es troba disminuida en el teixit adipds
d’animals obesos [93]. Experimentalment, la supressid de SIRT1 en adipocits provoca una

inflamacid de baix grau critica per al desenvolupament de I'obesitat [93].

1.6.3.2. Els efectes de SIRT1 en el teixit hepatic.

En el fetge, SIRT1 controla el metabolisme de la glucosa i els lipids. S’observen alts
nivells de SIRT1 relacionats amb alts nivells d’oxidacié d’acids grassos, lipolisi i gluconeogenesi
en el fetge. En models animals de NAFLD s’ha observat una disminucié en I'expressié de SIRT1

en el fetge [84].

1.6.3.3. Els efectes de SIRT1 en el teixit muscular.

En el muscul, el gen SIRT1 augmenta la utilitzacié de la glucosa i millora la sensibilitat a

la insulina a través de la regulacié de PI3K [92].

1.6.3.4. Agents terapeuticsi el gen SIRT1.

Una estrategia recent per frenar la desregulacié de les vies de senyalitzacié del
metabolisme energetic que desencadena resisténcia a la insulina i pot provocar I'aparicié de

diabetis tipus 2 és I’Us d’activadors de SIRT1.

El resveratrol, una substancia polifenolica present en el raim i el vi negre, és un activador de
SIRT1. S’ha observat que el resveratrol té efectes beneficiosos per a I’lhomeostasi de la glucosa
i la sensibilitat a la insulina en models animals de resistencia a la insulina [65]. La resisténcia a
la insulina promou l'aparicié d’especies oxigen reactives (ROS) i afavoreix un ambient
proinflamatori que propicia la reduccié de I'esperancga de vida. Una disminucié de I'activitat de
la SIRT1 podria ser un dels mecanismes que provoquen I'escurgament de |'esperanga de vida
en condicions de resisténcia a la insulina [94]. Per altra banda, el telmisartan, un antagonista
de I'angiotensina Il utilitzat en el tractament de la hipertensié arterial essencial, provoca una
millora en la sensibilitat a la insulina en el muscul esquelétic, juntament amb una regulacié
positiva de I’ARN missatger de SIRT1 i I'activacié de AMPK [73]. | finalment la metformina, amb
efectes beneficiosos en la prevencié i tractament de la insulinoresisténcia, també produeix una

sobreexpressié i activacié de SIRT1 [90].
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HIPOTESIS



S’ha descrit que el creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes

prenatal pot programar I'aparicié de resisténcia a la insulina i de malalties metaboliques com

I'obesitat, la diabetis tipus 2 i les malalties cardiovasculars en I'edat adulta. Malgrat tot es

desconeixen el mecanismes d’aquesta programacio.

Proposem que el creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes
prenatal induit en el model animal experimental provocara canvis moleculars en els

teixits perinatals i postnatals.

Proposem que els mecanismes moleculars d’aquesta programacié fetal estaran
relacionats amb I'expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit adipds

retroperitoneal de les cries.

Proposem que els mecanismes moleculars d’aquesta programacié fetal estaran
relacionats amb I'expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit hepatic de les

cries.
Proposem que els mecanismes moleculars d’aquesta programacié fetal estaran
relacionats amb I'expressid dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit muscular de les

cries.

Proposem que els mecanismes moleculars d’aquesta programacié fetal estaran

relacionats amb I'expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit placentari.
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OBJECTIUS



L'objectiu principal és estudiar els canvis moleculars en I'expressié dels gens

relacionats amb el metabolisme energetic: STK11, DLK1 i SIRT1 provocats pel creixement

recuperador postnatal secundari a restriccié de pes prenatal en rates.

Els objectius especifics de la tesi son:

Dissenyar i establir un model animal de restriccié fetal i un model de creixement
recuperador postnatal secundari a restriccid de pes prenatal mitjangant la modificacid

de la ingesta de les rates gestants i de les cries durant el creixement pre i postnatal.

Estudiar l'efecte del creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes
prenatal en el metabolisme energetic mitjancant l'estudi de I'expressido dels gens

STK11, DLK1i SIRT1 en el teixit adipds retroperitoneal de les cries.

Estudiar I'efecte del creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes
prenatal en el metabolisme energetic mitjancant I'estudi de I'expressié dels gens

STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit hepatic de les cries.

Estudiar I'efecte del creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes
prenatal en el metabolisme energetic mitjancant I'estudi de I'expressié dels gens

STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit muscular de les cries.

Estudiar I'efecte de la restriccid prenatal en el metabolisme energéetic mitjancant

I'estudi de I'expressio dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit placentari.
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4.1. Model d’experimentacio animal.

Per al compliment dels objectius de la tesi es va dissenyar i utilitzar un model animal
de restriccié de creixement fetal, induit per restriccié calorica, i un de creixement recuperador
postnatal, a través d’ingesta calorica diferencial, en rates Wistar. El Comité Etic
d’Experimentacié Animal de la Universitat de Barcelona va aprovar el protocol d’acord amb la

llei 214/17 de la Generalitat de Catalunya.

Es va realitzar un model animal modificant I'aportacié calorica de la dieta per aconseguir una
restriccid fetal. Per a la realitzacid del model animal amb rates Wistar, tres mascles i disset
femelles verges (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) es van estabular individualment dues
setmanes abans de I'aparellament i es van alimentar amb menjar estandard de laboratori
(Teklad Global Rodent Maintenance Diet, Harlan Laboratories Inc.; 14% proteines, 4% greixos,
2,900 kcal/kg). Durant els experiments, totes les rates gestants, i també les cries, es van
estabular en les seglients condicions: cicle de llum-foscor 12:12 hores, temperatura controlada
de 21 + 1 oC i humitat del 50% al 60%. En tots els casos, es va designar el dia 1 de gestacié a
partir de I'observacié d’espermatozoides en el frotis vaginal de les rates femella realitzat a

primera hora del mati després de la nit d’aparellament.

El model va constar de dues fases experimentals: una per assolir el model de restriccié fetal i
una altra per assolir el model de creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de

pes prenatal.

El primer experiment va servir per establir el model de restriccié fetal. En aquesta fase es va
modificar la ingesta de les rates gestants per establir la restriccié fetal. Aquest primer
experiment va permetre recol-lectar els organs i els teixits de les rates gestants i les placentes
mitjangant la técnica de cesaria, pero no es va poder seguir el creixement de les cries, ja que la
recol-leccié implicava el sacrifici de les rates gestants durant la cesaria i per tant no podiem

assegurar I'alletament ni la supervivéncia de les cries (Figura 8A).

El segon experiment va servir per establir el model de creixement recuperador postnatal
secundari a restriccié prenatal. En aquesta segona fase vam replicar la primera fase de
restriccio fetal amb unes altres rates gestants, i a més, mitjancant el part natural, vam
assegurar el creixement de les cries i vam poder recol-lectar els organs i els teixits d’aquestes al

final del periode de 42 dies postnatals (Figura 8B).
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Figura 8. Disseny de I'estudi experimental. A) Disseny del model de restriccié fetal i B) disseny

del model de restriccié fetal amb creixement recuperador postnatal. C: control, R: restringit.

4.1.1. Model de restriccio fetal.

4.1.1.1. Animals i dieta prenatal.

Per al model de restriccié fetal, es van distribuir aleatoriament les rates, gestants per
primera vegada, a rebre una dieta control (C) amb menjar estandard ad libitum o bé una dieta
restringida (R) amb la qual les rates rebien el 50% de la ingesta de les gestants control (grup C:
N=5i grup R: N=6). Totes les rates van disposar d’aigua ad libitum. Es van aplicar les dietes des
del dia 1 de la gestacid fins al part a cada un dels grups. El pes corporal matern i la ingesta es
van mesurar cada dia. Per recollir mostra de la placenta, les rates gestants van parir via cesaria

el dia 20 de la gestacid.

4.1.1.2. Recol-leccid de la sang i els teixits perinatals.

El dia 20 de gestacid es van anestesiar les rates gestants amb isofluora al 4% per
practicar-los la cesaria. Es va comprovar |'eficacia de I'anestésia observant el reflex palpebral i

de retirada de la pota. Les mostres de la placenta es van extreure, pesar i congelar
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immediatament en nitrogen liquid i es van guardar a -80 2C. Es van pesar i sacrificar les cries
per decapitacid. Al final de la intervencid, es van sacrificar les rates gestants per exsanguinacio

cardiaca amb isofluora al 6%.

Les mostres maternes de sang i teixits es van extreure i es van guardar a -80 2C. La sang es va
recollir per puncié cardiaca amb xeringues heparinitzades i es va centrifugar a 3000 rpm
durant 15 minuts a 4 2C per obtenir la mostra de plasma que es va guardar a -80 2C. També es
van dissecar i pesar els teixits (fetge, ronyons, pancrees, teixit adipds [retroperitoneal,
mesenteéric i perigonadal] i muscul esquelétic) de les rates gestants per a posteriors estudis. La
massa grassa visceral es va estimar a partir de la suma dels pesos dels teixits adiposos
retroperitoneal, mesentéric i perigonadal obtinguts per disseccid com una aproximacié de la

composicio del greix visceral [95].

4.1.2. Model de creixement recuperador postnatal

secundari a restriccid de pes prenatal.

4.1.2.1. Animals i dieta postnatal.

Per al model de creixement recuperador postnatal secundari a restriccié fetal vam
utilitzar la modificacié de la ingesta materna en el periode de gestacio, per assolir la restriccid
fetal, i llavors la modificacié de la ingesta de la mare també en el periode d’alletament i de
creixement postnatal de les cries, per assolir el creixement recuperador postnatal secundari a

restriccio de pes prenatal.

Per a la restriccié fetal durant la gestacid es van replicar les condicions de |'experiment
anterior: vam distribuir les rates aleatoriament a rebre una dieta control (C) amb menjar
estandard ad libitum o bé una dieta restringida (R) amb la qual les rates rebien el 50% de la
ingesta de les gestants control (grup C: N=2 i grup R: N=4). Totes les rates van disposar d’aigua
ad libitum. Es van aplicar les dietes des del dia 1 de la gestacid fins a terme a cada un dels

grups. El pes corporal matern i la ingesta es van mesurar cada dia.

Per seguir el creixement postnatal de les cries, les rates gestants van parir per part natural i
posteriorment, el dia 1 després del naixement, es van limitar les cries a 10 per llodrigada per
normalitzar la crianga durant I'alletament matern. En el mateix moment, es va categoritzar la
descendéncia d’estudi en els grups de creixement recuperador postnatal o creixement
postnatal control per administrar la nutricié corresponent a les rates mare durant I'alletament,

com es detalla a continuacio.
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Després del part, i durant els 21 dies del periode de lactancia, es van administrar diferents
dietes, control o restringida, a les mares lactants per crear tres grups experimentals. En
aquests grups la primera lletra es refereix al tipus de dieta materna ingerida durant la gestacio
i la segona lletra es refereix al tipus de dieta materna ingerida durant I'alletament. Aixi doncs,
durant la lactancia, es van alimentar les rates mare control amb dieta ad libitum (grup CC; N=2
rates mare lactants) i en canvi es van alimentar les rates mare restringides bé amb una dieta
ad libitum (grup RC; N=2 rates mare lactants) o bé amb una dieta restringida (grup RR; N=2

rates mare lactants) per crear els grups amb i sense creixement recuperador postnatal.

A les 3 setmanes i mitja d’edat, a dia postnatal 26, es van deslletar totes les cries dels grups i es
van assignar a rebre una dieta ad libitum. Totes les cries es van pesar almenys dues vegades
per setmana. El primer pes corporal es va mesurar el dia 1 després del naixement, i després es

van mesurar els pesos seglients als dies 5, 7, 12, 15, 20, 22, 26, 34 i 42.

Es va designar el dia postnatal 42 com a punt final de I'experiment, per evitar I'entrada en

pubertat de les cries i poder estudiar-les en un periode postnatal previ a la pubertat.

4.1.2.2. Recol-leccio de la sang i els teixits postnatals.

A dia postnatal 42, es van sacrificar totes les cries (N=14 per grup; 7 femelles i

7 mascles per grup) previament dejunades per exsanguinacio cardiaca amb isofluora al 6%.

Les mostres de sang i teixits es van obtenir i es van congelar a -80 2C. La sang es va recollir per
puncié cardiaca amb xeringues heparinitzades, i es va centrifugar a 3000 rpm durant 15 minuts
a 4 2C per obtenir la mostra de plasma que es va guardar a -80 oC. Els teixits (fetge, teixit
adipds retroperitoneal i muscul esquelétic) es van dissecar i pesar i es van congelar
immediatament en nitrogen liquid. Es va fer el mateix en la resta dels teixits (ronyons,
pancrees, teixit adipds [mesentéric i perigonadal] i teixit adipés marrd) per a posteriors
estudis. La massa grassa visceral de les cries es va estimar a partir de la suma dels pesos dels
teixits adiposos retroperitoneal, mesentéric i perigonadal obtinguts per disseccié i la massa
magra es va estimar restant el pes de tots els organs i teixits disponibles (fetge, ronyons,
pancrees i teixit adipds) del pes corporal de I'animal com una aproximacié de la composicié

corporal real [95].

4.2 Determinacio de marcadors metabolics.

Per mesurar els marcadors metabolics es va utilitzar el plasma de les cries recollit en el

moment del sacrifici, a dia postnatal 42.
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4.2.1 Laglucosai els lipids.

La glucosa, el colesterol total, el colesterol HDL i els triglicerids es van determinar amb

la técnica de quimica seca.

La tecnica de quimica seca és un métode que permet detectar i quantificar una substancia
mitjangant els canvis d’intensitat de coloracié d’una tira reactiva de quimica seca a través de la
reflexometria de la llum en una determinada longitud d’ona amb un aparell automatitzat. El
metode es basa en I'estabilitzacié dels components de la reaccid colorimétrica d’una
determinada substancia mitjancant I’assecat de les respectives solucions d’indicadors i reactius
auxiliars en papers de filtre en un suport de material sintétic. Aixi doncs, una tira de quimica
seca conté: el suport de material sintétic amb un codi magneétic a un extrem, un material de
transport de la mostra i una serie de capes (fibra de vidre) que contenen els reactius. Per
capil-laritat, la mostra ascendeix a través de les capes que contenen els reactius i es déna la
reaccié colorimeétrica corresponent. Les condicions de la reaccidé son controlades per I'aparell.
El codi de barres de cada tira serveix per identificar cada mostra i a més a més conté tota la
informacié que requereix |'aparell per realitzar la determinacid especifica d’'una substancia:
temps de preincubacid i de reaccid, temperatura, longitud d’ona requerida, nombre de

mesures i interval entre elles, calcul de resultats i factors de conversio.

A partir de 100 microlitres de plasma dipositats en un cubeta de distribucié de I'aparell que
aliquotava 5 microlitres de la mostra sobre les diferents tires de quimica seca es va realitzar
I'assaig per a tots els parametres d’estudi (glucosa: Code-33905-[Glu], colesterol total:
code-33907-[T-Cho], triglicérids: code-33908-[TG] i colesterol HDL: code-33923-[HDL-C],

Spotchem I, Spotchem EZ SP-4410, Menarini Diagnostics-Akray, Japan).

4.2.2 Lainsulina.

La insulina es va determinar amb la técnica d’assaig per immunoabsorcié lligat a

enzims (ELISA).

La tecnica d’ELISA és un metode bioquimic que permet determinar una substancia a partir de
la seva deteccié amb antigens o anticossos lligats a enzims que, amb I'addicié d’un substrat
especific, donen una reaccié enzimatica que produeix un senyal de color visible el qual es pot
quantificar de manera automatitzada mitjancant un espectrofotometre. Es una técnica que
utilitza I'alta especificitat i afinitat dels complexos antigen: anticds per mesurar la preséncia i

quantificar una substancia en una mostra. Els kits comercials normalment presenten sandwich
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ELISA, és a dir, els anticossos primaris, no lligats a enzim, que captaran la substancia a
determinar es troben adherits no covalentment en un suport de fase solida o placa de
microtitulacié de 96 cel-les o pous. En cadascuna de les cel-les o pous s’incuba la mostra per
qgue els anticossos primaris captin I'antigen de la substancia a determinar. Posteriorment,
s’afegeix un anticos secundari lligat a enzim que també s’unira a I'immunocomplex. Finalment,
afegint un substrat especific, es déna la reaccié enzimatica que genera un senyal de color que
sera proporcional a la quantitat de substancia present en la mostra i es podra mesurar amb un
espectrofotometre. Mitjancant la lectura a la longitud d’ona adequada per al substrat utilitzat
s’obtenen uns valors d’absorbancia o densitat oOptica que sdén convertits a valors de
concentracié extrapolant-los en una recta patré de la substancia especifica a determinar

assajada simultaniament amb les mostres d’estudi.

Per a I'assaig d’insulina (Ultra Sensitive Rat Insulin ELISA kit #90060, Crystal Chem Inc., USA) es
van incubar 5 microlitres de les mostres plasma i els determinats estandards de la corba patré
en la placa de 96 pous del kit durant 2 hores a 4 2C. Passat aquest temps, es van descartar les
mostres i es van rentar els pous amb la solucié de rentat a concentracié 1X. Es van afegir 100
microlitres de I'anticos amb I’enzim conjugat als pous i es va incubar la placa durant 30 minuts
a temperatura ambient; i seguidament es va repetir el mateix pas de rentat. Finalment, es va
afegir el substrat enzimatic per que reaccionés colorimétricament durant uns 10 minuts en la
foscor. Es va aturar la reaccié afegint la solucid de parada, i es va fer una lectura de cada pou a
una longitud d’ona de 450 nanometres per obtenir un valor d’absorbancia que, extrapolat a la

corba patrd, va donar un valor de concentracié.

L'index HOMA de resisténcia a la insulina (HOMA-IR) es va calcular a partir de la glucosa i la

insulina, tal com havia estat descrit en estudis previs [96], utilitzant la formula:

HOMA-IR = glucosa (mg/dl) *insulina (uU/ml) /2430.

4.2.3 L’adiponectina.

L'adiponectina també es va determinar amb la tecnica d’ELISA.

Per a I'assaig de I'adiponectina total (Rat Adiponectin ELISA Kit #80570, Crystal Chem Inc., USA)
es van incubar 5 microlitres de les mostres plasma i els determinats estandards de la corba
patrd en la placa de 96 pous del kit durant 1 hora en agitacié a temperatura ambient. Passat
aquest temps, es van descartar les mostres i es van rentar els pous amb la solucié de rentat a

concentracié 1X. Es van afegir 100 microlitres de I'anticds amb I’enzim conjugat als pous i es va
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incubar la placa durant 1 hora en agitacié a temperatura ambient; i seguidament es va repetir
el mateix pas de rentat. Finalment, es va afegir el substrat enzimatic per quée reaccionés
colorimetricament durant uns 15 minuts en la foscor. Es va aturar la reaccié afegint la solucio
de parada, i es va fer una lectura de cada pou a una longitud d’ona de 450 nanometres per
obtenir un valor d’absorbancia que, extrapolat a la corba patrd, va donar un valor de

concentracio.

4.3 Expressio genica: ARN.

Per observar els canvis d’expressié génica en els diferents grups experimentals es va
estudiar I'expressid dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit retroperitoneal, en el fetge, en el
muscul esquelétic i en la placenta. De la mostra de placenta es va seleccionar la zona

laberintica per als estudis moleculars (Figura 3).

4.3.1 Extraccio d’ARN.

L’ARN total de les mostres dels diferents teixits es va extreure amb un kit comercial

(RNAeasy mini kit, Qiagen).
4.3.1.1 Extraccio d’ARN en la placenta, el fetge i el muscul.

Per a I'extraccié de I’ARN total en la placenta, el fetge i el muscul, es va partir d’uns 30
mg de teixit en 600 microlitres de solucié de lisi (RLT buffer) i un 1% de beta-mercaptoetanol
(que desnaturalitza les proteines i facilita la lisi cel-lular). Es va posar la mostra congelada i els
reactius en un tub d’assaig de 4 mil-lilitres de polipropilé i es va homogeneitzar o triturar la
mostra (Ultra-turrax T25 basic, IKA-Werke, GMBH&Co, Germany) durant uns 30-50 segons
sense que s’escalfés (s’anava posant el tub en gel). Seguidament es va transferir la mostra a un
tub de recollida esteril de 1.5 mil-lilitres, es va centrifugar a maxima potencia durant 3 minuts i
es va transferir el sobrenedant incolor, que contenia I’ARN dissolt, en un nou tub de recollida.
Es va afegir 1 volum d’etanol al 70% (Ethanol absolute, NormaPur, VWR Chemicals, VWR Int,
S.AS.) i es va invertir el tub curosament. Es van transferir 650 microlitres de la solucié a la
columna cromatografica (Mini spin column, RNAeasy mini kit, Qiagen) i es van centrifugar a
10.000 rpm durant 15 segons. Es va descartar el liquid filtrat i es va repetir el mateix pas amb
la solucid restant. Seguidament, es van anar afegint diferents volums d’alcohols decreixents i
es van seguir diferents passos de centrifugacid per netejar la columna i deixar adherit a la

membrana d’aquesta només el material genomic. Finalment, es va eluir la mostra amb
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25 microlitres d’aigua destil-lada lliure d’ARNases i es va centrifugar a 10.000 rpm durant
1 minut. Es va repetir aquest pas d’elucié per obtenir 50 microlitres finals de mostra. Es van

obtenir entre 5i 10 micrograms d’ARN pur a partir d’'uns 30 mil-ligrams de teixit.

4.3.1.2 Extraccié d’ARN en el teixit adipds.

Per a I'extraccid de I’ARN total en el teixit adipds, teixit en el que és més dificultés
extreure ARN per la gran quantitat de lipids que conté, es va partir d’'uns 50 mg de teixit en
650 microlitres de Qiazol (Qiazol lysis reagent, Qiagen) el qual permet eliminar els lipids
presents en gran quantitats en aquest teixit i conservar millor I’ARN present a la mostra. Es va
posar la mostra congelada i els reactius en un tub d’assaig de 4 mil-lilitres de polipropilé i es va
homogeneitzar o triturar la mostra (Ultra-turrax T25 basic, IKA-Werke, GMBH&Co, Germany)
durant uns 30-50 segons sense que s’escalfés (s’anava posant el tub en gel). Seguidament es va
deixar reposar la mostra a temperatura ambient durant uns 5 minuts i es va transferir a un tub
de recollida esteéril de 1.5 mil-lilitres, es van afegir 120 microlitres de cloroform (Chloroform for
analysis, EMD Millipore, USA), es va barrejar vigorosament i es va centrifugar a 12000 rpm
durant 15 minuts a 4 2C. Es va transferir el sobrenedant incolor, que conté I’ARN dissolt, en un
nou tub de recollida. Es va afegir 1 volum d’etanol absolut (Ethanol absolute, NormaPur, VWR
Chemicals, VWR Int, S.A.S.) i es va barrejar vigorosament. Es van transferir 650 microlitres de la
solucié a la columna cromatografica (Mini spin column, RNAeasy mini kit, Qiagen) i es va
centrifugar a 10.000 rpm durant 15 segons. Es va descartar el liquid filtrat i es va repetir el
mateix pas amb la solucié restant. Seguidament, es van anar afegint diferents volums
d’alcohols decreixents i es van seguir diferents passos de centrifugacio per netejar la columnai
deixar adherit a la membrana d’aquesta només el material genomic. Finalment, es va eluir la
mostra amb 25 microlitres d’aigua destil-lada lliure d’ARNases i es va centrifugar a 10.000 rpm
durant 1 minut. Es va repetir aquest pas d’elucié amb els mateixos 35 microlitres ja eluits. Vam

obtenir entre 5i 7 micrograms d’ARN pur a partir d’'uns 50 mil-ligrams de teixit.

4.3.1.3 Quantificacio d’ARN total.

En tots els casos, es va quantificar I'ARN obtingut mitjancant un metode
espectrofotometric (NanophotometerIMPLEN, BioNova Cientifica, S.L.) que analitza I'espectre
d’absorcié a 260 nanometres (longitud d’ona per als oligonucleotids). Per poder tenir una
quantificaci6 d’ARN acurada, pero, cal comprovar la puresa de les mostres. A partir del
quocient 260/280 s’analitza la puresa respecte a una possible contaminacid per proteines, i a

partir del quocient 260/230 s’analitzen altres possibles contaminacions per substancies que
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absorbeixen a 230 nanometres, com seria el fenol. Considerem que tenim una mostra d’ARN

pura quan el quocient 260/280 es troba al voltant de 2.0 i el quocient 260/230 entre 2.0 2.2.

4.3.2 Retrotranscripcio d’ARN a ADNc.

Les mostres d’ARN sén extremadament labils per I'accié de les ARNases presents a
I'ambient, per aix0 es va realitzar la retrotranscripcié de les mostres de ARN a ADN
complementari (ADNc). L'ADNc és un ADN monocatenari molt més estable sintetitzat a partir
de 'ARN missatger. Utilitzant un kit comercial (High capacity cDNA reverse transcription Kit,
Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc.) es van retrotranscriure fins a 2 micrograms
d’ARN total a ADNc en una reaccié de 20 microlitres finals que contenia: 2 microlitres de
solucié tamponada (RT Buffer), 2 microlitres de cebadors aleatoris (Random primers),
0.8 microlitres de nucleotids Iliures (dNTPs), 3.2 microlitres d’aigua destil-lada lliure d’ARNses,
1 microlitre d’inhibidor de ARNses i 1 microlitre de I'enzim retrotranscriptasa (Multi-script
reverse transcriptase). El protocol de PCR en el termociclador va consistir en 3 etapes:
10 minuts a 25 °C (melting o associacié de sequéncies complementaries), 120 minuts a 37 ¢C
(elongacioé de sequencies i degradacié de ARN missatger) i 5 minuts a 85 °C (inactivacié de

I’enzim retrotranscriptasa termosensible), per quedar-se finalment a 4 2C.

4.3.3 Reaccio en cadena de la polimerasa.

Seguidament, es va utilitzar la tecnica de reaccidé en cadena de la polimerasa a temps
real (real-time PCR) per deduir els valors d’expressié dels gens estudiats a partir de I'emissié
fluorescent, relativa i especifica per cada cicle d’amplificacié de les mostres analitzades. Es van
utilitzar 45 nanograms totals de ADNc en una reaccié de 25 microlitres que contenia:
1,25 microlitres d’assaigs Tagman (Tagman Assays 20X [STK11: Rn01535544 m1, DLK1:
Rn00587011_m1 i SIRT1: Sirt1RAT-custom], Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc.)
i 12,5 microlitres d’una soluci6 tamponada que contenia nucleotids lliures i enzims ADN
polimerasa (Universal Tagman PCR Master Mix 2X, Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific Inc.). L’expressié relativa es dona com el nombre de vegades que el gen estudiat
s’expressa respecte a un gen endogen (o housekeeping). L’expressio d’un gen endogen no es
veu alterada per les condicions d’estudi, és a dir, s’expressa constitutivament, i és per aquest
motiu que serveix de control. En el nostre estudi, es va escollir el gen GAPDH (Tagman Assays
20X [GAPDH: Rn01775763_g1], Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc.) com a gen

endogen pel fet d’ésser un gen consistentment expressat en la majoria dels teixits i condicions
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experimentals [97]. Cada assaig Tagman inclou un cebador directe (o forward primer) i un
cebador invers (o reverse primer), i a més a més d’una sonda (o probe) amb un fluorocrom

adherit a un extrem i el seu inhibidor especific (o quencher) adherit a I'altre extrem.

El protocol de real-time PCR en el termociclador va consistir en 40 cicles de dues etapes: 15s a
92 2C (desnaturalitzacié o separacié de les dues cadenes d’oligonucleotids) i 60 s a 60 eC
(elongacié o amplificacié de les sequencies). La tecnologia Tagman aprofita la capacitat
exonucleasa 5’23’ de I'ADN polimerasa per degradar les sondes a mesura que avanca
I’extensio els cebadors i es dupliquen les seqliéncies d’ADNc. Cada sonda degradada equival a
un fluorocrom lliure de I'inhibidor especific que I'acompanyava. D’aquesta manera, a mesura
que avancen els cicles térmics (Cts) per a I'amplificacié exponencial de seqiiéncies, augmenta
el senyal fluorescent de la solucié. Per cadascun dels gens estudiats i segons el nivell de
fluorescéncia mostrat a cada cicle térmic al llarg dels 40 cicles d’amplificacié, cada mostra
origina una corba sigmoidal que determina el nombre de cicles necessaris per arribar a un
valor de fluorescéncia determinat (o threshold). Llavors, el valor Ct es defineix com el nombre
de cicles necessaris per arribar a aquest nivell de fluorescéncia determinat. Aquest valor de Ct
és inversament proporcional al nombre de copies originals del gen en la mostra, de manera
gue com més copies d’un gen hi ha a la mostra estudiada, menys cicles térmics es necessitaran

per arribar al nivell de fluorescéncia determinat.

L'expressio relativa dels gens estudiats en cada mostra es va quantificar mitjancant el valor
2 que normalitza I'expressié de cada gen estudiat amb la del gen control. El valor ACt es
calcula com la diferéncia entre el valor de Ct del gen estudiat i el valor de Ct del gen control

per la mateixa mostra d’ADNc. Aixi doncs utilitzem la férmula segiient:

. s . . -ACt - (Ct gen estudiat — Ct gen control
Expressioé relativa gen estudiat =2~ = 2 (Cte g )

4.4. Expressio génica: proteines.

4.4.1. Extraccio proteica.

Per observar els canvis d’expressio proteica en els diferents grups experimentals es va
extreure la proteina total dels teixits de placenta i teixit adipds. Per a I'extraccié de proteina
total es van utilitzar uns 50 mg de teixit en 600 microlitres de solucié de lisi 1X (RIPA lysis
buffer 10X, Upstate Cell Signaling Solutions, USA) i un 1 % de coctel inhibidor de proteases
(PMSF Protease Inhibitor, Upstate Cell Signaling Solutions, USA). Es va posar la mostra

congelada i els reactius en un tub d’assaig de 4 mil-lilitres de polipropile i es va homogeneitzar
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(Ultra-turrax T25 basic, IKA-Werke, GMBH&Co, Germany) la mostra durant uns 30-50 segons
sense que s’escalfés (s’anava posant el tub en gel). Per completar la lisi cel-lular, es va
mantenir la mostra uns 30 minuts en fred (sobre gel) i es va invertir cada 5 minuts. Passat
aquest temps, es va centrifugar a 15.000 rpm durant 15 minuts a 4 2C per separar les proteines
solubles de la resta. El sobrenedant obtingut contenia la mostra proteica. En el cas del teixit
adipds, es va repetir aquest ultim pas de centrifugacié per separar bé els lipids, que queden en

forma de capa lipidica solidificada a la superficie, de la fraccié proteica en dissolucié.

4.4.2. Quantificacio de proteina total.

La proteina total es va quantificar amb una reaccid optimitzada (més rapida i més
estable) del meétode colorimétric de Lowry [98] mitjancant els reactius adients (DC protein
assay, Bio-Rad Laboratories Inc.) i interpolant directament amb una recta patré estandard
d’albimina de sérum bovi en solucié aquosa. Tal com esta descrit al protocol de Lowry, I'assaig
es basa en dues reaccions colorimétriques: una primera reaccié entre la proteina en solucid i la
solucié de tartrat de coure en medi alcali, i una segona reaccié que consisteix en la reduccié
del reactiu de Folin de la proteina tractada amb coure. Aquesta ultima reaccié de reduccié
converteix el reactiu de Folin en un producte amb coloracié blava. Es van pipetejar
5 microlitres de la mostra proteica o estandards en una placa transparent de 96 pouets i es van
afegir 25 microlitres del tartrat de coure (Reagent A’,DC protein assay, Bio-Rad Laboratories
Inc.). Seguidament vam afegir 200 microlitres del reactiu de Folin (Reagent B,DC protein assay,
Bio-Rad Laboratories Inc.) a cada pouet i es va agitar la placa uns segons. Al cap de 15 minuts
en la foscor, es va fer una lectura de cada pou a una longitud d’ona de 750 nanometres per
obtenir un valor d’absorbancia que, extrapolat a la corba patrd, va donar un valor de

concentracio.

4.4.3. Quantificacio de proteines especifiques.

La concentracio relativa de les proteines STK11 i SIRT1 es va quantificar utilitzant kits
d’ELISA comercials. La concentracid relativa de les proteines STK11 i SIRT1 es va obtenir
normalitzant la concentracid quantificada amb |’assaig comercial amb la concentracié de
proteina total quantificada per Lowry i també normalitzant per la quantitat de teixit inicial (en

grams) en cadascuna de les mostres analitzades.
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Les proteines STK11 i SIRT1 es van estudiar només en els teixits adipds retroperitoneal
i en la placenta. La proteina DLK1 no es va quantificar per qué no hi havia fins a la data kits

comercials validats per a I’espécie Rattus norvegicus de DLK1 circulant.

4.4.3.1. Quantificacié de la proteina STK11.

Per a la quantificacio de la proteina STK11 (Rat Serine/threonine-protein kinase STK11
ELISA Kit, EIAab LTD., R.0.C.) es van incubar 100 microlitres de plasma de les mostres i els
determinats estandards de la corba patrd en la placa de 96 pous del kit durant 2 hores a 37 2C.
Passat aquest temps, es van descartar les mostres i sense rentar els pous es van afegir
100 microlitres de I'anticos primari als pous i es va incubar la placa durant 1 hora a 37 2C.
Passat aquest temps, es van rentar els pous amb la solucié de rentat a concentracié 1X. Es van
afegir 100 microlitres a cada pou del conjugat amb I'enzim i es va incubar la placa durant
1 hora a 37 2C. Passat aquest temps, es va repetir el mateix pas de rentat. Finalment, es va
afegir el substrat enzimatic per que reaccionés colorimétricament durant uns 20 minuts en la
foscor. Es va aturar la reaccié afegint la solucié de parada, i es va fer una lectura de cada pou a
una longitud d’ona de 450 nanometres per obtenir un valor d’absorbancia que, extrapolat a la

corba patrd, va donar un valor de concentracié.

4.4.3.2. Quantificacid de la proteina SIRT1.

Per a la quantificacié de la proteina SIRT1 (Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For
Rat Sirtuin 1 (SIRT1), Uscn Life Science Inc., U.S.A.) es van incubar 100 microlitres de plasma de
les mostres i els determinats estandards de la corba patré en la placa de 96 pous del kit durant
2 hores a 37 2C. Passat aquest temps, es van descartar les mostres i sense rentar els pous es
van afegir 100 microlitres de I'anticos primari als pous i es va incubar la placa durant 1 hora a
37 °C. Passat aquest temps, es van rentar els pous amb la solucid de rentat a concentracié 1X.
Es van afegir 100 microlitres a cada pou del conjugat amb I'enzim i es va incubar la placa
durant 30 minuts a 37 2C. Passat aquest temps, es va repetir el mateix pas de rentat.
Finalment, es va afegir el substrat enzimatic per que reaccionés colorimetricament durant uns
15 minuts en la foscor. Es va aturar la reaccid afegint la solucié de parada, i es va fer una
lectura de cada pou a una longitud d’ona de 450 nanometres per obtenir un valor

d’absorbancia que, extrapolat a la corba patrd, va donar un valor de concentracid.
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V4

4.5. Morfometria dels teixits adipds i hepatic.

4.5.1. Talls histologics.

Per analitzar la morfometria dels teixits es van preparar seccions histologiques del
teixit adipds retroperitoneal i del teixit hepatic. Per obtenir les seccions, es van fixar i incloure
els teixits de 4 rates representatives de cada grup en parafina i es va tallar el teixit en seccions
de 3-4 micrometres. Es van col-locar les mostres dins un cassette d’inclusid i es van deixar en
formol al 10% durant 6 hores (com a minim) per fixar-les. Seguidament es van introduir les
mostres en el processador automatic de teixits (LEICA ASP300) per substituir I'aigua tissular
per la parafina, un medi liquid capac de solidificar en les condicions de temperatura ambient.
El fonament de la inclusié és que el teixit agafi una consistéencia homogenia i dura per poder
realitzar seccions facilment. El processador automatic va refixar les mostres amb formol
tamponat al 10% durant 4 hores, va realitzar un rentat amb alcohol 502 i va deshidratar i
endurir el teixit amb alcohols de graduacions creixents, dos estacions amb alcohol de 962 i tres
estacions amb alcohol de 1002; amb xilé, durant tres estacions; i finalment amb parafina, tres

estacions amb parafina en punt de fusié (per sobre els 572C).

Acabada la inclusié del teixit en parafina i a partir del bloc ferm confeccionat, es van obtenir
seccions primes per a fer les preparacions histologiques. Les seccions de 3-4 micrometres es
van obtenir en el microtom (Thermo Fisher Scientific Inc.) i es van posar en un bany de flotacié
amb aigua entre els 45-509C, uns quants graus per sota el punt de fusié de la parafina, per
aconseguir I'estirament del teixit. Seguidament es van col-locar les seccions a sobre de
laminetes portaobjectes que es van assecar a 602C durant 50 minuts per evitar el
despreniment de la mostra. Acabat aquest procés es va procedir a la tincid de rutina per

histologia de hematoxilina-eosina.

4.5.2. Tincié amb hematoxilina-eosina.

Per poder observar les seccions histologiques de manera directa amb el microscopi
optic era necessari tenyir les cél-lules i matrius extracel-lulars amb colorants. De manera
rutinaria s’utilitza la tincid de hematoxilina-eosina. Es va iniciar la tincié amb un procés de
desparafinacié de les mostres adherides al portaobjectes, submergint les mostres en xile
durant 10 minuts, i posteriorment submergint-les en una serie de rentats d’igual durada amb
alcohols decreixents fins arribar a aigua destil-lada. Llavors, les mostres es van submergir

durant 5 minuts en hematoxilina (un colorant que s’oxida a hematina i tenyeix la cromatina del
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nucli i les acumulacions de ribosomes del citoplasma, com les del reticle endoplasmatic rugds).
Passat aquest temps, es va fer un rentat de 15 minuts amb aigua corrent, es van submergir les
mostres 5 minuts en aigua destil-lada i, finalment, es van tenyir durant 30 segons amb eosina
al 2% (un colorant acid que tenyira els elements del citoplasma i la matriu extracel-lular).
Passat aquest temps, es van posar les mostres en una série de rentats amb alcohols creixents
fins arribar a submergir-les durant 10 minuts amb xilé just abans de muntar la mostra amb

medi de muntatge i cobreobjectes.

4.5.3. Obtencio d’'imatges i comptatge.

Es van obtenir les imatges a través de |'observacidé directa a 200 augments (200X=
10x*20x) en un microscopi optic (Olympus BX51, XC50 CellVe). Les mesures i els comptatges es
van realitzar llavors amb el programa Image J (NIH, public domain). Per escalar les imatges i fer
les mesures, es va obtenir també una imatge a 200 augments amb un portaobjectes

micrometrat.

En el cas del teixit adipds retroperitoneal es van realitzar les mesures d’area (umz2), perimetre
(um) i diametre (um) dels adipocits de 12 imatges per mostra, en un total de n > 250 adipocits

per grup. També es va realitzar el recompte d’adipocits i es va calcular la densitat d’adipocits.

En el cas del teixit hepatic, es va mesurar |'area ocupada per cel-lules parenquimatiques a
partir de I'analisi de la intensitat de pixels del canal d’'imatge amb conversié binaria i es va
calcular el percentatge de parénquima hepatic en 8 imatges per mostra, en un total de
n > 32 camps estudiats per grup. El percentatge de parénquima hepatic és una mesura
indirecte dels lipids hepatics que, en el cas de ser presents, no presenten tincié i resten espai al

parenquima hepatic [99].
4.6. Analisi estadistica.

Totes les dades derivades de I'experimentaciéd animal, és a dir, els parametres
corporals, metabolics i morfomeétrics, es van recollir en una base de dades tipus Acces

(Microsoft Office Acces 2010, Microsoft Inc.).

L'analisi estadistica de les dades es va realitzar amb el programa SPSS versié 19.0 (SPSS
software, IBM, Inc.). En primer lloc es va fer un analisi exploratori de les dades per identificar
valors atipics, valors perduts i comprovar que totes les variables seguien una distribucié

normal (les quals en cas negatiu es van transformar logaritmicament amb log10). Tots els
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valors s’expressen com a mitjana * desviacié estandard, i la significacié estadistica es va definir
a p<0.05. Per analitzar les diferéncies entre els dos grups de restriccié fetal i comparar els
diferents parametres estudiats es va utilitzar el test no paramétric de Mann-Whitney; per
analitzar I'evolucié del pes dels diferents grups de creixement postnatal i comparar la variable
del pes corporal dels individus al llarg del temps es va utilitzar I'analisi de mesures repetides; i
per les comparacions dels diferents parametres d’interés entre els tres grups de creixement
postnatal es va realitzar un analisi de variancia mitjancant el test ANOVA i els posteriors testos
post hoc DMS. Les grafiques de barres s’han realitzat llavors amb el programa Sigma Plot versié
12.0 (Systat Software Inc.). Posteriorment, es van analitzar les associacions entre parametres
d’interes utilitzant I'analisi de correlacions bivariades de Spearman. Les grafiques de dispersio

s’han realitzat amb el mateix programa SPSS versié 19.0 (SPSS software, IBM, Inc.).
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RESULTATS



5.1. Model de restriccio fetal.

Els resultats del model de restriccié fetal per als parametres corporals i metabolics de
les rates gestants i els parametres corporals de les cries en el moment del naixement per
cesaria es mostren a les taules 3 i 4, respectivament. Es presenten separats segons la ingesta

de les rates gestants en: grup control (C) i grup restringit (R).

Les rates gestants restringides, sotmeses a una menor ingesta calorica diaria durant els 20 dies
de gestacid (33.88 + 1.41 vs. 68.57 + 5.56 kcal/dia, p=0.005), van presentar menor increment
de pes durant la gestacid, menor pes corporal al final de la gestacié, menor pes total del fetge i
dels ronyons, i menor acumulaci6 de massa grassa (acumulacié del teixit adipds
retroperitoneal i perigonadal) comparat amb les rates control (tots entre p=0.020 i p=0.006;
Taula3). A la figura 9 es pot observar I'evolucié del pes corporal de les rates durant la gestacio.
La restriccio de pes en les rates gestants restringides s’observa des del dia 7 i es fa més

significativa a mesura que avanca la gestacio.

Model de restriccié prenatal
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D00 D05 Do7 D12 D15 D20

Dies de gestacio

Figura 9. Pes corporal de les rates gestants en el model de restriccio fetal durant la gestacid. *p<0.05
respecte a rates control (C) (prova de Mann-Whitney).
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En les rates gestants restringides s‘observen també menors nivells d’adiponectina total

(p=0.025) i de colesterol total (p=0.034) respecte a les rates gestants control (Taula 3).

Taula 3. Parametres corporals i metabolics de les rates gestants en funcié de la ingesta calorica durant la

gestacio.

PERIODE GESTACIONAL | PERINATAL C R P
Parametres corporals N=5 N=6

Pes inicial gestacio g 259.4+28.8 240.5+19.8 0.144
Ingesta calorica durant gestacié kcal/dia  68.57+5.56 33.88+1.41 0.005
Increment pes gestacio g 171.3+14.9 43.8+10.1 0.020
Pes final gestacio g 439.3+18.7 284.3+15.8 0.006
Pes fetge g 13.14+1.14 8.16 £ 0.37 0.006
Pes ronyons g 1.68+0.21 1.31+0.16 0.008
Pes pancrees g 0.55+0.19 0.47 £0.11 0.464
Pes TA retroperitoneal g 4,16 £1.16 1.19+0.73 0.006
Pes TA mesenteric g 1.21£0.64 0.59+£0.27 0.100
Pes TA perigonadal g 5.85+1.61 1.67 £0.53 0.006
Massa grassa visceral g 11.23+2.24 3.46+1.36 0.006
Massa grassa visceral % 2.79+£0.12 1.21+0.43 0.020
Parametres metabolics N=5 N=6
Adiponectina total mg// 1.66 +90 6.96 41 0.025
Glucosa mg/dl 185.0+19.0 160.7+48.4 0.372
Insulina ng/ml 4,75 +3.22 1.91+0.78 0.251
HOMA-IR 12.82 £ 8.85 424 +2.33 0.289
Colesterol total mg/dl/ 86+11 63+12 0.034
Colesterol HDL mg/d| 24 +5 14+6 0.074
Triglicerids mg/dl 150 + 30 151 +64 0.480

Els valors s’expressen com a mitjana + desviacid estandard. L’adiponectina total es troba
corregida pel pes corporal de I'animal. C: control, R: restringit, TA: teixit adipds, HOMA-IR:
homeostatic model assesment de resistéencia a la insulina, HDL: high-density lipoprotein.
Significacié a p<0.05 (prova de Mann-Whitney).

Al moment del naixement per cesaria, les cries restringides van presentar menor pes corporal,
menor pes-SDS i menor pes placentari (tots entre p=0.026 i p<0.0001) respecte a les cries
control (Taula 4). Concretament, les cries restringides van presentar una reduccié del 14% del

pes al naixement i una reduccid del 25% del pes de les placentes respecte a les cries control.

Taula 4. Parametres corporals de les cries al naixement per cesaria en funcio de la ingesta calorica de les
mares durant la gestacio.

PERIODE PERINATAL C R P
Parametres corporals N=20 N=20

Pes cries d0 g 5.14+1.04 4.4310.38 0.026
Pes-SDS d0 valor-z 0.00+1.00 -0.87+0.37 0.026
Pes placenta g 0.76 £0.15 0.57+£0.10 <0.0001

Els valors s’expressen com a mitjana * desviacié estandard. C: control,
R: restringit, SDS: Standard deviation score. Significacié a p<0.05 (prova de
Mann-Whitney).
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5.2. Model de creixement recuperador postnatal

secundari a restriccid de pes prenatal.

Els resultats del model de creixement recuperador postnatal per als parametres
corporals de les rates gestants aixi com també els parametres corporals i metabolics de les
cries, tant en el moment del naixement per part natural com en el dia postnatal 42, es mostren
a les taules 5 i 6, respectivament. Es troben separats segons la ingesta de les rates durant la
gestaciod (primera lletra) i durant el periode de lactancia (segona lletra) en: grup control (CC),
grup restringit sense creixement recuperador (RR) i grup restringit amb creixement

recuperador postnatal (RC).

En primer lloc, i repetint el metode de I'apartat anterior per assolir la restriccio fetal , les rates
gestants van rebre una restriccié de la ingesta durant la gestacié. Aquestes rates gestants
restringides van presentar menor increment de pes durant la gestacié i menor pes corporal al
final de la gestacid respecte a les rates gestants control (tots p<0.0001; Taula 5); replicant aixi

el model tal com es descriu en la primera fase (Taula 3).

En segon lloc, durant la lactancia, el grup de gestants RR va rebre una ingesta calorica
significativament més baixa en comparacié amb els grups RC (63.80 + 0.01 vs. 191.57 +
18.05 kcal/dia, p=0.001) i CC (63.80 + 0.01 vs. 179.85 + 18.05 kcal/dia, p=0.002); i van mostrar
una pérdua de pes respecte a les rates dels grups RC (p>0.0001) i CC (p=0.001; Taula 5). Les
rates gestants del grup RC van mostrar un major increment de pes al final de la lactancia en

comparacié amb les del grup CC (p<0.0001) i les del grup RR (p<0.0001; Taula 5).

Taula 5. Parametres corporals de les rates gestants en funcié de la ingesta calorica durant la gestacid i
durant la lactancia.

Parametres corporals RR CcC RC p p lineal

PERIODE DE GESTACIO N=2 N=2 N=2

Pes inicial gestacié g 225.5+2.12 263.5+6.36" 253.0 + 4.24* 0.008 0.009

Ingesta calorica |  348:001*  6483+136  3480£001*  <0.0001  0.999
durant gestacio kcal/dia

Increment pes gestacié g 46.5 £ 4.94* 182.2 +18.3 50.0+12.7* 0.003 0.134

Pes final gestaci6 g 272.0+2.82* 4455 +24.7 303.0 + 8.4* 0.003 0.808

PERIODE DE LACTANCIA

Pes inicial lactancia g 213.0 + 19.8* 310.5+17.6 244.5 + 16.3* 0.009 0.083

Ingesta calorica _ 63.80+001  179.85+543" 191.57+18.05' 0002  0.001
durant lactancia kcal/dia

Increment pes lactancia g -30.5+4.9 103.5+0.70" 119.0+4.24**  <0.0001 <0.0001

Pes final lactancia g 182.5+4.9 414.0 +18.3* 363.5+10.6* * 0.001 0.001

*p<0.05 respecte a CCi # p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).
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Al moment del naixement per part natural, les cries RR i RC van presentar menor pes corporal i

menor pes-SDS (tots p<0.0001) respecte a les cries CC (Taula 6). Concretament, les cries RR i RC

van presentar una disminucié del 22% del pes al naixement respecte a les cries CC.

Taula 6. Parametres corporals i metabolics de les cries en funcié del creixement recuperador postnatal .

CREIXEMENT POSTNATAL RR CcC RC P p lineal
Parametres corporals N=14 N=14 N=14
Pesdlg 5.10£0.23 * 6.47 £0.29 5.08+0.28 * <0.0001 0.912
Pes-SDS d1 z-score -2.72+0.81 * 0.01+1.01 -2.76 £0.98 * <0.0001 0.912
Pes d22 g 17.81+1.13 43.08+3.56" 51.32+3.94*" <0.0001 <0.0001
Pes d42 g 79.43 £ 11.64 170.62 +20.37%  179.42 +20.43" <0.0001 <0.0001
Increment pes postnatal g 74.33 +11.69 164.15 +20.28%  173.62+20.66"  <0.0001 <0.0001
Increment pes postnatal % 14.62+2.54 2536+3.04"  33.87£417*"  <0.0001  <0.0001
respecte al pes
Pes fetge g 3.59+0.57 7.59+1.15"% 7.82+1.29"% <0.0001 <0.0001
Pes fetge % 4,52 +£0.30 4,44 £ 0.33 4.34 £ 0.37 0.370 0.162
Pes ronyons g 0.67 £0.07 1.24+0.11"* 1.25+0.98" <0.0001  <0.0001
Pes ronyons % 0.84 +0.08 0.73+0.04" 0.70 +0.04" <0.0001  <0.0001
Pes pancrees g 0.28 £ 0.07 0.46 +0.08" 0.42 +0.09"* <0.0001 <0.0001
Pes pancrees % 0.34 £0.08 0.27 +0.04" 0.23+0.06" <0.0001  <0.0001
Pes TA retroperitoneal g 0.22 £ 0.06 0.75+0.26" 1.02 +0.33** <0.0001 <0.0001
Pes TA retroperitoneal % 0.28 £0.08 0.43+0.10" 0.56+0.13* * <0.0001 <0.0001
Pes TA mesenteéric g 0.17+£0.04 0.35+0.07" 0.41+0.09" <0.0001 <0.0001
Pes TA mesenteéric % 0.21+0.04 0.21+0.04 0.22 £0.04 0.598 0.524
Pes TA perigonadal g 0.27 £0.09 1.01+0.32" 1.28 + 0.49* * <0.0001 <0.0001
Pes TA perigonadal % 0.35+0.14 0.58+0.12"% 0.69 +0.20* * <0.0001 <0.0001
Massa grassa visceral g 0.67 £0.16 2.12+0.60" 2.71+0.87* " <0.0001 <0.0001
Massa grassa visceral % 0.85+0.22 1.22+0.21" 1.49 +0.31** <0.0001 <0.0001
Massa magra g 75.83 £ 10.88 158.87 +18.65"  164.70 +20.10" <0.0001 <0.0001
Parametres metabolics N=14 N=14 N=14
Adiponectina total mg// 19.81 +9.33 12.41+4.71" 10.42 +5.65 " 0.002 0.001
Glucosa mg/dI 147 £ 13 177 + 18" 161 + 10* * <0.0001 0.017
Insulina ng/ml 0.90+0.39 1.55+0.14" 1.90+0.74" <0.0001 <0.0001
HOMA-IR 1.62+0.77 3.53+0.67" 3.97+1.34" <0.0001 <0.0001
Colesterol total mg/dl 95+13 86+9 93+9 0.241 0.329
Colesterol HDL mg/d|/ 357 304 346 0.160 0.783
Triglicerids mg/dl/ 74 24 121 +39* 126 +53* 0.003 0.002

Els valors s’expressen com a mitjana + desviacié estandard. L’adiponectina total es troba corregida pel pes

corporal de I'animal. RC: creixement recuperador postnatal, CC: control, RR: restringit, SDS: Standard deviation

score, TA: teixit adipds, HOMA-IR: homeostatic model assesment de resistencia a la insulina, HDL: high-density

lipoprotein. *p<0.05 respecte a CCi # p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).

Al final del periode de lactancia, en el dia postnatal 22, les cries RC van mostrar un major pes

corporal respecte a les cries CC (p<0.0001) i les cries RR (p<0.0001; Taula 6 i Figura 10).
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Al final del periode de creixement postnatal, en el dia postnatal 42, les cries RC van mostrar un
major increment de pes, pes dels teixits adipds retroperitoneal i perigonadal, i massa grassa
visceral que els grups CC i RR (tots entre p=0.042 i p<0.0001; Taula 6). Respecte als organs
dissecats, el pes del pancrees i dels ronyons va ser menor en els grups CC (tots p<00001) i RC
(tots p<00001) respecte al grup RR (Taula 6). | finalment cal destacar que no es van observar
diferencies significatives entre grups pel que fa al fetge i al teixit adipés mesenteéric tenint en

compte el percentatge entre el pes de I'organ respecte al pes corporal de I'animal (Taula 6).
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Figura 10. Pes corporal de les cries en el model de creixement recuperador postnatal durant els periodes
de lactancia i creixement. A) Creixement postnatal durant la lactancia i B) creixement postnatal fins el
dia postnatal 42. *p<0.05 respecte a CCi # p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).

Pel que fa als parametres metabolics al dia postnatal 42, s’observa una menor quantitat
d’adiponectina total en les cries RC i les cries CC respecte a les cries RR (p=0.001 i p=0.007,
respectivament; Taula 6 i Figura 11). Els nivells de glucosa disminueixen en els grups RC i RR
respecte al grup CC (p=0.006 i p<0.0001, respectivament; Taula 6). Els nivells d’insulina, al
contrari, augmenten en el grup RC respecte al grup RR (p<0.0001) i el valor de I'index de
resistencia a la insulina HOMA-IR és significativament més elevat en aquest grup RC respecte al
grup RR (p<0.0001; Taula 6 i Figura 11). Finalment, s‘observa com els grups RC i CC presenten
nivells més alts de triglicerids en sang que el grup RR (p=0.002 i p=0.004, respectivament;

Taula 6 Figura 11).
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Figura 11. Parametres metabolics de les cries en el model de creixement recuperador postnatal.
A) Nivells d’adiponectina total, B) index de resistencia a la insulina HOMA-IR i C) nivells de triglicérids en
plasma. ¥ p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).

No es van observar diferéncies evidents entre géneres i per tant es mostren les dades

combinades de mascles i femelles.

5.3. Efecte del creixement recuperador postnatal en el
metabolisme energéetic mitjancant I'estudi de lI'expressio
dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit adipds

retroperitoneal de les cries.

Els resultats per als parametres d’expressid génica i morfometria en el teixit adipds

retroperitoneal de les cries en el model de creixement recuperador postnatal a dia postnatal
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42 es mostren a les taules 7 i 8, respectivament, i es presenten separats segons els grups RR,

CCiRC.
5.3.1. Comparacio entre grups.

L'expressio relativa dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit adipds retroperitoneal es
troba disminuida en les cries RC i CC respecte a les cries restringides (tots p<0.002; Taula 7 i
Figura 12). De la mateixa manera, la concentracio relativa de les proteines STK11 i SIRT1 en el
teixit adipds retroperitoneal també es troba disminuida en els grups RC i CC (totes p<0.001)

respecte al grup RR (Taula 7 i Figura 13).

Taula 7. Variables d’expressié genica i morfometriques en el teixit adipds retroperitoneal.

TEIXIT ADIPOS RETROPERITONEAL RR cC RC P p lineal

Expressio génica N=14 N=14 N=14

Expressid relativa STK11 2-ACt 0.3816 £ 0.2384 0.0713+£0.0403 "%  0.0542 +0.0313*  <0.0001  <0.0001
Expressio relativa DLK1 2-ACt 0.0093 £ 0.0093 0.0002 +0.0002*  0.0001 +0.0001" <0.0001 <0.0001
Expressio relativa SIRT1 2-ACt 0.0594 £ 0.0562 0.0163 +0.0150*  0.0083 +0.0051" 0.001 <0.0001

Proteina STK11 ng/g 65.11 £ 35.81 29.41+24.90 " 13.54 +11.09 **  <0.0001  <0.0001
Proteina SIRT1 ng/g 379.55 + 153.28 157.98 +98.93 * 84.96+5855*" <0.0001 <0.0001
Morfometria N=4 =4 N=4

Area adipocits um’ 2144 + 533 3277 +900* 4933+1336*"  <0.0001 <0.0001
Perimetre adipocits um 170.1£21.5 209.4+29.2"* 257.8£33.7 ** <0.0001 <0.0001
Diametre adipocits um 49.4+7.4 62.2+104" 75.4+10.8 ** <0.0001 <0.0001
Densitat adipocits n2cel /mm2 531+ 153 340+ 83" 242 + 85 ** <0.0001 <0.0001

Els valors s’expressen com a mitjana + desviacio estandard. Totes les expressions relatives i nivells de proteina estan
corregides per al pes del teixit adipds retroperitoneal de I'animal. RC: creixement recuperador postnatal, CC: control,
RR: creixement restringit. Les variables de concentracid de proteina han estat transformades logaritmicament
(log10). *p<0.05 respecte a CCi # p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).

Les cries RC van presentar major area, perimetre i diametre dels adipocits en el teixit adipds
retroperitoneal respecte a les cries CC i RR (tots p<0.0001; Taula 7). Com era d’esperar,
aquestes mateixes cries RC van mostrar una densitat d’adipocits menor en el teixit adipds
retroperitoneal respecte als altres grups (tots p<0.0001; Taula 7). En la figura 12 es mostren
unes imatges representatives del teixit adipds retroperitoneal (Figura 14A) i es representa l'area

dels adipocits (Figura 14B) en els tres grups.
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Figura 12. Expressio de STK11, DLK1, SIRT1 en el teixit adipds retroperitoneal per grups de creixement
postnatal. # p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).
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Figura 13. Concentracié de les proteines STK11 i SIRT1 en el teixit adipds retroperitoneal per grups de
creixement postnatal. * p<0.05 respecte a CCi #p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).
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Figura 14. Morfometria del teixit adipds en els grups de creixement recuperador postnatal. A. Imatges
representatives del teixit adipds retroperitoneal a dia postnatal 42. Barra d’escala: 50 um. B. Grafic de
barres de I'area dels adipocits en els diferents grups. La mida dels adipocits es va mesurar utilitzant
imatges del teixit adipds retroperitoneal (n > 250 cel-lules per grup). *p<0.05 respecte a CC i # p<0.05
respecte a RR (prova post-hoc DMS).

5.3.2. Associacio entre variables.

A continuacié s’ha estudiat I'associacié de I'expressio dels gens STK11, DKL1 i SIRT1 en

el teixit adipds retroperitoneal amb els parametres corporals i metabolics de les cries (Taula 8).

L'expressiod del gen STK11 en el teixit adipds retroperitoneal s’associa negativament amb el pes
corporal, I'increment de pes postnatal i la massa grassa visceral (tots entre r=-0.714 i
r=-0.901, p=0.004 i p<0.0001) en les cries RC i CC (Taula 8 i Figura 15). A més, les cries CC
presenten una associacié negativa entre I'expressi6 de STK11 en el teixit adipds
retroperitoneal i els nivells de glucosa (r=-0.596, p=0.025) i triglicérids en plasma (r=-0.706,

p=0.005; Taula 8 i Figura 16). | finalment en les cries RR s’associa negativament amb la massa
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grassa visceral (r=-0.648, p=0.012, Figura 15) i amb els nivells de glucosa en plasma (r=-0.535,

p=0.049; Taula 8 i Figura 16).

Taula 8. Correlacions de les variables en relacio a I'expressid genica dels gens d’estudi en el teixit adipds
retroperitoneal.

TEIXIT ADIPOS RETROPERITONEAL RR cC RC
r p r p r p
Expressio relativa STK11
Pes d42 g -0.314 0.274 -0.714 0.004 -0.901 <0.0001
Increment pes postnatal g -0.314 0.274 -0.714 0.004 -0.879 <0.0001
Massa grassa visceral g -0.636 0.015 -0.767 0.001 -0.890 <0.0001
Massa grassa visceral % -0.648 0.012 -0.798 0.001 -0.868 <0.0001
Glucosa mg/d| -0.535 0.049 -0.596 0.025 -0.402 0.174
Triglicerids mg/dI -0.242 0.404 -0.706 0.005 -0.462 0.112
Expressio relativa DLK1
Pes d42 g 0.081 0.782 -0.429 0.126 -0.895 <0.0001
Increment pes postnatal g 0.081 0.782 -0.407 0.149 -0.873 <0.0001
Massa grassa visceral g -0.297 0.303 -0.499 0.069 -0.820 <0.0001
Massa grassa visceral % -0.354 0.215 -0.613 0.020 -0.789 0.001
Adiponectina total mg// -0.609 0.021 0.160 0.584 0.544 0.055
Glucosa mg/d| 0.084 0.776 -0.380 0.180 -0.542 0.045
Expressio relativa SIRT1
Massa grassa visceral % -0.582 0.029 -0.543 0.045 -0.042 0.887

Els valors s’expressen com a r de Spearman. Totes les expressions relatives estan corregides per al pes
del teixit adipds retroperitoneal de I'animal. Les variables d’expressio relativa han estat transformades
logaritmicament (log10). RC: creixement recuperador postnatal, CC: control, RR: restringit. Significacié a
p<0.05 (correlacid bivariada de Spearman).

L'expressié del gen DLK1 en el teixit adipds retroperitoneal s’associa negativament amb el pes
corporal, I'increment de pes postnatal i la massa grassa visceral (tots entre r=-0.789 i r=-0.895,
p=0.001 i p<0.0001, Figura 15) i també amb els nivells de glucosa en plasma (r=-0.542,
p=0.045, Figura 16) en les cries RC (Taula 8). Aquesta expressio genica de DLK1 també s’associa
negativament amb la massa visceral (r=-0.613, p=0.020, Figura 15) en les cries CC i amb els

nivells d’adiponectina total en plasma (r=-0.609, p=0.021) en les cries RR (Taula 8).
L'expressié del gen SIRT1 en el teixit adipds retroperitoneal s'associa de manera negativa amb
la massa grassa visceral tant en les cries CC (r=-0.543, p=0.045) com en les cries RR (r=-0.582,

p=0.029; Taula 8).

No s’observa cap associacid de les proteines STK11 i SIRT1 amb les variables corporals o

metaboliques (Taula 8).
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Figura 15. Correlacions entre I'expressio genica de STK11 i DLK1 en el teixit adipds retroperitoneal amb
els parametres corporals d’estudi (pes corporal a d42, increment de pes postnatal i massa grassa
visceral) en els diferents grups de creixement postnatal.
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Figura 16. Correlacions entre I'expressid génica de STK11 i DLK1 en el teixit adipds retroperitoneal amb

els parametres metabolics d’estudi (glucosa i triglicerids) en els diferents grups de creixement
postnatal.

5.4. Efecte del creixement recuperador postnatal en el
metabolisme energétic mitjancant l'estudi de I'expressio

dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit hepatic de les
cries.

Els resultats per als parametres d’expressié geénica i morfometria en el teixit hepatic de
les cries en el model de creixement recuperador postnatal a dia postnatal 42 es mostren a les

taules 91 10, respectivament, i es presenten separats segons els grups RR, CCi RC.
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5.4.1. Comparacio entre grups.

Lexpressié relativa del gen STK11 en el teixit hepatic és menor en els grups RC
(p<0.0001) i CC (p<0.0001) respecte a les cries RR (Taula 9 i Figura 17). Lexpressio relativa del
gen SIRT1 en el teixit hepatic és menor en el grup RC respecte al grup RR (p=0.049; Taula 9 i
Figura 17). Cal esmentar que l'expressié relativa del gen DLK1 en el teixit hepatic va ser

practicament indetectable i per aquest motiu no es mostra en els resultats.

Taula 9. Variables d’expressié genica i morfometriques en el teixit hepatic.

TEIXIT HEPATIC RR cc RC p p lineal

Expressio génica N=14 N=14 N=14

Expressio relativa STK11 2-ACt 0.0117 £ 0.0037 0.0035+0.0016 *  0.0041 +0.0021* 0.003 0.001
Expressio relativa SIRT1 2-ACt 0.0028 £ 0.0018 0.0022 £ 0.0017 0.0016 +0.0009*  0.141 0.049

Morfometria N=4 N=4 N=4

Area parenquimatica % 60.1+5.1 56.9+2.1" 58.1+4.8" 0.010 0.019

Els valors s’expressen com a mitjana + desviacié estandard. Totes les expressions relatives estan corregides pel pes del
teixit hepatic de I'animal. RC: creixement recuperador postnatal, CC: control, RR: creixement restringit. *p<0.05
respecte a CC i * p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).

Expressid genica en el teixit hepatic

0,018

0,016 - N cC
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Gens relacionats amb el metabolisme energétic

Figura 17. Expressié de STK11 i SIRT1 en el teixit hepatic per grups de creixement postnatal. # p<0.05
respecte a RR (prova post-hoc DMS).

Les cries RR van presentar major area parenquimatica en el teixit hepatic respecte a les cries CC
i RC (tots p<0.010; Taula 9). En la Figura 18 es mostren unes imatges representatives del teixit

hepatic (18A) i es representa el percentatge d’area parenquimatica (18B) en els tres grups.
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Figura 18. Morfometria del teixit hepatic en els grups de creixement recuperador postnatal. A. Imatges
representatives del teixit hepatic a dia postnatal 42. Barra d’escala: 50 um. B. Grafic de barres de I'area
parenquimatica en els diferents grups. L’area parenquimatica es va mesurar utilitzant imatges del teixit
hepatic (n > 30 camps per grup).  p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).

5.4.2. Associacio entre variables

Lexpressié del gen STK11 en el teixit hepatic en les cries RC i RR s’associa negativament
amb el pes corporal (r=-0.534, p=0.049 i r=-0.599, p=0.031, respectivament; Taula 10 i
Figura 19) i positivament amb el colesterol total (r=0.645, p=0.013 i r=0.714, p=0.006,
respectivament; Taula 10 i Figura 20). En les cries RC aquesta expressié del gen STK11 també
s’associa positivament amb el colesterol HDL (r=0.544, p=0.044; Taula 10). D’altra banda, el
grup CC no presenta cap associacio entre I'expressid del gen STK11 en el teixit hepatic i les
variables corporals o metaboliques.
Lexpressid del gen SIRT1 en el teixit hepatic s’associa positivament amb el pes corporal,
I'increment de pes postnatal i la massa grassa visceral (tots entre r=0.547 i r=0.679, p=0.043 i
p=0.008) en les cries RC (Taula 10 i Figura 19). En les cries CC també s’associa positivament amb
el pes corporal (r=0.648, p=0.012) i I'increment de pes postnatal (r=0.648, p=0.012), aixi com
també amb els nivells de triglicérids (r=0.660, p=0.010; Taula 10 i Figura 19 i 20). | finalment, en
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el grup de cries RR I'expressido de SIRT1 en el teixit hepatic s’associa negativament amb els
nivells d’insulina en sang (r=-0.624, p=0.023) i amb l'index HOMA-IR (r=-0.659,p=0.014;
Taula 10 Figura 20).

Taula 10. Correlacions de les variables en relacié a I'expressio geénica dels gens d’estudi en el teixit

hepatic.
TEIXIT HEPATIC RR cc RC
r p r p r p

Expressio relativa STK11
Pes d42 g -0.599 0.031 0.037 0.899 -0.534 0.049
Colesterol total mg/dl/ 0.714 0.006 -0.015 0.958 0.645 0.013
Colesterol HDL mg/dI 0.541 0.056 -0.239 0.410 0.544 0.044

Expressio relativa SIRT1
Pes d42 g 0.335 0.263 0.648 0.012 0.560 0.037
Increment pes postnatal g 0.335 0.263 0.648 0.012 0.547 0.043
Massa grassa visceral g -0.104 0.734 0.490 0.075 0.679  0.008
Massa grassa visceral % -0.132 0.668 0.275 0.342 0.679  0.008
Insulina ng/ml -0.624 0.023 -0.319 0.267 0.143 0.626
HOMA-IR -0.659 0.014 -0.169 0.563 0.059 0.840
Triglicerids mg/d| 0.058 0.851 0.660 0.010 0.037 0.899

Els valors s’expressen com a r de Spearman. Totes les expressions relatives estan corregides pel
pes del teixit hepatic de I'animal. La variable d’expressié relativa STK11 ha estat transformada
logaritmicament (log10). RC: creixement recuperador postnatal, CC: control, RR: restringit, HDL:
high-density lipoprotein. Significacié a p<0.05 (correlacié bivariada de Spearman).
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Figura 19. Correlacions entre I'expressid génica de STK11 i SIRT1 en el teixit hepatic amb els parametres
corporals d’estudi (pes corporal a d42) en els diferents grups de creixement postnatal.
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Figura 20. Correlacions entre I'expressid génica de STK11 i SIRT1 en el teixit hepatic amb els parametres
metabolics d’estudi (colesterol total, triglicérids, insulina i HOMA-IR) en els diferents grups de
creixement postnatal.

5.5. Efecte del

creixement

recuperador

postnatal en el

metabolisme energéetic mitjancant l'estudi de I'expressid

dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit muscular de les

cries.

Els resultats per als parametres d’expressio genica en el teixit muscular de les cries en

el model de creixement recuperador postnatal a dia postnatal 42 es mostren a les taules 11 i

12, respectivament, i es presenten separats segons els grups RR, CCi RC.
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5.5.1. Comparacio entre grups

Lexpressio6 relativa dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit muscular és menor en les
mostres de les cries RC i CC en comparacié amb les cries RR (tots entre p=0.014 i p<0.0001;

Taula 11 i Figura 21).

Taula 11. Variables d’expressié genica en el teixit muscular.

TEIXIT MUSCULAR RR CcC RC p p lineal

Expressio génica N=14 N=14 N=14

Expressio relativa STK11 2-ACt 0.0178 £ 0.0072 0.0100 +0.0076 *  0.0085 + 0.0069 * 0.012 0.005
Expressio relativa DLK1 2-ACt 0.0187 + 0.0155 0.0039 +0.0024*  0.0030 £ 0.0028" <0.0001  <0.0001
Expressio relativa SIRT1 2-ACt 0.0025 £ 0.0014 0.0004 + 0.0003"  0.0006 + 0.0004" <0.0001 <0.0001

Els valors s’expressen com a mitjana * desviacié estandard. Totes les expressions relatives estan estandarditzades pel
pes de la massa magra de I'animal. RC: creixement recuperador postnatal, CC: control, RR: creixement restringit.

# p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).
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Figura 21. Expressié de STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit muscular per grups de creixement postnatal.

# p<0.05 respecte a RR (prova post-hoc DMS).

5.5.2. Associacio entre variables

L'expressié dels gens STK11 i DLK1 en el teixit muscular presenten una associacid
negativa amb els nivells d’insulina circulants en les cries RC (r=-0.621, p=0.024 i r=-0.701,

p=0.005, respectivament; Taula 12 i Figura 22). L'expressi6 de DLK1 també presenta una
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associacié negativa amb I'index HOMA-IR (r=-0.745,p=0.002) en aquestes mateixes cries RC

(Taula 12 i Figura 22).

Taula 12. Correlacions en relacid a I’expressio génica dels gens d’estudi en el teixit muscular.

TEIXIT MUSCULAR RR cc RC
r p r p r p

Expressio relativa STK11

Insulina ng/ml 0.115 0.751 -0.090 0.759 -0.621 0.024
Expressio relativa DLK1

Insulina ng/ml 0.168 0.601 -0.112 0.703 -0.701 0.005

HOMA-IR 0.056 0.863 -0.288 0.318 -0.745 0.002
Expressio relativa SIRT1

Glucosa mg/dl -0.657 0.039 0.086 0.771 0.322 0.284

Triglicerids mg/d| -0.371 0.291 0.418 0.137 0.632 0.021

Els valors s’expressen com a r de Spearman. Totes les expressions relatives estan
corregides pel pes de la massa magra de I'animal. Les variables d’expressio relativa han
estat transformades logaritmicament (log10). RC: creixement recuperador postnatal, CC:
control, RR: restringit. Significacié a p<0.05 (correlacié bivariada de Spearman).
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Figura 22. Correlacions entre I'expressido génica de STK11 i DLKI1 en el teixit muscular amb els
parametres metabolics d’estudi (insulina) en els diferents grups de creixement postnatal.

Per altra banda, els grups CC i RR no presenten cap associacid entre I'expressio dels gens STK11

i DLK1 en el teixit muscular i les variables corporals o metaboliques.

Lexpressié de SIRT1 en el teixit muscular s’associa positivament amb els nivells de triglicerids
en sang (r=0.632, p=0.021) en les cries RC (Taula 12 i Figura 22). En canvi, en les cries RR
trobem una associacié negativa entre I'expressié relativa de SIRT1 i els nivells de glucosa en
plasma (r=-0.657, p=0.039; Taula 12 i Figura 22). Finalment, el grup CC no presenta cap
associacio entre l'expressié del gen SIRT1 en el teixit muscular i les variables corporals o

metaboliques.
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5.6. Resum de les associacions en els teixits de regulacid

metabolica.

Els resultats per als parametres d’expressio genica i les correlacions significatives de les

cries en el model de creixement recuperador postnatal es mostren a la taula 13.

Taula 13. Resum dels resultats d’expressio génica dels gens d’estudi i de les correlacions significatives

presentades en els teixits adipds retroperitoneal, hepatic i muscular.

Expressio génica

RR

CcC

RC

Correlacions

N=14

N=14

N=14

TEIXIT ADIPOS RETROPERITONEAL

Expressio relativa STK11 2-ACt

0.3816 +0.2384

0.0713 +0.0403 *

0.0542 +0.0313 "

Pes d42 r=-0.714 r=-0.901
Increment pes postnatal r=-0.714 r=-0.879
Massa grassa visceral r=-0.636 r=-0.767 r=-0.890
Massa grassa visceral r=-0.648 r=-0.798 r=-0.868
Glucosa r=-0.535 r=-0.596

Triglicerids r=-0.706

Expressio relativa DLK1 2-ACt 0.0093 + 0.0093 0.0002 + 0.0002 * 0.0001 + 0.0001"

Pes d42 r=-0.895
Increment pes postnatal r=-0.873
Massa grassa visceral r=-0.820
Massa grassa visceral r=-0.613 r=-0.789
Adiponectina total r=-0.609

Glucosa r=-0.542

Expressio relativa SIRT1 2-ACt

0.0594 + 0.0562

0.0163 +0.0150 "

0.0083 + 0.0051"

Massa grassa visceral

r=-0.582

r=-0.543

TEIXIT HEPATIC

Expressio relativa STK11 2-ACt

0.0117 £ 0.0037

0.0035 +0.0016 "

0.0041 +0.0021 *

Pes d42 r=-0.599 r=-0.534
Colesterol total r= 0.714 r= 0.645
Colesterol HDL r= 0.544
Expressio relativa SIRT1 2-ACt 0.0028 £ 0.0018 0.0022 £ 0.0017 0.0016 + 0.0009 *

Pes d42 r= 0.648 r= 0.560
Increment pes postnatal r= 0.648 r= 0.547
Massa grassa visceral r= 0.679
Massa grassa visceral r= 0.679
Insulina r=-0.624

HOMA-IR r=-0.659

Triglicérids r= 0.660

TEIXIT MUSCULAR

Expressio relativa STK11 2-ACt

0.0178 £0.0072

0.0100 + 0.0076 *

0.0085 + 0.0069 *

Insulina r=-0.621
Expressio relativa DLK1 2-ACt 0.0187 £ 0.0155 0.0039 + 0.0024 " 0.0030 + 0.0028"
Insulina r=-0.701
HOMA-IR r=-0.745
Expressio relativa SIRT1 2-ACt 0.0025 £ 0.0014 0.0004 + 0.0003" 0.0006 + 0.0004"

Glucosa r=-0.657
Triglicérids r= 0.632

Els valors s’expressen com a mitjana * desviacié estandard i com a r de Spearman. Totes les expressions relatives
estan corregides pel pes del teixit corresponent. Les variables d’expressio relativa han estat transformades
logaritmicament (log10). RC: creixement recuperador postnatal, CC: control, RR: restringit. # p<0.05 respecte a RR
(prova post-hoc DMS) i mostrem només r amb significacié a p<0.05 (correlacié bivariada de Spearman).
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5.7. Efecte de la restricci6 prenatal en el
metabolisme energetic mitjancant l'estudi de
I'expressio dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el

teixit placentari.

5.7.1. Comparacio entre grups.

Els resultats per als parametres d’expressié genica en la placenta en el model de
restriccié calorica durant la gestacié es mostren a les taules 14 i 15, i es presenten separats

segons grup control (C) i grup restringit (R).

L'expressio relativa dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en la placenta i de les proteines STK11 i SIRT1
no van mostrar diferéncies significatives entre els grups d’estudi: control o restringit (Taula 14,

Figura 23 i Figura 24).
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Figura 23. Expressié de STK11, DLK1 i SIRT1 en la placenta per grups de creixement postnatal.
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Taula 14. Variables d’expressid genica en la placenta.

TEIXIT PLACENTARI C R p
Expressio génica N=20 N=20

Expressio relativa STK11 2-ACt  0.1077 £0.0583 0.0825+0.0379 0.214
Expressio relativa DLK1 2-ACt 0.1409 +£0.0563 0.1663 +0.1131  0.945
Expressio relativa SIRT1 2-ACt 0.0348 +0.0143 0.0387+0.0127 0.423
Proteina STK11 ng/g 0.6461 +0.3038 0.8705+0.6693 0.573
Proteina SIRT1 ng/g 2.4663 £1.9422 3.8355+2.7196  0.808

Els valors s’expressen com a mitjana + desviacid estandard. Totes les expressions
relatives i nivells de proteina estan corregides pel pes del teixit placentari. C: control,
R: restringit. Significacié a p<0.05 (prova de Mann-Whitney).
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Figura 24. Concentracio de proteina STK11 i SIRT1 en la placenta per grups de creixement postnatal.

5.7.2. Associacio entre variables.

L'expressié del gen STK11 en la placenta presenta una associacié negativa amb el pes
placentari (r=-0.590, p=0.010) en el grup C (Taula 15 i Figura 25). | I'expressié del gen DLK1 en
el teixit placentari presenta una associacié negativa amb el pes de la placenta (r=-0.549,

p=0.027) i el pes de la cria al naixement (r=-0.578, p=0.019) en el grup R (Taula 15 i Figura 25).
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Taula 15. Correlacions de les variables en relacié a I'expressié genica dels gens d’estudi en el teixit
placentari.

TEIXIT PLACENTARI C R
r p r p
Expressio relativa STK11
Pes placenta -0.590 0.010 -0.374 0.154
Expressio relativa DLK1
Pes placenta -0.428 0.077 -0.549 0.027
Pes cria PO -0.083 0.745 -0.578 0.019

Els valors s’expressen com a r de Spearman. Totes les expressions
relatives i nivells de proteina estan corregides pel pes del teixit
placentari. Les variables d’expressié relativa DLK1, SIRT1 han estat
transformades logaritmicament (log10). RC: creixement recuperador
postnatal, CC: control, RR: restringit. Significacié a p<0.05 (correlacio
bivariada de Spearman).
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Figura 25. Correlacions entre |'expressid genica de STK11 i DLK1 en el teixit placentari amb els
parametres corporals d’estudi (pes placentari i pes al naixement) en els diferents grups de creixement
postnatal.
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6.1. Model de restriccio fetal.

6.1.1. Establiment del model.

Els models d’experimentacié animal en rata (espéecie Rattus norvegicus) han estat molt
utilitzats en estudis fetals i neonatals per la gran similitud entre la placenta humana i la
murina. Les rates Wistar son rates albines, de creixement normal i de facil manejament,
utilitzades ampliament en recerca biomédica. Sovint les rates albines han estat utilitzades per
comprovar els efectes de la nutricid sobre el desenvolupament i la fisiologia. El creixement
intrauteri restringit en aquests models animals es pot obtenir mitjancant farmacs, cirurgia (per
lligament de les artéries intrauterines) o modificant la dieta (a través de restriccid proteica o
restriccio calorica), i s’ha descrit un assoliment correcte de la restriccio fetal mitjancant els tres
procediments [100]{101][102][103][104]. En aquest estudi, i d’acord amb |'experiéncia previa i
els recursos materials i de personal disponibles, es va utilitzar aquesta ultima opcié: modificar
I'aportacié calorica de la dieta per aconseguir una restriccid fetal. Estudis previs han utilitzat
rangs que varien des d’'un 30% a un 50% de restriccid calorica de les rates gestants [103][104].
A partir d’aquestes referéncies prévies, en aquest treball vam aplicar una restriccié calorica del

50% respecte al grup control per establir el model animal de restriccio fetal.

Els nostres resultats mostren com les rates gestants restringides van presentar una restriccio
de pes a partir del dia 7 i durant tota la gestacié respecte a les rates gestants control. Al final
de la gestacid, les rates gestants restringides van presentar menor pes corporal i menor
acumulacié de massa grassa. Es ampliament conegut que durant la gestacié hi ha un
reajustament del metabolisme matern a través de la utilitzacié de les reserves maternes basals
per assolir els requeriments fetals. En el cas de la restriccié fetal, la mobilitzacié de les reserves
maternes per suplir la restriccio de la progenia es déna encara amb més mesura, esgotant aixi
les reserves maternes quasi en la seva totalitat [105]. En el nostre estudi experimental, les
rates gestants restringides van parir cries amb un creixement fetal restringit, les quals
presentaren una disminucié del 14% del pes al naixement en comparacié amb les cries control.
Al moment de la cesaria al dia 20, aquestes rates gestants restringides, a més a més de parir
cries amb baix pes, van presentar placentes amb menor pes respecte a les rates gestants
control. A més, també es va constatar que el model era viable fins al moment de la cesaria i es

van poder obtenir les mostres de la placenta per als estudis posteriors.

Podem afirmar, doncs, que el model de restriccio fetal ha estat ben establert amb restriccié

calorica del 50% respecte al grup control.
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6.1.2. Parametres metabolics en rates gestants.

El reajustament del metabolisme matern per assolir els requeriments fetals implica la
mobilitzacié de nutrients materns com la glucosa o els acids grassos lliures, i els nivells
circulants de colesterol i triglicérids augmenten a mesura que avanca la gestacié per assegurar

els requeriments fetals que s’incrementen durant tota la gestacié [106].

En aquest treball, les rates gestants restringides van presentar majors nivells d’adiponectina i

menors nivells de colesterol total respecte a les rates gestants control al final de la gestacié.

Es coneix ampliament que els nivells d’adiponectina circulants disminueixen quan hi ha una
acumulacié de massa grassa, sobretot visceral i que aquesta disminucié d’adiponectina
circulant s’associa amb la resisténcia a la insulina i la disfuncié metabolica [107]. Els alts nivells
d’adiponectina circulant observats en les rates gestants restringides poden ser un reflex de
I'acumulacié quasi inexistent de massa grassa, sobretot visceral, en aquestes rates gestants
restringides, que han utilitzat la baixa aportacio de calories de la dieta i la mobilitzacié de les

reserves de greix basals exclusivament per al desenvolupament dels fetus.

De manera similar, els baixos nivells de colesterol en plasma observats en aquestes rates
gestants restringides possiblement sén el reflex de I'esgotament de les reserves maternes i la
baixa acumulacié del teixit adipds d’aquestes rates gestants que fan que al final de la gestacio
no tinguin la capacitat de mobilitzar nutrients suficients per suplir els requeriments fetals. La
mobilitzacié insuficient de nutrients en el grup de restriccid calorica és la causa més plausible

de la restriccid de pes fetal induida en aquest grup experimental.

Podem afirmar, doncs, que les rates gestants restringides mobilitzen quasi en la seva totalitat
les seves reserves de greix durant la gestacid per suplir els requeriments fetals, pero malgrat

aixo els nutrients mobilitzats no son suficients per evitar la restriccié fetal.

6.2. Model de creixement recuperador postnatal

secundari a restriccié de pes prenatal.

6.2.1. Establiment del model.

Estudis previs han descrit diversos metodes per simular el creixement recuperador
postnatal observat en els éssers humans. En sén exemples: proporcionar a les rates gestants

durant la lactancia una dieta de sobrenutricié; reduir significativament el nombre de cries per
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llodrigada; establir un model de lactancia amb rates adoptives per reduir 'efecte de la
restriccid prévia o bé restablir una dieta estandard en les rates gestants durant la lactancia
després d’una gestaci6 amb dieta restringida [108][109][110][38]. A partir d’aquestes
referéncies previes, el metode escollit en aquest treball va ser restablir una dieta estandard en
les rates gestants durant la lactancia després d’una gestacié amb dieta restringida. D’aquesta
manera, vam modificar la ingesta de les rates gestants restringides durant la gestacié a una
dieta estandard durant I'alletament per establir el grup de creixement recuperador postnatal
(RC); mentre que en els grups de creixement control (CC) i creixement restringit (RR) es va

mantenir la mateixa dieta tant en la gestacié com durant I'alletament.

Els resultats mostren com les cries del grup RC van presentar un creixement recuperador
postnatal caracteritzat per un major increment de pes durant els primers 42 dies de vida

postnatal.

Podem afirmar, doncs, que el model de creixement recuperador postnatal secundari a
restriccié de pes prenatal es pot aconseguir a partir de la creacié d’un grup de rates gestants
amb restriccié calorica al del 50% respecte al grup control i amb un grup de creixement

recuperador revertint aquesta restriccié calorica amb una dieta estandard durant I'alletament.

6.2.2. Parametres corporals de les cries.

Clinicament s’observa un guany de pes accelerat en els primers mesos de vida
postnatal en nadons nascuts amb baix pes [100] que pot contribuir a I'aparicié de resisténcia a
la insulina [18][111] i I'aparicié de l'esteatosi hepatica [112]. Alguns estudis han descrit la
preséncia d’una pérdua de la funcié de les cél-lules beta del pancrees en rates amb restriccid
fetal i una atrofia de les illes pancreatiques durant el creixement recuperador postnatal

[100][102].

Els nostres resultats mostren com les cries del grup RC presenten un creixement recuperador
postnatal caracteritzat per un major pes corporal, un major increment de pes i una major
acumulacié de massa grassa, i concretament de la massa grassa visceral, el dia postnatal 42.
Aquests resultats, i d’acord amb altres estudis previs, mostren com I'acumulacié excessiva de
teixit adipds, especificament de teixit adipds visceral, en el grup amb creixement recuperador
postnatal i per tant suggereix que és aquesta acumulacid en els primers estadis de la vida la

que es relaciona amb els desordres metabolics a llarg termini.
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Per altra banda, aquestes cries amb creixement recuperador postnatal van mostrar un menor
pes del pancrees en proporcié amb el pes corporal. Possiblement el creixement recuperador
indueix una disfuncié en el pancrees a través de |'atrofia de les illes pancreatiques que es
reflecteix amb un menor pes d’aquest organ i suggerint aixi un possible mecanisme que pot

contribuir a I'aparicié de la insulinoresisténcia durant el creixement recuperador postnatal.

Podem afirmar, doncs, que el grup amb creixement recuperador postnatal presenta una
acumulacid excessiva del teixit adipds, especificament del teixit adipds visceral, tot i que no

descartem també una acumulacio de teixit adipds en altres localitzacions.

6.2.3. Parametres metabolics de les cries.

Com ja hem esmentat anteriorment, es coneix ampliament que els nivells
d’adiponectina circulants disminueixen quan hi ha una acumulacié de massa grassa, sobretot,
visceral [107]. Uns nivells alts d’adiponectina circulant s’associen amb la disminucié dels nivells
de glucosa i triglicérids circulants i amb major sensibilitat a la insulina [113]. L’adiponectina té
un efecte protector en el fetge: incrementa I'oxidacio dels acids grassos, redueix la sintesi de
lipids i la produccié de glucosa i prevé I'esteatosi hepatica a través de I'activacié de AMPK
[114][115]. Nivells elevats d’acids grassos circulants també es relacionen amb la resisténcia a la
insulina ja que inhibeixen la captacid de la glucosa i la sintesi de glucogen i estimulen la
produccié hepatica de glucosa [116]. A més, la resistencia periferica a la insulina s’ha
relacionat amb I'acumulacié de triglicerids en el fetge i en el muscul [117]. Un index
ampliament utilitzat en clinica, i validat també en models animals amb rates Wistar, és I'index

HOMA-IR de resistencia a la insulina.

Els nostres resultats mostren com el grup RC presenta una disminucid de I'adiponectina total i
un augment dels triglicerids en plasma en comparacié amb el grup RR. Podem suggerir que
aquesta disminucié d’adiponectina observada durant I'acumulacié de massa grassa visceral del
creixement recuperador postnatal secundari a restricci6 de pes prenatal reflecteix una
desregulacid de la secrecid de citocines del teixit adipds, que pot relacionar-se amb |’aparicio
de resistencia a la insulina i els desordres metabolics. A més, els nivells alts de triglicérids en
plasma observats també en aquest grup de creixement recuperador postnatal s’han relacionat
a la literatura amb una reduccié dels nivells d’adiponectina circulant, amb I'acumulacié de
greix en el teixit adipds, i també amb una desregulacié en I'oxidacid i emmagatzematge d’acids
grassos i triglicerids en el fetge. Els nostres resultats també mostren com les cries del grup RC

presenten un valor de HOMA-IR significativament més elevat, i per tant presenten major
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resisténcia a la insulina. Aquest resultat esta d’acord amb els estudis previs que relacionen
I’efecte del creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes prenatal i un estat
de resisténcia a la insulina. Podem apuntar que en un estadi primerenc de la vida, el dia
postnatal 42, existeix una desregulacié metabolica com la insulinoresisténcia la qual podra

contribuir a I'aparicié de malalties metaboliques en |'edat adulta.

Podem afirmar, doncs, que les cries amb creixement recuperador postnatal secundari a
restriccio de pes prenatal presenten una disminucié de I'adiponectina i un augment dels
triglicerids circulants, i també un augment del valor de HOMA-IR que reflecteixen una

desregulacié metabolica al dia postnatal 42.

6.3. Estudi de I'expressido dels gens STK11, DLK1 i

SIRT1 en el teixit adipds retroperitoneal.

A partir de I'estudi en el model animal de creixement recuperador postnatal secundari
a restriccié de pes fetal s’han observat canvis en I'expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el
teixit adipds retroperitoneal de les cries. Concretament hem observat que les cries RC, i també
les cries CC, presenten una disminucié de I'expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 i de les
proteines STK11 i SIRT1 respecte a les cries RR en el teixit adipds retroperitoneal. Els nostres
resultats estan d’acord amb un estudi recent que ha descrit una disminucié del contingut de
proteina STK11 en el teixit adipds en el grup de cries que exhibien un guany de massa grassa
accelerat en un model animal d’obesitat induida per la dieta en rates adultes [118]. Un estudi
similar mostra com cries RR amb restriccié postnatal addicional a una restriccié fetal presenten
una sobreexpressio del gen DLK1 en el teixit adipos epididimari, perd no han estudiat altres
teixits adiposos viscerals [100]. En la mateixa direccié que els nostres resultats, un altre estudi
també mostra com els nivells de proteina SIRT1 estan reduits en el teixit adipds dels ratolins
(Mus musculus) que acumulen més massa grassa en un model d’obesitat induit per una dieta

rica en greixos [119].

En el grup RR observem que I'expressido del gen STK11 es relaciona negativament amb la
glucosa i amb el greix visceral. L'augment de I'expressié del gen STK11 explicaria els valors
baixos d’"HOMA-IR i la poca acumulacié de greix visceral observat en aquestes cries RR.
Aquestes associacions estan d’acord amb estudis anteriors que descriuen [Iefecte
antiobesogenic del gen STK11 pel seu paper en la inhibicié de la diferenciacié dels adipocits i la

inhibicié de I'adipogenesi [120], la inhibicié de la sintesi tant d’acids grassos com de colesterol
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[121] i la millora la sensibilitat a la insulina a través de I'activacio la via STK11-AMPK [62]. Els
animals amb sobreexpressid de DLK1 esdevenen resistents a la obesitat induida per una dieta
rica en greixos i en els quals I'expressid génica de DLK1 en el teixit adipds s’ha relacionat amb
una reduccié de la massa grassa corporal [76] [79]. Els nostres resultats mostren una associacié
negativa entre I'expressio de DLK1 i I'adiponectina circulant. Aixd sembla contradictori ja que
mantenir una expressio elevada del gen DLK1 prevé I'acumulacio de greix visceral i esperariem
gue conseqlientment augmentés els nivells d’adiponectina circulants. Tot i aix0, existeixen
estudis previs que mostren una associacié negativa entre |'expressié de DLK1 i I'adiponectina
en un model de sobreexpressié del gen DLK1 en el teixit adipds en el qual el teixit adipds
redueix la capacitat d’acumular triglicerids, perd també la de secretar adipocines com
I'adiponectina [77]. Possibles explicacions per a aquestes troballes serien o bé un mecanisme
compensatori de I'augment de I'adiponectina o bé una distrofia d’aquest teixit adipds, les

guals s’haurien de comprovar en futurs estudis.

Finalment, en aquest grup RR I'expressié del gen SIRT1 es relaciona negativament amb la
massa grassa visceral. L'augment d’expressié del gen SIRT1 podria evitar la mobilitzacié de
triglicerids en sang i influir en la baixa acumulacié de greix visceral observada en aquest estudi
i descrita també en estudis previs que mostren com el gen SIRT1 s’activa durant periodes de
dejuni o de privacid d’energia i és capac d’unir-se a gens lipogenics per inhibir-ne la seva

activitat i reduir I'acumulacio de greix en el teixit adipds [91][122].

En el grup CC, el gen STK11 es relaciona negativament amb la glucosa i els triglicerids, i també
amb el pes corporal, I'increment de pes i el greix visceral. A més a més, I'expressié dels gens
DLK1 i SIRT1 també es relacionen negativament amb el greix visceral. En aquestes cries CC
I’expressié atenuada dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit adipds retroperitoneal explicaria
I'augment del pes corporal, 'increment de pes i del greix visceral. Experimentalment s’ha
observat com la supressio de SIRT1 en adipocits provoca una inflamacid de baix grau critica per
al desenvolupament de I'obesitat [93] i que una reduccid en els nivells d’expressié de mRNA de
SIRT1 en el teixit adipds, tant subcutani com visceral, es correlaciona negativament amb

I"acumulacié del greix visceral [51][123].

En el grup RC s’observa que I'expressio dels gens STK11 i DLK1 es relaciona negativament amb
el pes corporal, I'increment de pes i el greix visceral. A més, I'expressié del gen DLK1 es
relaciona negativament amb la glucosa. Estudis previs ja han descrit que el gen STK11 és
antiobesogenic [68][120] i que el gen DLK1 es relaciona amb la diferenciacié dels adipocits, la

inhibicié de I'adipogenesi i que en els individus adults cal una subregulacié de DLK1 per a
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I’expansio del teixit adipds [74][79]. A més, la baixa expressié de DLK1 que hem observat en el
grup RC i la seva relacié amb el greix visceral també ha estat descrita en models animals amb
ratolins amb una delecié de DLK1 els quals mostren un increment de lipids circulants, un guany
de pes accelerat, un augment de la massa grassa visceral, una mida d’adipocits major en el

teixit adipds i desenvolupen obesitat i malaltia del fetge gras al llarg de la vida [77][78][79].

A nivell histologic, s’ha descrit que el teixit adipds dels individus obesos presenta adipocits
hipertrofiats [109]. Aquesta hipertrofia del teixit adipés també s’ha descrit en les cries
restringides durant alletament en un model de creixement recuperador postnatal [100]. La
hipertrofia es caracteritza fisiologicament per contribuir a la disfuncié adipocitaria. S’ha
suggerit que aquesta disfuncid adipocitaria és la que pot desenvolupar una adipositat
excessiva, inflamacid i una secrecié alterada d’adipocines les quals podrien predisposar a la

descendéncia per a desenvolupar resisténcia a la insulina [3].

Els nostres resultats mostren com les cries RC presenten una hipertrofia del teixit adipds
retroperitoneal el dia postnatal 42, caracteritzada per un diametre i una area dels adipocits
significativament major que les grups CC i RR. Un estudi recent també ha descrit que, als
3 mesos d’edat i després de créixer amb alimentacié estandard, les cries que pateixen un
creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes fetal presenten adipocits més
grans [3]. Es coneix també que els animals que presenten creixement recuperador postnatal
excessiu mostren en I'edat adulta un fenotip d’obesitat caracteritzat per I'acumulacié de greix
visceral i la hipertrofia dels adipocits [42]. Aquesta expansid patologica de la massa grassa es
relaciona també amb un nombre baix d’adipocits progenitors capacos de proliferar i
diferenciar-se en adipocits sans [45]. En el nostre estudi les cries de creixement recuperador
postnatal encara no presenten obesitat pero si un estat preobesogenic representat per I'excés
i I'hipertrofia de greix visceral. També podriem suggerir que la baixa expressio del gen DLK1 en
el teixit adipds de les cries RC indica un nombre baix de preadipocits capagos de diferenciar-se
en adipocits sans i per aquest motiu es veu l'acumulacié excessiva de greix en adipocits

madurs i hipertrofiats.

Aixi doncs podem afirmar que la baixa expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit
adipds retroperitoneal en el grup de creixement recuperador postnatal secundari a restriccié
prenatal es relaciona amb una rapida acumulacié de greix visceral i una hipertrofia en el teixit
adipds retroperitoneal, i s’associa negativament amb els nivells de glucosa i triglicérids en
plasma (Figura 26). Suggerim que aquests canvis moleculars en el teixit adipds retroperitoneal

poden intervenir en la programacié metabolica de I'obesitat en I'edat adulta.
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Figura 26. Model proposat per I'expressid dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit adipds
retroperitoneal en els grups de creixement recuperador postnatal i la seva relaci6 amb el metabolisme
energeétic i associacions amb els parametres corporals i metabolics.

6.4. Estudi de I'expressido dels gens STK11, DLK1 i
SIRT1 en el teixit hepatic.

A partir de I'estudi en el model animal de creixement recuperador postnatal secundari
a restriccié de pes fetal s’han observat canvis en I'expressié dels gens STK11 i SIRT1 en el teixit
hepatic de les cries. Concretament s’ha observat que les cries RC presenten una disminucio de
I’expressié del gen STK11, igual que el grup CC, i una disminucid del gen SIRT1 respecte a les
cries RR en el teixit hepatic. Cal esmentar que I'expressio del gen DLK1 en el teixit hepatic va
ser quasi indetectable en el nostre estudi i que esta d’acord amb estudis on s’ha descrit com
les cel-lules hepatiques que presenten expressié del gen DLK1 sén cel-lules primaries o
hepatoblasts, presents en condicions normals només durant el desenvolupament embrionari

[78].
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En el grup RR, I'expressio del gen STK11 es relaciona positivament amb el colesterol HDL i
negativament amb el pes corporal; i I'expressié del gen SIRT1 s’associa negativament amb
I'index HOMA-IR. En aquestes cries, una expressio elevada de STK11 es relaciona amb major
colesterol HDL circulant i menor pes corporal. S’ha descrit com I'activacié de la via
STK11-AMPK inhibeix la sintesi de triglicerids i colesterol [124] i regula I'acumulacid lipidica en
el fetge, aixi doncs una activacio de la via STK11-AMPK activa I'oxidacié dels acids grassos, en
redueix la seva acumulacid en el teixit hepatic i prevé I'aparicié de resisténcia a la insulina i
obesitat [68][125]. Alguns autors també han descrit una via per la qual el colesterol HDL podria
incidir en I'activacié de AMPK [126] i podriem pensar que aquesta senyalitzacié d’activacid
d’AMPK del colesterol HDL, comuna amb STK11, seria I'explicacid de l'associacié positiva
observada entre les dues molécules en el nostre estudi. A més, els resultats indiquen una
relacié entre I'elevada expressié del gen SIRT1 i valors baixos de I'index HOMA-IR en aquestes
cries RR. Altres autors han descrit com l'activacié de la proteina SIRT1 incrementa la
sensibilitat a la insulina i redueix I'acumulacio lipidica a nivell hepatic i suggereixen aquesta
activacié de SIRT1 hepatic com una adaptacié contra la insulinoresistencia amb implicacions

importants per a futures dianes terapeutiques [127][128][129].

En el grup CC, I'expressié del gen SIRT1 es relaciona positivament amb els triglicerids, amb el
pes corporal i amb I'increment de pes de les cries. Suggerim que I'expressid atenuada de S/RT1
en aquestes cries influeix el pes corporal final pero fa que alhora no s’observi una acumulacio

excessiva de greix visceral.

En el grup RC, I'expressid del gen STK11 es relaciona positivament amb el colesterol HDL i
negativament amb el pes corporal. A diferéncia del grup RR, en aquestes cries RC presenten
una baixa expressié del gen STK11 que es relaciona amb uns baixos nivells de colesterol HDL i
un augment del pes corporal. Aquests resultats concorden amb estudis previs que han descrit
que l'activacié del STK11 manté un fenotip antiobesogenic [120]. A més, aquestes cries
presenten una associacio positiva entre I'expressié del gen SIRT1 i el pes corporal, I'increment
de pes i el greix visceral. Suggerim que la baixa expressié del gen SIRT1 en el teixit hepatic, tot i
relacionar-se amb menor pes corporal, increment de pes i greix visceral, té un efecte atenuat a

nivell sistémic i no prevé I'increment de pes i 'acumulacié de greix en aquestes cries RC.

Els nostres resultats mostren com aquestes cries RC, i també les cries CC, presenten una area
parenquimatica significativament menor que en el grup RR la qual és un marcador indirecte de
I"acumulacié de lipids en el fetge [99]. Aquests resultats estan d’acord amb estudis en ratolins

amb una delecié especifica del gen STK11 en el fetge que es relaciona amb I'acumulacié
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lipidica en aquest teixit i I'aparicié d’esteatosi hepatica [64] i que una delecid per al gen SIRT1
es relaciona amb una rapida acumulacié de lipids hepatics sota una dieta rica en greixos [130].
L'acumulacioé excessiva de lipids en el fetge causa hiperlipidemia i desenvolupament del fetge
gras. Alguns autors han descrit un alt contingut hepatic de colesterol i triglicérids en les cries
als 21 dies d’edat postnatal d’'un model muri de restriccid6 fetal i suggereixen que el
desenvolupament del fetge gras pot ser una de les primeres conseqiéncies de la restriccid
prenatal [3]. A més, aquesta acumulacid de greix en el fetge pot provocar resisténcia a la

insulina [131].

Aixi doncs podem afirmar que la baixa expressio dels gens STK11 i SIRT1 en el teixit hepatic en
el grup de creixement recuperador postnatal secundari a restriccid prenatal s’associa amb
I"'augment de pes corporal, amb la disminucié del colesterol HDL i contribueix a I'acumulacié
lipidica en el fetge (Figura 27). Suggerim que aquests canvis moleculars en el teixit hepatic

poden induir la malaltia del fetge gras i I'aparicié de la resisténcia a la insulina.
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Figura 27. Model proposat per I'expressié dels gens STK11 i SIRT1 en el teixit hepatic en els grups de
creixement recuperador postnatal i la seva relacié amb el metabolisme energetic i associacions amb els
parametres corporals i metabolics.
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6.5. Estudi de I'expressié dels gens STK11, DLK1 i

SIRT1 en el teixit muscular.

A partir de I'estudi en el model animal de creixement recuperador postnatal secundari
a restriccié de pes fetal hem observat canvis en I'expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el
teixit muscular de les cries. Concretament hem observat que les cries RC, i també les cries CC,
presenten una disminucid de I'expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 respecte a les cries RR
en el teixit muscular. Els nostres resultats estan d’acord amb estudis previs que mostren que
els animals del model d’obesitat amb rates Zucker presenten una disminucié dels nivells de
STK11 en el muscul esquelétic [132], que I'expressié de SIRT1 en el muscul esquelétic es troba
atenuada en condicions de resisténcia a la insulina [133] i, per altra banda, com la restriccié
calorica incrementa I'activitat desacetilasa de la proteina SIRT1 en el muscul esquelétic en
ratolins i millora la senyalitzacié de la insulina i la captacié de glucosa a través de la via de

senyalitzacié PI3K-AKT [134][135].

En el grup RR observem que I'expressié de SIRT1 es relaciona negativament amb els nivells de
glucosa circulant. D’acord amb aquests resultats, diverses publicacions han observat efectes
beneficiosos d’activadors de SIRT1 sobre I'homeostasi de la glucosa en models animals de
resisténcia a la insulina [136]. Tot i aix0, un estudi recent afirma que la sobreexpressié de SIRT1
de manera exclusiva en el muscul esqueléetic no prevé de la insulinoresistencia [137] encara
que altres autors si que han observat que prevé el desenvolupament de diverses complicacions

metaboliques, especialment en resposta a dietes riques en greixos [138].

En el grup RC, I'expressid del gen STK11 es relaciona negativament amb la insulina; i I'expressio
relativa de DLK1 també es relaciona negativament amb la insulina i I'index HOMA-IR. Es a dir,
la baixa expressido de STK11 i DLK1 observada en el muscul esqueletic de les cries RC es
relaciona amb un augment dels nivells d’insulina i del valor de I'index HOMA-IR. Una baixa
expressio de STK11 en el muscul es pot relacionar amb la resisténcia a la insulina perque s’ha
descrit com a través de la via de senyalitzacido STK11-AMPK es pot augmentar |'oxidacié dels
acids grassos en el muscul esquelétic i prevenir 'acumulacié de lipids intramusculars i el
desenvolupament de la resisténcia a la insulina [139]. Estudis previs en models animals han
relacionat el creixement recuperador postnatal amb un creixement recuperador en greix en
detriment del muscul [10][18] i s’ha relacionat aquesta disminucié de massa muscular amb un
augment de la resistencia a la insulina i una sobreexpressié del receptor d’insulina en el muscul

[40]. En aquest mateix grup, I'expressié de SIRT1 es relaciona positivament amb els triglicérids.
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Es a dir, la baixa expressié de SIRT1 en el muscul es relaciona amb menors nivells de triglicérids
circulants. El gen SIRT1 també regula el metabolisme dels lipids: altres estudis han observat
qgue una disminucié de I'activitat de la proteina SIRT1 provoca una disminucio en I'expressié de
gens involucrats en la oxidacié dels acids grassos i una acumulacid ectopica de lipids
intramusculars [140][141]. Alguns autors han suggerit que la insulinoresisténcia en el muscul
podria ser un esdeveniment previ a I'acumulacié de greix en el fetge ja que els individus
insulinoresistents presenten una disminucié de la sintesi de glucogen en el muscul que llavors

incrementa la lipogenesi de novo en el fetge [59].

Aixi doncs podem afirmar que la baixa expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit
muscular en el grup de creixement recuperador postnatal secundari a restriccid prenatal
s’associa amb un augment de insulina circulant i un valor augmentat d’"HOMA-IR (Figura 28).
Suggerim que aquests canvis moleculars en el teixit muscular contribueixen a I'aparicié d’un

estat de resisténcia a la insulina.

RR e RC

TINS

ISTK11

expressio genica

insulinoresistencia

Figura 28. Model proposat per I'expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit muscular en els
grups de creixement recuperador postnatal i la seva relacié amb el metabolisme energetic i associacions
amb els parametres corporals i metabolics.
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6.6. Estudi de I'expressié dels gens STK11, DLK1 i

SIRT1 en la placenta.

Un dels objectius d’aquest treball ha estat estudiar les mostres de la placenta per el
seu interés en la practica clinica humana. La placenta és I'Unic teixit disponible en el moment
del part que no suposa una intervencid extra per recol-lectar-lo i, per tant, un teixit clau per al
disseny de biomarcadors de patologies en les quals la prevencid és important en els primers
estadis de vida com la programacié metabolica. Malgrat el seu interes com a biomarcador
també dels teixits fetals, en aquest estudi no hem pogut correlacionar el teixit placentari amb
els altres teixits pel fet de no haver utilitzat un sistema de cria mitjangant adopcions després
de la cesaria en el model de restriccié de creixement fetal. Durant el desenvolupament
d’aquesta tesi, tot i que no ha estat descrit amb detall en I'apartat de material i metodes, es
van fer alguns intents experimentals amb el sistema d’adopcions que malauradament no van
ser viables: les rates adoptives van rebutjar les cries adoptades. No descartem la possibilitat de
millorar i repetir el métode experimental d’adopcions en un futur per l'interes d’estudiar les
mateixes cries des de I'ambient prenatal fins a 'ambient postnatal, tot i que també té altres
limitacions com els canvis de microbiota i de comportament en les cries a causa del canvi de la

rata mare bioldgica a I'adoptiva.

A partir del model animal de restriccid fetal no hem observat canvis en I'expressié dels gens
STK11, DLK1 ni SIRT1 en el teixit placentari. Malgrat tot, podem observar una tendéncia de
I'expressié del gen STK11 a disminuir en les placentes de les cries R respecte a les cries C.
Aguesta tendencia es troba en acord amb un estudi que mostra com I’'embrié de ratolins amb
una delecid del gen STK11 presenta defectes neuronals i com la placenta presenta defectes
vasculars importants [142]. Aixi doncs podem suggerir que una baixa expressié del gen STK11
en la placenta pot generar defectes estructurals en la mateixa que desencadenin una restriccio
fetal.

Tot i no haver observat diferéencies significatives en |'expressid génica en la placenta, no
podem descartar que hi hagi canvis epigenétics com ara una hipometilacié del DNA, similar a la
descrita en els teixits fetals del fetge i el cervell de rates amb una restriccid fetal [27].
Precisament el gen DLK1 es troba en el domini DLK1-DIO3 conegut per ser una zona
empremtada geneticament. En aquest treball no hem pogut estudiar aquests canvis
epigenetics amb les técniques utilitzades d’expressid génica, perd seria un bon objectiu en

estudis futurs.
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Pel que fa a les associacions entre I'expressié génica i les variables disponibles al moment del
naixement, observem que en el grup R I'expressié del gen DLK1 presenta una associacio
negativa amb el pes de la placenta i el pes de la cria al néixer, és a dir, un baix pes al naixement
es relaciona amb una expressio del gen DLK1 elevada en la placenta. Estudis previs han descrit
un augment de la proteina DLK1 soluble en nadons nascuts PEG [143]. En el moment de
presentar aquest treball encara no existia cap kit comercial validat en rata per quantificar la

proteina DLK1; pero quantificar-la seria un bon objectiu per realitzar en estudis futurs.

Aixi doncs afirmem que I'expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit placentari del grup
de restriccid6 prenatal no presenta canvis respecta al grup control, tot i que no podem
descartar una regulacid epigenetica d’aquests gens que es relacioni amb la restriccio fetal o

amb la programacié metabolica fetal d’aquesta restriccio.

6.7. Discussio conjunta.

L'objectiu principal d’aquest estudi ha estat comprovar si la programacié fetal esta
relacionada amb canvis en I'expressié dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en els teixits de les cries

qgue presenten un creixement recuperador postnatal secundari a restriccio de pes prenatal.

Aguest estudi ha contribuit a descriure i entendre millor els efectes metabolics en una etapa
primerenca de la vida a través del model de creixement recuperador postnatal en les cries amb
restriccio fetal. Per fer-ho, es van dissenyar dues fases experimentals: la primera per assolir la
restriccio fetal, i la segona per assolir el creixement recuperador postnatal secundari a aquesta

restriccio de pes prenatal.

Com era d’esperar, els resultats indiquen un bon assoliment del model mitjangant el qual es
van obtenir cries amb un creixement fetal restringit. Aixi també en la segona fase es van
obtenir cries amb restriccid fetal que van presentar creixement recuperador postnatal en

comparacié amb les cries amb creixement postnatal lent.

Els resultats derivats d’aquesta tesi indiquen que existeixen canvis moleculars en els teixits
adipds, hepatic i muscular de les cries després d’un creixement recuperador postnatal

secundari a restriccid de pes prenatal.

Aguests canvis moleculars basicament mostren una disminucié de I'expressio dels gens STK11,
DLK1 i SIRT1 en els teixits de regulaci6 metabolica estudiats en el grup de de creixement

recuperador. | es relacionen principalment amb els parametres corporals de pes el dia
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postnatal 42, increment de pes durant el periode postnatal i acumulacié de massa grassa
visceral, a més a més de relacionar-se amb parametres metabolics relacionats amb el
metabolisme de la glucosa i els lipids i la resisténcia a la insulina. Concretament, hem observat
una disminucio de I'expressid dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit adipds retroperitoneal
gue podria contribuir a I'expansid i hipertrofia d’aquest teixit i a I'acumulacié de massa grassa
visceral corporal. També hem observat una disminucié de I'expressié dels gens STK11 i SIRT1
en el fetge que podria contribuir a afavorir I'acumulacié de greix ectopic intrahepatic i també
massa grassa visceral corporal. | finalment, hem observat una disminucié de I'expressio dels
gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit muscular que podria contribuir a 'aparicié de la

resisténcia a la insulina durant el creixement recuperador postnatal.

La majoria dels canvis moleculars observats en el grup de creixement recuperador postnatal
difereixen del grup de creixement postnatal restringit perd no s’observen canvis significatius
respecte al grup control, tot i que clarament es presenta una tendéncia lineal entre els grups
de creixement postnatal. El periode de creixement postnatal escollit de 42 dies, un periode
postnatal curt, és una possible rad pel fet de no observar canvis significatius respecte al grup
control. En només 42 dies postnatals les cries de creixement recuperador postnatal no han
desenvolupat obesitat i per tant no es veu propiament un estat patologic de desregulacié
metabolica. En estudis futurs es podria dissenyar un quart grup de creixement recuperador
postnatal amb desenvolupament d’obesitat utilitzant una dieta rica en greixos després de
I'alletament, durant el periode de creixement. En altres estudis futurs també es podrien
obtenir mesures més acurades de la composicid corporal dels animals. Disposar de parametres
com la relacié entre el greix visceral i el subcutani, o bé quantificar els lipids intrahepatics de
manera directa o quantificar els lipids intramusculars podria ajudar a entendre com
I'acumulacié de massa grassa intervé en el procés de la programacié fetal. De manera similar,
es podrien realitzar proves més acurades per valorar la tolerancia a la glucosa o la sensibilitat a
la insulina com utilitzar el metode per sobrecarrega de glucosa o el métode de la pinga
euglucémica (euglucemic clamp)[144]. | també es podria quantificar la fosforilacié de les

proteines STK11 o SIRT1 com a mesura de la seva activitat.

Cal esmentar que no hem trobat canvis moleculars significatius d’aquests gens en la placenta,
reforcant la hipotesi que la programacié metabolica no esta influenciada només per I'etapa
prenatal sind que hi juga un paper principal I'etapa postnatal del desenvolupament. A més a
més, també podriem suggerir possibles canvis epigenétics en la placenta que no eren I'objectiu

d’estudi en aquest treball centrat en els canvis d’expressid genica.
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La deteccid precoc dels grups de risc de patir alteracions endocrinometaboliques després d’un
periode de creixement recuperador postnatal en els infants nascuts PEG té una vital
importancia per a l'atencié neonatal i infantil. Per aix0 estudiar els mecanismes de la
programacid metabolica és clau per entendre’n la fisiopatologia i identificar nous factors
genétics i ambientals que intervenen en aquest procés. Mitjancant models animals s’han
replicat les alteracions descrites en els estudis epidemiologics humans i s’ha pogut aprofundir
en l'estudi dels mecanismes d’aquesta programacié metabolica. La prevencié de I'obesitat
infantil i de les malalties metaboliques en I'edat adulta continua essent una prioritat per als
professionals clinics. Actualment es recomana una nutricié materna optima i saludable durant
I’embaras, pero les recomanacions sobre el ritme de creixement dels nounats no sén tan
clares. Com a norma general es creu que un bon index de salut dels nounats durant el primer
any de vida és un ritme accelerat de creixement. Pero en el cas dels nounats amb restriccié de
pes fetal, aquest index de “bona salut” o creixement recuperador postnatal contrariament és
un dels mecanismes que contribueix en major part a la predisposicié de patir desordres
metabolics al llarg de la vida. Tot i que actualment encara no és clar si els efectes beneficiosos
de la restriccié calorica es poden aplicar d’igual manera a tots els estadis de la vida, els nostres
resultats mostren com la restriccié calorica durant I'alletament de les cries després d’una
restricci6 fetal manté nivells alts d’expressié de gens implicats en el metabolisme que
contribueixen a reduir 'acumulacié de greix durant el periode postnatal. En humans també
s’ha comprovat que fomentar la lactancia materna en contraposicié a les férmules caloriques
comercials és una mesura preventives efectiva per modular les alteracions associades al
creixement recuperador postnatal [39]. Aixi doncs, mesures alimentaries com fomentar
I'alletament matern i la restriccid calorica moderada durant el periode de creixement postnatal
en nadons CIR i/o PEG poden reduir la velocitat d’aquest creixement recuperador postnatal i

per tant reduir el risc metabolic en I'edat adulta.

Es evident que cal definir noves dianes terapéutiques per a la prevencié del rapid augment de
pes dels nadons CIR i/o PEG durant els primers mesos de vida i per assegurar-los millors
condicions de salut a llarg termini. Esperem que en un futur no molt llunya es podran dissenyar
aquestes terapies a partir d’estudis com el present que cerquin nous mecanismes moleculars
en els teixits adipds, hepatic, muscular i placentari que expliquin les contribucions de I'ambient

nutricional en els creixements pre i postnatals en la regulacié del metabolisme.
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CONCLUSIONS



A partir d’'un model de restriccié fetal durant la gestacié s’obtenen cries restringides

respecte al grup control.

Les rates gestants restringides consumeixen quasi en la seva totalitat les seves reserves
de greix durant la gestacié per suplir els requeriments fetals, perd tot i aixo els

nutrients mobilitzats no son suficients per evitar la restriccio fetal.

A partir d’'un grup de rates gestants amb restriccié calorica al 50% respecte al grup
control durant la gestacié, pero amb dieta estandard durant I'alletament, es poden

aconseguir cries que presentin creixement recuperador postnatal.

Les cries amb creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes prenatal
presenten una acumulacié excessiva del teixit adipds, especificament del teixit adipds

visceral.
Les cries amb creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes prenatal

presenten una disminucié de I'adiponectina i un augment dels triglicérids circulants i

del valor de HOMA-IR al dia postnatal 42.
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Les cries amb creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes prenatal
presenten una baixa expressid dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit adipds
retroperitoneal la qual es relaciona amb acumulacié de greix visceral i hipertrofia en el
teixit adipds retroperitoneal i s’associa negativament amb els nivells de glucosa i

triglicerids en plasma.

Les cries amb creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes prenatal
presenten una baixa expressid dels gens STK11 i SIRT1 en el teixit hepatic la qual
s’associa amb 'augment de pes corporal, amb la disminucié del colesterol HDL i

I"acumulacié lipidica en el fetge.

Les cries amb creixement recuperador postnatal secundari a restriccié de pes prenatal
presenten una baixa expressio dels gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit muscular la

gual s’associa amb major insulina circulant i HOMA-IR.

Les cries amb restriccid de pes prenatal no presenten diferencies en I'expressio dels

gens STK11, DLK1 i SIRT1 en el teixit placentari respecte al grup control.
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