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Memoria reglamentaria
del curso 2015

Ilmo. Sr. Dr. D. Ignacio Andrés Arribas
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Excelentisimo senor Presidente
Excelentisimos Senores
Ilmos. Senoras y Senores académicos

Senoras y Senores:

Como secretario de la Academia de Farmacia «Reino de Aragén» y en cumpli-
miento de los objetivos fundacionales de la Academia paso a resumir las actividades
cientificas y representativas celebradas durante el curso 2015.

Una de las tareas mas tristes y dolorosas es el momento de recordar a la com-
panera fallecida que tan tempranamente nos dejoé el ano pasado, la Académica de
nimero Ilma. Ana Isabel Alcalde Herrero.

Resumen de las actividades realizadas por la Academia de Farmacia
«Reino de Aragén»

11 de febrero 2015. Sesién de Inauguraciéon del Curso Académico 2015 en la
historica farmacia del Hospital Real N* S* de Gracia de Zaragoza. Se inici6é con
la lectura de la Memoria reglamentaria por el Vicesecretario Ilmo. Sr. D. Pedro
Roncalés Rabinal. A continuacién se pronunci6 la Conferencia Inaugural a cargo
del Ilmo. Sr. Dr. D. Ignacio Andrés Arribas. Académico de Numero y Secretario de
la Academia de Farmacia Reino de Aragon, con el titulo «El Museo de la Farmacia
de Aragé6n. Lugares en el tiempo».

12 de marzo 2015. En el Salon de Sesiones de la Real Academia de Medicina de
Zaragoza tuvo lugar una Sesién Cientifica a cargo del Ilmo. Sr. D. Acisclo Pérez Mar-
tos, Profesor de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Zaragoza,
y Académico de nimero de la Academia de Farmacia «Reino de Aragén», sobre
el tema: «Genética mitocondrial y respiracion celular: modelos de organizacion».
Fue presentado por el Ilmo. Sr. D. Ignacio Andrés Arribas, Académico de nimero.

25-27 de marzo 2015. VI Encuentro de Academias de Farmacia Iberoamerica-
nas. Barcelona. El objetivo primordial de la reunién de las Academias de Farmacia
Iberoamericanas fue, principalmente, dar a conocer las Academias de Farmacia
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y el ambito del medicamento a la sociedad. La Academia de Farmacia «Reino de
Aragén» estuvo representada por el Vicepresidente, Santiago Andrés Magallon.

17 de junio 2015. La Academia de Farmacia «Reino de Aragén» celebré el
acto de recepcion académica de la farmacéutica y profesora titular del depar-
tamento de Farmacologia y Fisiologia de la Universidad de Zaragoza, M* Luisa
Bernal Ruiz. La académica de nimero, Ana Isabel Alcalde, fue la encargada de
realizar su presentacion. El acto se realizé en el salon de actos del Colegio oficial
de Farmacéuticos de Zaragoza.

25 de septiembre de 2015. Encuentro de las Academias de Farmacia de Ara-
gon y Cataluna. Sesion conjunta de la Academia de Farmacia «Reino de Aragéon»
y la Real Academia de Farmacia de Cataluna, con el patrocinio del Colegio Oficial
de Farmacéuticos de Zaragoza, como acto conmemorativo del Dia Mundial del
Farmacéutico: Se expusieron las ponencias: Las Academias de Farmacia, institucio-
nes seculares en marcos historicos, por el Ilmo. Sr. D. Miquel Ylla-Catala Genis, de la
Real Academia de Farmacia de Cataluna; La sede de la Academia de Farmacia «Reino
de Aragon»: la historia de una idea de futuro, por el Ilmo. Sr. D. Ignacio Andrés
Arribas, por la Academia de Farmacia Reino de Aragén. Edificio Paraninfo (sala
Pilar Sinués).

29 de octubre de 2015. Solemne Sesion de apertura del curso de las Acade-
mias de Aragén. L.a Academia de Farmacia «Reino de Aragon» tuvo el honor de
organizar la sesion inaugural del curso 2015-2016 de las Academias de Aragon,
con la presencia de la Real Academia de Nobles y Bellas Artes de San Luis, Real
Academia de Medicina, Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas, Quimicas y
Naturales, Academia Aragonesa de Jurisprudencia y Legislacién y Academia de
Farmacia «Reino de Aragén». Edificio Paraninfo de la Universidad de Zaragoza

Abri6 el acto el Rector Magnifico, Excmo. Sr. D. Manuel Lopez Pérez. A con-
tinuacion la Leccién inaugural fue impartida por el académico de ntimero de la
Academia de Farmacia «Reino de Aragén», Ilmo. Sr. D. Pedro Roncalés Rabinal,
que vers6 sobre «Los Antioxidantes en la Vida, en la Farmacia y en la Tecnologia
de Alimentos». Respondi6 el Vicepresidente de la Academia de Farmacia «Reino
de Aragén», Excmo. Sr. D. Santiago Andrés Magallon. En el Acto intervino el Coro
Universitario «Moon River».

05 noviembre de 2015. Sesion Cientifica de la Real Academia de Medicina de
Zaragoza. A cargo del Ilmo. Sr. D. Julio Montoya Villarroya, Académico de niimero
de la Academia de Farmacia «Reino de Aragén», Catedratico de Bioquimica y
Biologia Molecular de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.
Tema: «Estudio genético-molecular de las enfermedades mitocondriales huma-
nas». Presentado por: Ilma. Sra. D* Caridad Sanchez Acedo, Académica Numeraria
de Medicina.

30 noviembre de 2015. Acto homenaje en recuerdo de la Académica de niimero
Ilma. Ana Isabel Alcalde Herrero. L.a Academia de Farmacia «Reino de Aragén»
organiz6 un acto homenaje de la académica de numero, recientemente fallecida,
Ana Isabel Alcalde Herrero. Solemne sesiéon necrolégica celebrada en la Sala Pilar
Sinués del Paraninfo de la Universidad de Zaragoza con la intervencion de:
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Excmo. Sr. D. Manuel José Lopez Pérez. Presidente de la Academia de Far-
macia «Reino de Aragén».

Dr. Manuel Gascon Pérez. Decano Facultad de Veterinaria.

Dra. Divina Murillo Lopez de Silanes. Catedradtica de Universidad. Facultad
de Veterinaria.

Ilmo. Sr. D. Jests de la Osada Garcia. Académico de Numero de la Academia
de Farmacia «Reino de Aragén».

Presencia del vicepresidente de nuestra Academia como invitado en los actos
de inauguracién de los cursos académicos de las Reales Academias de Farmacia
Nacional, 14 enero 2016, y la de Cataluna el 18 enero 2016.

Por 1ltimo, quiero mostrar mi agradecimiento a todos ustedes y el deseo de
volvernos a ver en la Sesién Inaugural del ano 2017.

Muchas gracias a todos por la atenciéon que han dispensado en la lectura de
esta Memoria.

¢ Como consigue nuestra dieta que seamos lo que somos?
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Conferencia inaugural

: Como consigue nuesira dieta
que seamos lo que somos?

Ilmo. Sr. Dr. D. Jesus de la Osada Garcia

Académico de numero






A. Introduccion

El titulo de esta conferencia en nuestro tiempo es motivo de una disciplina
cientifica en plena efervescencia, la nutrigenémica o ciencia que estudia el efecto
de la dieta sobre la expresion del genoma de nuestras células. Dicho asi, algo bas-
tante sencillo. Es necesario hacer algunos calculos para percatarse de la magnitud
de dicha empresa.

Cada uno de nosotros poseemos unos 400 tipos de células diferentes que con-
figuran nuestros 6rganos y sistemas [1]. Cada una de estas células expresa por tér-
mino medio unos 10.000 genes solo codificantes para proteinas mas miles RNA no
codificantes. Si asumimos s6lo los codificantes, la combinacion de células y genes
que pueden expresar el conjunto de células asciende a 4.000.000 que pueden variar
por cada componente ambiental al que sometamos a nuestro organismo. Solo
hemos considerado un elemento el organismo y ya tenemos un nimero respetable.

Ahora el segundo término del binomio, la dieta con sus macrocomponentes:
proteinas, glicidos y lipidos y microcomponentes: sales minerales, vitaminas...
Cualquiera de estos macrogrupos se desglosa a su vez en innumerables subgrupos,
a titulo de ejemplo, proteinas animales o vegetales y estos a su vez en los subgrupos
de especies comestibles. Otro tanto ocurre con los otros grupos. Ademas se han
anadir las posibles combinaciones de todos ellos y todas las transformaciones que
pueden experimentar en todos sus procesamientos e innovaciones. En conclusion,
estamos en un término con posiblemente infinitas posibilidades para ofertar a
nuestros 4.000.000 de genes. Cualquier cosa que se multiplique por infinito, todos
saben el resultado. Por tanto, larga vida para los nutrigenémicos y buena ganancia
para las companias que apuesten por ella.

Ante este inmenso océano, y el limitado tiempo que se ofrece para esta charla,
me circunscribiré a recopilar un aspecto reciente y por tanto abordable de la
nutrigenémica. La influencia de las dietas sobre los microRNAs y como estos, a
su vez, controlan aspectos importantes de nuestro organismo. La busqueda en
Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) usando las palabras clave
«diet» y «miRNA» gener6 454 registros desde el ano 2008 hasta el 31 de octubre del
2015. Esta busqueda se acot6 mediante la introduccion del término «review» con
lo que se obtuvieron 91 registros que fueron purgados manualmente (Figura 1)
mediante analisis de sus titulos y resimenes hasta acotar las referencias comenta-
das en esta revision.

¢ Como consigue nuestra dieta que seamos lo que somos?
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Figura 1. Estrategia de seleccion de los documentos para esta revision.
EndNote X7 (Thomson Reuters: New York, NY, USA, 2015).
*Algunos documentos pueden estar citados en varios epigrafes del trabajo.

B. MicroRNAs

El proceso de generaciéon y maduracion de un micro RNA (miRNA) se refleja
en la Figura 2. Los genes que codifican para los miRNAs se transcriben por la RNA
polimerasa IT y la IIT y generan miRNAs primarios o (pri)-miRNAs con un tamano
variable desde 100 pb hasta 4 kb [2]. Los miRNAs maduros en mamiferos derivan
de dos sistemas de procesamiento, la RNAsa tipo III nuclear o Drosha y la citosélica
o Dicer que actiia una vez que se ha exportado al citosol [3]. Una vez procesado
y mediante una helicasa pierde la doble cadena y el RNA monocatenario se une
al complejo riboproteico inductor del silenciamiento del RNA (RISC). De esta
forma queda listo para ejercer su accion.

Los microRNAs maduros (miRNAs) son pequenos (18-25 ribonucleétidos)
acidos ribonucleicos de cadena sencilla que no codifican proteinas (Figura 3).
Sin embargo, ejercen un importante papel regulador posttranscriptional en la
expresion génica de animales y plantas ya que controlan la degradacién o la tra-
duccion del mRNA o se unen con proteinas para controlar sus funciones. Cada
miRNA puede regular uno o varios transcritos y un transcrito puede ser regulado
por uno o varios miRNAs. En el genoma humano pueden existir 1881 diferentes
que regulan todos los mRNAs [2, 4].

En su unién al mRNA diana reconocen secuencias en la zona codificante o en
la zona 3’-no codificante y se unen por complementariedad de base. La formacion
de este apareamiento se completa con la formacién de un complejo ribopro-

18 | JESUs DE LA OsAapA GARCIA



Figura 2. Produccién y procesamiento de los pri-miRNAs para generar los miRNAs maduros.
1 transcripcion, 2 procesamiento intranuclear, 3 salida del ntcleo, 4 procesamiento
citoplasmatico, 5 apertura de la doble hélice, 6 unién a RISC y 7 ataque al mRNA de destino.
Adaptado de [3].

Figura 3. Estructura de un miRNA maduro unido al complejo proteico RISC. Adaptado de [5].

teico inductor del silenciamiento del RNA (RISC) que lleva a cabo las acciones
de degradacion del RNA o la inhibicién de su traduccion (Figura 4). También
pueden controlar la estructura de la cromatina al reprimir la expresion de genes
que codifican para la maquinaria epigenética tales como DNA metiltransferasas,
histonas desacetilasas e histonas metiltransferasas. A través de estas acciones juegan
un importante papel en el desarrollo embrionario, en la homeostasis tisular y en
diversas enfermedades en los dos reinos [3, 6, 7].

Los microRNAs pueden circular en sangre y otros liquidos biolégicos de forma
estable y no incluidos en células [8-11]. Se ha descrito que van incorporados en
pequenas vesiculas membranosas tales como exosomas, microvesiculas y vesiculas
extruidas [12-16], también pueden circular unidos a proteinas que unen RNA
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Figura 4. Modos de regulacion de la expresion a través de los miRNAs. A, unioén en la zona
codificante, B, unién en la zona 3’ no codificante y C, interaccion con el DNA. Adaptado de [3].

como Argonauta 2 [17, 18] o en las lipoproteinas de alta densidad [19] (Figura 5).
Algunos de ellos de 30-33 nt estan originados al truncarse el extremo 5’ de un
subgrupo de RNAs de transferencia lo que sugiere que se originarian a partir de
estos. Cuando circulan en plasma no van vehiculizados en exosomas o microvesicu-
las sino como particulas de 100-300 kDa y formarian un complejo macromolecular
estabilizado con el i6n calcio [20].

Figura 5. Transporte extracelular de miRNAs. Adaptado de [21].

De acuerdo con las hipoétesis actuales, los miRNAs extracelulares pueden ser
activamente secretados por las células generadoras a través de vesiculas membrano-
sas [13-16] o como productos de muerte celular al perderse la integridad celular
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[17] y actuar como moléculas senalizadoras en la comunicacién intercelular a la
espera de conocer cual es su destino y funcion.

Sus niveles en plasma, suero u otros liquidos biol6gicos se encontraron altera-
dos en presencia de tumores [8-11]. Recientes evidencias indican que otras patolo-
gias también pueden mostrar cambios de los mismos. Asi, los miRNA placentarios,
originarios de los trofoblastos presentan una evolucion que varia con el tiempo.
Estos cambios durante el embarazo se reflejan en el plasma y sus alteraciones
pueden aparecer en las complicaciones del embarazo como la preeclampsia, res-
triccion del crecimiento uterino o parto prematuro. Por lo tanto pueden ser uti-
lizados como biomarcadores sensibles y especificos para estas patologias [22]. En
pacientes con esclerosis lateral amiotréfica, una enfermedad neurodegenerativa
que afecta a las motoneuronasy de etiologia desconocida, se encontré un aumento
plasmatico del microRNA hsa-miR-4649-5p y un descenso del hsa-miR-4299. Ambos
microRNAs presentan capacidad de unirse a EPHA4, una proteina del sistema
nervioso que se altera en esta enfermedad. Por lo que estos microRNAs pueden
ser potenciales biomarcadores para el diagnéstico de la enfermedad [23]. Estos
cambios en plasma, suero u otros liquidos biol6gicos encontrados en la patogé-
nesis de diversas enfermedades inducen a pensar que pueden ser prometedores
biomarcadores no invasivos para conocer la situaciéon patologica del organismo
en lo que se ha denominado la biopsia liquida.

La busqueda de biomarcadores en nutrigenémica necesita que reflejen cam-
bios sutiles homeostaticos para que sean representativos de Ia relacién entre nutri-
cion y salud o nutricion y enfermedad. En este sentido, los microRNAs pueden ser
biomarcadores integradores. La seleccion de la muestra biologica que debe ser
estudiada es otro aspecto que se debe considerary en caso de estudios nutricionales
ha de ser poco agresiva para el sujeto. Asi plasma o suero, células mononuclea-
res sanguineas y heces son los candidatos posibles para evaluar el impacto de la
intervencion nutricional ya que son unos 300 los presentes de forma libre en el
plasma/suero [24]. Ademas los microRNAs también permiten analizar el impacto
de la microbiota intestinal [25].

Hechas estas consideraciones generales sobre los miRNAs, pasaremos a abor-
dar su regulacion por componentes nutricionales en diversos momentos de la
vida de los seres vivos.

C. Nutricion maternal y miRNAs

La vida fetal de los organismos es un periodo de una enorme plasticidad y
capacidad para adaptarse a diversos factores ambientales entre los que se incluyen
la nutricion maternal. Esta nutricion maternal durante el embarazo y la lactacion
tiene importantes consecuencias en la salud de la progenie. En este sentido, estu-
dios epidemiol6gicos en humanos y diversos ensayos en animales de experimenta-
cién han puesto de manifiesto que excesos o defectos de nutricién en estos perio-
dos condicionan el desarrollo de los nuevos individuos y su susceptibilidad para
padecer enfermedades metabdlicas. Es a través de modificaciones epigenéticas del
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desarrollo embrionario y en concreto de las células germinales o pluripotenciales
las responsables de las consecuencias en la vida posterior del individuo. Se han
propuesto diferentes mecanismos epigéneticos tales como la metilacion del DNA,
o la modificacion de histonas a través de los cuales se puede controlar la adecuada
expresion de la informacién genética codificada en el DNA [26]. Dada la enorme
trascendencia de esta temprana nutricion en la susceptibilidad a las enfermedades
en la vida adulta y la implicacién de cambios epigenéticos, cada vez surge mas
interés en conocerlos y modularlos.

Por ello la bisqueda de los componentes dietéticos que modulan el epige-
noma tales como donadores de grupos metilo tales como folato o colina u otros
compuestos bioactivos como polifenoles atraen nuestra atencién y son motivo de
intensa investigaciéon para establecer sus mecanismos de accién y su seguridad de
administracion con las vistas puestas en un hipotético futuro donde una temprana
nutricion precoz pudiera ser crucial en la prevencion de ciertas enfermedades.
Ya que a diferencia del genoma, el epigenoma se puede modificar y por tanto
marcadores de riesgo epigenético se pueden revertir.

¢Existe un papel de los microRNA en la programacion fetal y éste es modifi-
cable por intervenciones dietéticas?

Varios estudios in wvivo han observado el efecto de la dieta materna en la
modulacion de los mismos y su potencial papel en el desarrollo de enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares en la vida adulta [27].

Dos aspectos de la dieta materna han sido particularmente estudiados, el alto
contenido de grasa y el bajo aporte proteico con respecto a los miRNAs y metabo-
lismo lipidico en la progenie. En ratones, Zhang y cols [28] compararon el efecto
del aporte materno de dietas con un 23% de grasa en comparacién con dietas de
un 10% de dicho componente tanto en el periodo de preconcepcién como en el
embarazo y la lactancia sobre la expresion de miRNAs en las crias de 14 semanas de
edad. Las crias de madres alimentadas con dieta grasa pesaban masy en su higado
se observé un descenso del contenido de lipidos motivado por la estimulacion de
la expresion de genes implicados en el catabolismo de lipidos tales como PPARa
y CPT1la. Estos genes se suprimen por el miR-122 que se encuentra disminuido en
estas condiciones. En el estudio llevado a cabo por Benatti y cols con similar diseno
experimental corroboraron la disminucién del miR-122 pero no los cambios de los
enzimas de beta oxidacion, ni la disminucién del contenido de triglicéridos. En
cambio ellos encontraron un aumento del miR-370 que también controla la beta
oxidacion y que antagoniza al miR-122 [29]. Estos dos microRNAs pueden jugar
un papel critico en los cambios en la oxidacion lipidica hepatica presentes en la
descendencia procedente de madres que ingieren un exceso de grasa en la comida.

El contenido proteico de la dieta materna en el embarazo sobre el metabo-
lismo del tejido adiposo y los miRNAs de este 6rgano en los cerditos de 35 dias de
edad se llevo a cabo por Pan y cols. La dieta de bajo contenido proteico disminuy6
el peso de los animales y su depésito graso subcutaneo e increment6 los niveles del
miR-130b que suprime al PPARy y del miR-374b, que lo hace para la proteina de
unioén al dominio regulador CCAAT (C/EBP-§). El descenso de estos factores de
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transcripcién proadipogénicos puede motivar la menor adiposidad de los animales
ejercida por los miRNAs [30]. Este aspecto dietético esta igualmente modificando
dos microRNAs que controlan las caracteristicas del depésito graso subcutaneo.

La baja disponibilidad proteica en la dieta materna también altera la produc-
cion de insulina y el metabolismo glucidico en la progenie, ya que disminuye el
tamano y namero de islotes de Langerhans y produce agotamiento prematuro de la
funcioén secretora de las células beta. Estas alteraciones conducen a la disfunciona-
lidad de las mismas que son la base de la aparicién de la diabetes tipo 2 del adulto.
El estrés nutricional se asocia a cambios epigéneticos en la metilaciéon del DNA 'y
modificacion de las histonas de los genes implicados en el desarrollo pancreatico
y en su funcién [31]. Recientemente en este campo se ha visto la implicacién de
los miRNAs particularmente tras la restriccion proteica de la dieta de las madres.
Situacién que aumenté los miR-199a-3p, miR-342 y miR-7a en la descendencia y
un descenso del complejo diana de la rapamicina (mTOR) que interviene en la
reprogramacion de la célula beta. El1 miR-199a3p se une al extremo 3’ del RNA
de mTOR e impide su traducciéon lo que conlleva disminucién de células beta y
de su funcionalidad [32]. En otro estudio llevado a cabo en ratas, se vio que la
restriccion proteica durante el embarazo originaba un aumento del miR-375 que
interacciona con el extremo 3’ del RNA de la proteina quinasa 1 dependiente de
trifosfoinositidos (PDK1) e disminuye su traduccién (Figura 6). La pérdida de esta
proteina disminuye la respuesta a la glucosa [33].

Figura 6. Modos de accion de los miRNAs en la célula beta. Adaptado de [31].
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Estas evidencias apuntan que los microRNA pueden ser intermediarios impor-
tantes en la programacion intrauterina del pancreas endocrino en modelos anima-
les y tal vez en humanos y que dichas acciones se controlan por la dieta.

D. MicroRNAs y dieta en organismos adultos

Se han efectuado estudios en diversos 6rganosy a titulo de ejemplo se presen-
tan los realizados en 6rganos tales como el higado, pancreas, células sanguineas
y placas epifisarias.

1. Higado

Diversos factores dietéticos modifican la expresion de los microRNAs tal como
han evidenciado las técnicas de secuenciacion de RNA. Por ejemplo, en higado de
babuinos se caracterizaron 517 miRNAs: 490 idénticos a los humanos y 27 nuevos.
Dieciocho miRNAS se indujeron al administrar una dieta rica en colesterol y grasa
en los animales que presentaron niveles elevados de colesterol en las lipoproteinas
de baja densidad, en cambio s6lo se alteraron diez en animales no respondedores.
Por lo tanto, la respuesta a este tipo de dietas conlleva la expresion selectiva de
ciertos tipos de miRNA [34]. En otro estudio llevado a cabo en higado de ratén,
se caracterizaron 150 y concretamente los niveles de miR-27b se indujeron nota-
blemente en respuesta a una dieta rica en grasa (42% de las calorias). Este miRNA
controla el metabolismo lipidico al modular a genes como el de Angptl3 implicado
en el metabolismo de TG [35].

La dieta mediterranea, en su totalidad o algunos de sus componentes, modula
los multiples procesos que conectan la carcinogénesis y la respuesta inflamatoria
tales como la produccién de radicales, activacion del NF-kappaB, la expresion de
mediadores inflamatorios y la ruta de los eicosanoides. La dieta mediterranea tam-
bién modula la microbiota, la homeostasis y modulacion epigenética a través de la
expresion de ciertos microRNA tales como miR-19b, -26b, -27b, -200c y -203 [36].

Administracion de dietas como la Lieber-DeCarli, rica en etanol, o deficien-
tes en metionina y colina modifican la expresion de miRNA. De los 5 genes que
fueron comunes para la respuesta a ambas dietas, los comportamientos fueron
diferentes. Asi, mientras que miR-705 y miR-1224 aumentaron, miR-182, miR-183
y miR-199a-3p mostraron una respuesta diferencial ya que disminuyeron en la
Lieber-DeCarli y aumentaron en la deficiente en metionina y colina. Estos resul-
tados indican que estos miRNA pueden discriminar el origen alcohélico y no alco-
hoélico de la esteatosis hepatica [37]. Cuando se administraron dietas mas agresivas
con restricciones de aminoacidos y colina que indujeron hepatocarcinoma, los
miRNA oncogénicos, miR-155, miR-221/222 y miR-21, se indujeron y el miR-122
especifico hepdtico disminuy6. Proteinas dianas de miR-21 como el homodlogo
hepatico de tensina y fosfatasa (PTEN) y de miR-155 como la proteina beta de
union al dominio estimulador CCAAT (CEBP-beta) redujeron su expresion [38].
Estos resultados nos ilustran el importante papel de los miRNA en la patologia
hepatica y su regulacion a través de la dieta.
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Componentes especificos como el galato de epicatequina, un polifenol que
inhibe el cancer a través de su poder antioxidante y su unién a proteinas especi-
ficas, también se ha estudiado su papel sobre los miRNAs. Incubacion de la linea
celular HEpG2 con este compuesto modifico la expresion de varios miRNAs. Uno
de ellos fue el miR-16, conocido por modular la proteina antiapoptética, Bcl-2.
Por este mecanismo, el galato de epicatequina podria ejercer su efecto apopto6-
tico en estas células. De hecho el empleo de un inhibidor del miR-16 eliminé
la disminucion del Bcl-2 y la generacion de apoptosis. Por lo tanto este miRNA
juega un papel en la actividad biolégica de este compuesto [39]. Sin embargo las
dosis empleadas en tales estudios fueron muy elevadas. Con dosis mas moderadas
y mediante el empleo de tumores de pulmoén inducidos en ratones A/J con car-
cinégenos del tabaco, se han observado cambios en 21 microRNAs que tienen su
potencial diana en 26 genes codificantes para AKT, MAP quinasa y regulacion del
ciclo celular. Por lo que la acciéon antitumoral in vivo de este compuesto también
esta mediada por miRNAs [40].

Otro compuesto como el furano, producido en alimentos calentados, también
indujo cambios en la expresiéon de miRNA en higado de rata [41].

2. Células 3 del pdncreas

Ausencia o pérdida de funcién de las células beta pancreaticas conducen a
insuficiente liberacién de la insulina para cubrir las necesidades y el desarrollo
de diabetes. Muchos componentes dietéticos influyen la actividad de la célula
beta, su ingesta inadecuada, por problemas de absorcién y /o utilizaciéon puede
tener consecuencias negativas. Los mecanismos implicados en esta disfuncion de
la célula beta originada por los nutrientes pueden ser transcripcionales, postrans-
cripcionales y relativos a la traduccion de los genes implicados en la biosintesis y
secrecion de la insulina, metabolismo de lipidos y glicidos, diferenciacion, proli-
feracion y supervivencia celulares [42]. En todos estos procesos participan RNA no
codificantes que se alteran por cambios en la dieta in vivo. En ratas Goto-Kakizaki,
los miRNAs: miR-130a, miR-132, miR-212 and miR-335 se moficaron por la admi-
nistracion de glucosa [43]. En ratones alimentados con dieta grasa también se
modificaron sus miRNAs. En concreto, se increment6 el miR-132 y disminuyeron
miR-184 y miR-338-3p. Estos cambios podrian ser favorables para la célula f§ ya que
favorecen su proliferacion y supervivencia. Pero cambios en otros miRNAs como
miR-203, miR-210 y miR-383 poseen el efecto contrario [44, 45]. Se desconoce el
papel que puede jugar el equilibrio de miRNAs en estas dietas pero esta claro que
sufren cambios que han de ser clarificados. La comprension de estos mecanismos
que influyen Ia célula beta sera critica para mejorar el tratamiento de la diabetes.

3. MicroRNAs plasmdticos

Estos reflejan la adaptacion biolégica a las condiciones ambientales. Por ello
sus niveles plasmaticos se consideran importantes parametros para evaluar las res-
puestas a dietas, ejercicio o pérdida de peso. Se han efectuado doce estudios en
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humanos para evaluar la influencia del ejercicio sobre los miRNA plasmaticos.
A pesar de las diferencias entre estudios en el tipo e intensidad del ejercicio y
las metodologias para evaluar los microRNAs, se ha encontrado una asociacion
del ejercicio con los niveles de estos compuestos [24]. En cuanto a las dietas no
existe tal patréon, posiblemente debido a que sélo se han efectuado dos estudios
en humanos, uno con monocitos y otro con plasma. Los mir-223, -224, 376b, 935
y 4772 de los monocitos cambiaron su expresién con una leve restriccion calérica
[46]. Indudablemente se han de confirmar estos estudios en diversas poblaciones
y comprobar su evolucién en estudios prospectivos.

La restriccion calérica también controla los niveles de los microRNAs proce-
dentes del extremo 5’ de un subgrupo de RNAs de transferencia en ratones tanto
jovenes como adultos. Las dianas celulares de este subgrupo de 5-tRNA no se
conocen pero juegan un papel en supresion del inicio de la traduccién proteica.
Son por tanto unos mensajeros celulares a la espera de conocer cual es su destino
y funcion [20].

4. Placas de crecimiento epifisarias

La malnutricién infantil es la principal causa de retraso de crecimiento en los
ninos. Sin embargo, se ha observado que cuando se restaura una correcta alimen-
tacion en ninos desnutridos, en la mayoria de los casos estos pueden rapidamente
recuperar su hipotética trayectoria de crecimiento. La busqueda de los mecanismos
complejos que subyacen en dicho proceso ha llevado a identificar agentes tales
como la insulina, la hormona de crecimiento, la proteina analoga a la insulina
1 (ILGF-1), la vitamina D y el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21)
[47]. Parece que también existen procesos celulares de autofagia y de control de
la expresion génica por miRNAs. En las placas de crecimiento de las epifisis se
expresan los miRNA, miR-140 y miR-22, que responden a cambios nutricionales.
Estos ejercen un papel represor de la SIRT1. En concreto, la restriccion calorica
en ratas disminuy6 los niveles de miR-140 y de miR-22 y asi se eliminé su repre-
sion sobre la SIRT1 [48]. La expresion de ésta bloquearia la biosintesis proteica y
la proliferacion celular de las placas de crecimiento de las epifisis, lo cual podria
explicar el retraso del crecimiento tras la malnutricién (Figura 7).

Todos estos resultados ponen de manifiesto el papel de los miRNA en respuesta
a los componentes de la dieta y como a través de ellos se controlan importantes
procesos en los diversos 6rganos estudiados tales como el metabolismo lipidico
hepatico, la secrecién de la insulina pancreatica y el crecimiento 6seo.

E. MicroRNAs de los alimentos
1. Alimentos vegetales

Las plantas poseen importantes cantidades de miRNAs originados por diversas
rutas y poseen un papel regulador en lIas mismas. Muchos de estos RNAs presentes
en maiz, arroz y soja son muy similares a los existentes en animales. Tradicio-
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Figura 7. Modos de accién de los miRNAs en las células de las placas de las epifisis tras la
restriccion calérica. Adaptado de [47].

nalmente se ha postulado que este RNA exogeno seria degradado en el transito
intestinal y por lo tanto no tendria consecuencias en el organismo que los consu-
miese. Mediante una aproximaciéon de secuenciacion global de todos los miRNA
presentes en el plasma humano, se descubri6 la existencia de miRNA procedentes
de plantas y particularmente el MIR168a [49]. Este trabajo ha desafiado el para-
digma al mostrar la existencia de miRNAS de origen vegetal en plasma de animales
que consumen dichas plantas, esto sugeriria su potencial absorcién y un papel
funcional de los mismos en el nuevo organismo en un intercambio inter-reinos a
través de la alimentacion.

A partir de este hallazgo se han realizado posteriores estudios con discrepantes
resultados. Mientras que unos confirman tal hallazgo [50], otros no [51-53]. En el
caso de Witwer y cols, los miRNA determinados fueron MIR160, MIR156, MIR166,
MIR167, MIR168 y MIR172 y no encontraron cambios en macacos [51]. Snow y
cols analizaron MIR156a, MIR159a and MIR169a y no encontraron cambios en
sujetos sanos y ratones que consumieron frutas ricas en dichos miRNAs [52]. Estas
discrepancias plantean varias dudas: la falta de técnicas estandarizadas fiables en
este momento tanto en la extracciéon como en el uso de controles. Algo tanto mas
critico cuanto que la concentracion de estos es francamente baja. Ademas, la bus-
queda basada en la mayor abundancia en una planta puede no ser una estrategia
adecuada ya que estos pueden no ser absorbidos. De hecho, la absorciéon de los
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miRNA puede ser selectiva y por tanto si se selecciona uno que no se absorba, no
se pueden obtener cambios. Parece que existe una absorcion selectiva de miRNA
de plantas en la mucosa gastrointestinal, donde se empaquetan en microvesiculas
para su liberacion al torrente circulatorio [49]. Esto explica que de los millares
de miRNA de plantas existentes, solo una docena fuesen detectados en plasma en
el trabajo original de Zhang y cols [49].

Recientemente se ha demostrado que la sandia también posee miRNAs que
se absorben tal como se demostr6é en un estudio en el que se determinaron las
concentraciones sanguineas a diversos tiempos de 16 de ellos en sujetos que toma-
ron zumo de sandia. De seis de ellos se observo que su concentracion plasmatica
aumentaba con la administracion de dicho zumo [54], sin embargo los comporta-
mientos resultaron muy variables tal como se observa en la figura 8. En tanto que
los niveles de MIR894 aumentaban progresivamente a lo largo del tiempo, los de
MIR156 y MIR528 alcanzaron un maximo a las tres horas para luego descender a
los niveles basales. En este estudio no se estudi6 la diana molecular de estos RNAs.

Figura 8. Niveles plasmaticos de miRNAs procedentes del zumo de sandia. Adaptado de [54].
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Todos estos resultados indican que el proceso parece ser limitado a algunos
tipos como el miR168 y de este el presente en monocotiledéneas es particular-
mente facil de transmitirse a animales e insectos [55] o los MIR894, MIR156 y
MIR528 de la sandia. Estos miRNA saltan entre los reinos a través de la dieta y
son capaces de ejercer su accion sin fronteras. De esta forma plantean una nueva
perspectiva tanto de regulacién similar de plantas y humanos y de injerencia de
unos en otros. Surge el concepto de la dieta como transportadora de moléculas
con accion terapéutica donde los miRNAs son los agentes responsables del impacto
médico y de ofrecer una perspectiva diferente de relacion de ambos reinos [56].

2. Leche

La leche posee un amplio repertorio de miRNAs. En la leche humana se han
encontrado 35 tipos de miRNAs diferentes andlogos a plantas en tanto que en
la de las cerdas se encontraron unicamente 17. Para el caso humano, los nive-
les mas abundantes correspondieron a ath-miR166a, pab-miR951, ptc-miR472a
y bdi-miR168, en tanto que para el porcino fueron zma-miR168a, zma-miR156a
and ath-miR166a [57]. La prediccién bioinformadtica sugiere que las secuencias
son parecidas a los miRNA de plantas por lo que podrian venir de ellas. Ademas
muchos de estos miRNAs podrian interaccionar con RNA codificantes para factores
de transcripcion, receptores, transportadores y proteinas con funcién inmunolé-
gica por lo tanto con potencial funcién en el ser humano [57].

En la leche, los miRNA van encapsulados en exosomas para asi no ser degra-
dados y para facilitar su captaciéon por endocitosis. Son muchos los miRNA bovinos
que complementan secuencias de genes humanos. ¢Hasta qué punto se absorben
desde la leche y una vez dentro del organismo regulan la expresion de nuestros
genes o interfieren con nuestros propios miRNAs? Estudios de consumo de dife-
rentes cantidades de leche en un rango de 0,25 hasta 1 L. de leche se han llevado
a cabo en humanos, junto con leche desprovista de miRNAs. Tras la administracion
de la leche, cantidades importantes de miR-29b and miR-200c aparecieron en el
plasma de los sujetos que los consumieron. Ademads, la expresion de runtrelated
transcription factor 2 (RUNX2), una diana de miR-29b, aument6 en las células
mononucleares sanguineas tras el consumo de leche. En cultivos de la linea celu-
lar embrionaria de rinén humano 293, los exosomas de la leche reprodujeron el
efecto observado al ingerir la leche. Si a ratones se les administraba leche despro-
vista del miRNA, miR-29b, los niveles sanguineos de éste disminuyeron notable-
mente y no fueron compensados por el endégeno [58]. Esto indica que los miRNA
de la leche se absorben y son compuestos bioactivos que regulan la expresion de
genes en humanos y otros animales.

F. Contaminacion ambiental y miRNA

Dado que los miRNA aparecen asociados a enfermedades como cancer y
enfermedades cardiovasculares y puesto que estas estan ligadas a exposiciones a
agentes biol6gicos, quimicos y fisicos, es razonable asumir que existan cambios
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en los miRNA en la respuesta a agentes toxicos [59]. Ademas, el patrén tnico de
microRNAs en diferentes tipos y a diferentes estadios del cancer puede ayudar
a que estas moléculas sean importantes biomarcadores. En el caso del cancer
hepatico, su aparicién esta ligada a infecciones por virus de la hepatitis B o C,
consumo de alcohol, la ingestién de aflatoxina o la exposicién a arsénico. Por
las caracteristicas de pseudonutricién, hemos de comentar los hallazgos del alco-
hol. El miR-126 disminuy6 en cancer hepatico asociado a consumo de alcohol en
humanos [60]. Tal como hemos mostrado anteriormente, el consumo de alcohol
en ratones disminuy6 las expresiones de miR-182, miR-183 y miR-199a-3p y puede
discriminar el origen alcohdlico y no alcohdlico de la esteatosis hepdtica [37].

También el arsenico, un contaminante importante de las aguas en ciertas
regiones del planetay que se asocia con hepatoma, se ha visto que induce la expre-
sion de miRNAs tales como miR-22, miR-34a, miR-221 and miR-222. Precisamente
miR-34a controla la proliferaciéon celular [60].

La prevalencia de las enfermedades cardiovasculares ha sido asociada a la
exposicion a particulas contaminantes. Las células pulmonares expuestas a estas
particulas contaminantes pueden liberar microvesiculas con miRNA que pueden
cambiar la expresion génica en otros tejidos. Para probar esta hipotesis, microve-
siculas plasmaticas de trabajadores de la industria del acero se obtuvieron antes
y después de la exposicion a las particulas contaminantes del sitio de trabajo y se
analizaron sus miRNA. miR-128 y miR-302c aumentaron de una forma importante
después de tres dias de exposicion a la contaminacion ambiental. Ambos miRNAs
interaccionan con genes implicados en enfermedades cardiovasculares, hipertro-
fia cardiaca y fallo cardiaco. Los cambios de miR-128 se reprodujeron in vitro al
incubar células A549 con particulas contaminantes recogidas en el sitio de trabajo.
Con estos resultados se propone un nuevo mecanismo de accién de las particulas
contaminantes a través de miRNAs [61].

El estudio de los microRNA vy sus alteraciones en relacion a diversos contami-
nantes ambientales y el desarrollo de diversas patologias puede facilitar un mejor
conocimiento de los mecanismos asi como un nuevo desarrollo de indicadores de
exposicion a téxicos o de carcinogenicidad.

G. Mecanismos de accion

Cientos de miRNAs se han identificado en humanos y estan implicados en
muchos procesos biolégicos. A titulo de ejemplo, se recogen aquellos relacionados
con el transporte plasmatico del colesterol, metabolismo y mantenimiento de la
homeostasis del colesterol. Por su pequeno tamano y la capacidad de regular la
expresion génica, los miRNAs son dianas atractivas para el control de las dislipe-
mias. Tal como se refleja en la Tabla 1, en la regulacion del gen ABCA1 pueden
participar diversos miRNA con acciones opuestas. La compleja interaccion entre
miRNAs, factores de transcripcion y expresion génica sugiere que pueden poseer
importantes efectos secundarios a consecuencia de su sobreexpresiéon o inhibi-
cion [62]. Estas acciones secundarias suscitan dudas sobre si su uso puede ser de
utilidad en este campo.
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miRNA Proteina diana Accién
miR-19b ABCAI Supresion del ABCAL
miR-26 ABCA1 Supresion del ABCA1
miR-27a/b ABCA1 Supresiéon del ABCAI
miR-33a/b ABCA1 Supresion del ABCAT
miR-33-3p ABCA1 Supresion del ABCA1
miR-128 ABCA1 Supresion del ABCA1
miR-144-5p/miR-144-3p ABCA1 Supresion del ABCAI
miR-145 ABCAI Supresion del ABCAI
miR-223 ABCA1 Aumento del ABCA1
miR-302a ABCAL1 Supresion del ABCA1
miR-613 ABCA1 Supresion del ABCAT
miR-758 ABCA1 Supresion del ABCAI

Tabla 1. miRNAs implicados en la regulacion del transportador dependiente de ATP tipo Al,
ABCALI implicado en la secrecion de colesterol a las lipoproteinas de alta densidad.
Adaptado de [62].

Tal como se ha comentado en la seccion de microRNAs de los alimentos, los
microRNAs de plantas estan presentes en el suero y los tejidos de animales y se
adquiririan a través de la alimentacion. En concreto, el MIR168a es abundante
en el arroz y esta presente en el suero de la poblaciéon china. Este microRNA se
une al RNA mensajero que codifica para proteina adaptadora 1 del receptor de
lipoproteinas de baja densidad e impide su traduccién en higado (LDLRAPI). Al
disminuir esta proteina disminuyen los niveles del receptor de lipoproteinas de
baja densidad y disminuye la captacion de las LDL plasmaticas. E1 miRNA168a
induce la acumulacion de las lipoproteinas de baja densidad, las que mas coles-
terol transportan e implicadas en el desarrollo de aterosclerosis (Figura 9). Su
aumento proveniente de origen vegetal puede tener consecuencias negativas para
la salud. De esta forma un microRNA de plantas controla la funcién de un gen
de mamiferos [49].

H. Potencial farmacolégico

La emergencia de la epidemia de obesidad ha aumentado la prevalencia de
la resistencia a la insulina y del sindrome metabdlico con el consecuente desa-
rrollo de higado graso no alcohélico, diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovas-
culares. Las intervenciones farmacologicas combinadas con la dieta y el ejercicio
estan siendo poco eficaces para el control del peso. Posiblemente debido a un
conocimiento incompleto de los mecanismos reguladores y rutas metaboélicas que
contribuyen a las alteraciones metabdlicas sistémicas en situaciones de alteracion
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Figura 9. Niveles hepaticos de miRNAs, de la proteina LDLRAPI1 y concentracién sanguinea de
colesterol en las LDL en animales alimentados con el MIR168a 3d. Adaptado de [49].

de la homeostasis energética. Los miRNAs participan en los cambios metabodlicos
implicados en la obesidad, por ello pueden ser potenciales candidatos a dianas
terapéuticas [63].

La modulacion terapéutica de los microRNAs mediante anti-miRNA oligonu-
cleétidos o el propio uso de miRNA pueden ser nuevas estrategias terapéuticas
para controlar los efectos tardios de las agresiones nutricionales en momentos
criticos del desarrollo de los organismos.

Ademas la posibilidad de los microRNAs de la dieta puedan incorporarse a los
organismos y su papel en el control metabélico ofrece una interesante posibilidad
digna de ser explorada [64]. Sobre todo los miRNAs de la leche materna dado el
papel que juega ésta en la protecciéon del neonato.

I. Conclusiones

Los miRNAs son un amplio conjunto de moléculas reguladoras capaces de
controlar la expresion de genes codificantes para las proteinas.

La regulaciéon de la expresion de estos miRNAs puede tener lugar por la
alimentacién materna tanto en el embarazo como en la lactancia y sus cambios a
largo plazo se desconocen.

La dieta de los adultos y los contaminantes ambientales también regulan la
expresion de los mismos.

Ciertos alimentos pueden poseer miRNAs que pueden ser absorbidos y ejercen
acciones biolégicas que deben ser tenidas en cuenta. Por lo que la diversificacion
de la dieta es aun mas recomendable.

Los miRNAs ejercen un fino ajuste metabélico en ciertas proteinas que per-
miten mas versatilidad metabélica para un ambiente cambiante.
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La diversidad de los miRNAs y su especificidad tisular permite que puedan
ser unos interesantes biomarcadores diagnosticos, pronoésticos y de seguimiento
de las diferentes patologias en diversos liquidos biolégicos o lo que se denomina
la biopsia liquida.

Su utilizacion farmacolégica es posible pero debera ajustar muy exquisita-
mente para evitar efectos secundarios.

En corolario, aunque la regulacion dietética de los miRNAs es un campo muy
joven ya promete ejercer un importante papel en el control de c6mo se van a
mostrar nuestros genes codificantes y en definitiva para ser como somos.

Muchas gracias por su atencion.
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