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Abreviaturas/Laburdurak

AdipoR1/R2: adiponectin receptor 1/2

AKT: Protein kinase B

AML: alpha mouse liver

AMPK: proteina quinasa activada por AMP/ AMP-k aktibatutako proteina kinasa
ATP: adenosin trifosfato

CART: proteina de transcripcion regulada de cocaina y anfetamina
cDNA: DNA complementario/ DNA osagarria

CHREBP: carbohydrate-responsive element-binding protein

CIR: crecimiento intrauterino retardado

CMKLRZ1: chemokine receptor-like 1

COX: prostaglandina-endoperdxido sintasa 2

CPT1a: Carnitine palmitoyltransferase 1A

CRH: hormona liberadora de corticotropina

CRP: proteina C reactiva

Ct: Cycle threshold

Ctgf: connective tissue growth factor

Cyr61: cystein rich protein 61

DE: desviacion standard

DG/HD: diabetes gestacional/haurdunaldiko diabetesa

DGAT?2: Diacylglycerol O-Acyltransferase 2

DGCRS: DiGeorge critical region 8

DT2/2MD: diabetes tipo 2 / 2. motako diabetesa

EDTA: acido etilenodiaminatetraacético / azido etilenodiaminatetraazetikoa

EPOC/BGBK: enfermedad pulmonar obstructiva cronica/biriketako gaixotasun
buxatzaile kronikoa

FBS: foetal bobine serum
FDR: first degree relative
FOX: forkhead box

GH: growth hormone



GLUT4: glucosa transporter 4

HbA1c: hemoglobina glicosilada

HDL.: high density lipoprotein

HGNA/GKEA: higado graso no alcoholico / gibel koipetsu ez alkoholikoa

HOMA-IR: modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina / intsulinaren
erresistentzia balioztatzeko modelo homeostatikoa

HSL.: lipasa sensible a hormonas / hormonekiko sentikorra den lipasa
HTA: hipertension arterial / hipertentsio arteriala

IGF: nsulin-like growth factor

IL-6/1b: interleukina 6/1b

IMC: indice de masa corporal

INOS: 6xido nitrico sintasa inducible

IRS: Insulin receptor substrate

JAK-STAT: Janus kinase signal transducer and activator of the transcription
KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LDL: low density lipoprotein

LPL.: lipoproteina lipasa / lipasa lipoproteina

MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos 1

miRNA: microRNA/mikroRNA

NCE: National Cholesterol Education Program

NCEP: National Cholesterol Education Program

NGS: secuenciacion de nueva generacion

NGT: tolerancia normal a la glucosa / glukosarekiko tolerantzia normala
NOV: nephroblastoma overexpressed

Nrf2: NF-E2-related factor 2

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno-1

PCR: polymerase chain reaction

PEG/HT: pequefio para la edad gestacional/ haurdunaldirako txikia
PI3K: fosfatidilinositol 3 kinasa

PI13K: phosphoinositide-3-kinase



PIK3R2: subunidad reguladora de fosfoinositido-3-quinasa 2 / Fosfoinositidoa
erregulatzen duen azpiunitatea-3-kinasa 2

PIP3: 3,4,5-trisphosphate

PKM: piruvate Kinase

PPARy/a: peroxisome proliferator-activated receptor y/a

PRKAB2: subunidad beta 2 no catalitica activada por la proteina quinasa AMP/
PRKRA/ PACT: interferon-inducible double stranded RNA-dependent activator
PVDF: Polyvinylidene fluoride

QUICKI: quantitative insulin sensitivity check index

RanGTP: RanGTP-dependent nuclear transport receptor exportin-5
RAR-RES2: retinoic acid receptor responder protein

RISC: RNA-induced silencing complex

RNA: &cido ribonucleico / azido ribonukleikoa

ROS: reactive oxygen species

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa / polimerasaren kate-erreakzio
kuantitatiboa

SHOX: short stature homeobox

SM: Sindrome metabdlico /sindrome metabolikoa

SOCS: supresores de la sefializacion de citocinas /

SREBP: sterol regulatory element binding protein

TBARS: azido tiobarbiturikoaren espezie erreaktiboak

TFAM: factor de transcripcion A mitocondrial / mitokondrietako A transkripzio faktorea
TG: triglicéridos / triglizeridoak

TIG2: tazarotene-induced gene 2 protein

TKT: transketolasa

TNFa: Factor de necrosis tumoral-a

TRBP: trans-activation response RNA-binding protein

TSH: hormona estimulante de la tiroides/tiroidearen hormona estimulatzailea
UT: unidad de transcripcion

UTR: untranslated region

VLDL: very low density lipoprotein



WISP: WNT1-inducible-signaling pathway protein
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Introduccion

1. MicroRNAs

Los microRNAs (miRNA) son fragmentos de RNA (19-23 nucledtidos) no codificantes,
que tienen en el extremo 3" un grupo hidroxilo y en el extremo 5 presentan un grupo
fosfato. Fueron descubiertos por primera vez en el nematodo Caenorhabditis elegans, y
se pueden encontrar en animales, plantas, algas y algunas especies de virus [1].
Posteriormente (en 1993) se descubrio su actividad reguladora, describiendo como el
miRNA lin-4 regulaba negativamente la proteina LIN-14 [2]. Hoy en dia se han descrito
mas de 300 miRNAs, tanto en roedores como en humanos, aungue se cree que el genoma
humano puede codificar mas de 1000 [3,4]. Es importante destacar que cada gen puede
ser diana de varios, o incluso numerosos, microRNAs y a su vez, un solo miRNA es capaz
de tener 100-200 dianas potenciales [5,6]. De este modo, se estima que mas de un tercio
de los genes estan regulados por miRNAs y, por tanto, se puede decir que los miRNAs

adquieren un papel fundamental en la regulacion de la expresion génica de todo el genoma
[7].

El campo de investigacion en miRNAs ha experimentado un gran crecimiento en los
ultimos afos, situacion que sigue en aumento a medida que se van descubriendo otros

nuevos, gracias a los rapidos avances en tecnologias relacionadas con la gendmica [6].

1.1. Biosintesis de miRNAs
1.1.1. Sintesis de pri-miRNA

La mayor parte de los miRNAs estan codificados en regiones intrénicas, y solo unos
pocos en regiones exénicas [8]. Ademas, aproximadamente la mitad de los mMiRNAs se
encuentra junto a otros miRNAs, formando agrupaciones (clusters), que se expresan
mediante transcripciones policistronicas [9]. S6lo unos pocos miRNAs han demostrado
tener sus propios transcriptores. De esta manera, los miRNAs pueden clasificarse en
miRNAs intronicos en unidades codificantes, miRNAs intronicos en unidades no
codificantes, miRNAs exonicos en unidades codificantes y miRNAs exonicos en

unidades no codificantes (Figura 1) [10].
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mir-101-2

a. miRNA intronico en unidad de transcripcion
(UT) codificante

HSPC338

mir-135a-2
b. miRNA intrénico en UT no codificante

NCRMS

mir-985

c. miRNA exénico en UT codificante

CACNGS

mir-206

d. miRNA exonico en UT no codificante

7TH4

Figura 1. Ejemplos de organizacién y estructura de los miRNAs. Modificado de Wahid
etal. [10]

El principal responsable de la transcripcion de miRNAs es la RNA polimerasa |1, aunque
se han descrito casos en los que es la polimerasa Il la que lleva a cabo la transcripcion
[11,12]. La expresion mediada por polimerasa Il permite ciertas variaciones, haciendo
que la expresion de los grupos de miRNAs dependa de condiciones especificas. La
regulacién de los miRNAs se controla sobre todo a nivel transcripcional y se produce por
modificadores epigenéticos concretos, dependiendo del tejido. En funcion de la situacion
fisiopatologica de las células, los miRNAs se expresan en mayor o menor medida.
Ademas, al exponerse a ciertas moléculas como los inhibidores de la metilacion su
expresion cambia [13]. La modificacion de las histonas es otro proceso que ha demostrado

ejercer una regulacion epigenética sobre los miRNAs. La acetilacion puede relajar la
3
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estructura de la cromatina y activar la transcripcion, mientras que, por el contrario, la
desacetilacion produce una cromatina mas compacta, lo que suprime la transcripcion
génica de miRNAs [14]. El producto de esta expresion se denomina miRNA primario o
pri-miRNA y tiene una longitud de varios miles de pares de bases y una estructura de tipo
"stem loop” u horquilla, con una caperuza de guanosina (cap-5) y una cola cola

poliadenilada 3°.
1.1.2. Procesado en el nlicleo

En animales, todos los miRNAs son procesados en el nlcleo celular. De este proceso se
encarga la proteina nuclear endoribonucleasa Drosha, formando un complejo con la
proteina de unién DiGeorge critical region 8 (DGCRS8). La union de estas dos proteinas
se denomina complejo microprocesador. La proteina DGCRS8, también conocida como
Pasha, actia como sefalizador, haciendo que la proteina Drosha corte el pri-miRNA
alrededor de 11 pares de bases por debajo de la horquilla. Asi, se obtiene una estructura
en horquilla de 60-70 nucle6tidos denominada precursor de miRNA (pre-miRNA)
(Figura 2) [15,16].

Curiosamente, se ha observado en analisis por array que el complejo microprocesador es
capaz de regular también muchos RNAs. De hecho, se sugiere que este complejo es capaz
de unirse también a otras proteinas para regular otros procesos ademas de los miRNAs
[16].

1.1.3. Transporte del nucleo al citoplasma

El pre-miRNA es la estructura que atraviesa la membrana nuclear hasta el citosol. Lo
hace unida a la proteina "RanGTP-dependent nuclear transport receptor exportin-5" [17].
Esta proteina forma una estructura en forma de “U” que se une a la zona terminal del pre-
miRNA [18]. Ademas de la funcién de transporte, la exportina-5 estabiliza el miRNA
mientras atraviesa la membrana. El cofactor RanGTP, del cual la exportina-5 es
dependiente, también se une al complejo, aunque posteriormente es hidrolizado en el
citoplasma, dando un desacoplamiento del pre-miRNA del complejo tansportador.
Aunque la bibliografia relacionada con la regulacion de la propia exportina-5 es escasa,
se ha descrito que puede estar regulada por diversos compuestos, entre los que se
encuentran las hormonas. Se especula con la posibilidad de que la regulacién de la

exportina-5, y por tanto la limitacion de la expresion de los miRNAs, se produzca por
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regulacion de la union del pre-miRNA al transportador, bien enmascarando la zona de

unién de exportina-5, o modificando la propia estructura de la proteina (Figura 2) [17].
1.1.4. Procesado citoplasmatico

Una vez que el miRNA ha alcanzado el citoplasma y se ha desacoplado del complejo
transportador, es procesado por la enzima endonucleasa Dicer, que es un tipo de RNAsa
I11, con el fin de formar el mMiRNA maduro. Dicer es una proteina muy especifica y
altamente conservada, que se puede encontrar en la mayoria de organismos eucariotas.
Aunque en algunos organismos haya diferentes tipos de Dicer, el Dicer-1 es el encargado
de la maduracién de los miRNAs [19]. Es una enzima esencial en este proceso; de hecho,
se ha descrito que su falta de expresion tiene como resultado la formacion de miRNAs
aberrantes, asi como la acumulacion de pre-miRNAs [20,21]. Ademas, mediante
mecanismos epigenéticos, se puede modificar la accion de Dicer para crear miRNA
isoformas, que cambian la especificidad de los mismos hacia sus dianas [21]. Trabaja
junto a otras proteinas, como las proteinas de la familia argonauta, y se sabe que lo hace
en estrecho contacto con las proteinas "trans-activation response RNA-binding proteins"
(TRBP) y la proteina kinasa “interferon-inducible double stranded RNA-dependent
activator" (PRKRA, también conocida como PACT) [22]. EI complejo dicer corta
alrededor de 22 nucleétidos desde la base de la curva del pre-miRNA y se obtiene el
duplex de miRNA, gue esta formado por 2 hebras de microRNA maduro. El duplex se
acopla posteriormente a un complejo proteico de la familia argo, y se separan las dos
hebras. Una de ellas seguird unida al complejo argo, mientras que la otra, generalmente
sera degradada. Se ha descrito que una de las razones principales a la hora de elegir qué
hebra sera degradada, podria ser la termoestabilidad de los extremos del duplex [23]. El
complejo proteico que contiene la hebra de miRNA maduro, tiene la capacidad activa, y
toma el nombre de "RNA-induced silencing complex™ (RISC) (Figura 2).
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5 TGO~ 20
3(A), N@Eﬂ : :Pri-miRNA
DGCR8 l
5
NUCLEUS P iRNA
—____ .
Exportin-5
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Pre-miRNA
»~ Dicer
TRBP/
— =
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—

Mature-miRNA

l

Translational repression

Figura 2. Procesado en el nucleo, transporte del nacleo al citoplasma y procesado en el
citoplasma. Modificado de Yates et al (2013) [15]

1.2. Accion de los miRNAs en sus dianas

Para que los miRNAs pueden regular sus genes diana, el complejo RISC debe unirse a su
mRNA diana, habitualmente en la region 3'UTR [24,25]. Se requiere que haya
complementariedad entre el MRNA y las bases 2-8 del miRNA (seed sequence), ademas
de cierta interaccion con el extremo 3' del miRNA, con el fin de poder asegurar la

termoestabilidad de la unién [26]. EI mecanismo por el que el miRNA elige una diana 'y
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no otras ante los cientos de mMRNAs compatibles no esta del todo claro. No obstante, se
especula con la posibilidad de que la metilacion de la adenosina en la posicién N6 del
MRNA diana pueda jugar un papel en esta seleccion [27,28].

Se ha descrito que los miRNAs son capaces de llevar a cabo diversas funciones, entre las
que destacan la regulacion de la transcripcién, la inhibicion de la enlongacion vy
traduccion de los mRNAs diana, la degradacion de las dianas o la reduccién de la
estabilidad de las proteinas recién sintetizadas por el mMRNA diana [29]. Las funciones
principales de los miRNAs dependen del tipo de union el complejo RISC con el mRNA
diana. En caso de darse una union incompleta, el proceso de traduccién del mMRNA diana
se ve inhibido, mientras que cuando se da una union completa, se produce un proceso de

degradacion de la diana[28].

1.3. Interaccion dieta-miRNAs y su capacidad como biomarcadores

Aunque en diversos tejidos los miRNAs pueden ser altamente inestables y rapidamente
degradables, debido a la presencia de RNAsas, se ha descrito que en sangre son muy
estables y pueden ser utilizados como biomarcadores de enfermedades o de procesos
fisiologicos [30]. Esto se debe a que los miRNAs tienen capacidad de formar complejos
con proteinas, como las lipoproteinas HDL, o ser encapsulados en pequefias vesiculas, lo
que evita su degradacién [31]. Ademas de la secrecidn activa al torrente sanguineo en las
formas descritas, los miRNAs también se transfieren a la sangre por difusion pasiva, y es
posible medirlos de manera relativamente sencilla en fluidos corporales como sangre,

suero, liquido cefaloraquideo u orina [32,33].

Recientemente, distintos estudios han analizado la presencia de exosomas, un tipo de
vesiculas con una doble membrana fosfolipidica que contienen miRNAs [34]. Lo
exosomas son unos intermediarios de alta eficiencia en la transmision de material
genético intracelular entre células de diferentes tejidos. Se pueden identificar en distintos
fluidos corporales, de una manera altamente estable, y pueden cargar en su interior RNA,
miRNAs, distintas proteinas o factores de transcripcion, entre otras moléculas, y
transportarlos desde la célula origen hasta la célula destinataria. Hay distintas células que
pueden secretar exosomas, como es el caso de las células dendriticas, epiteliales y
tumorales, los glébulos rojos y los hepatocitos: Debido a las proteinas de membrana de

los mismos, se cree que interacttan con receptores de las células destino (y sus proteinas
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de membrana, como CD63), mediante union ligando-receptor y transmiten el material

genético via endocitosis [35].

Se ha observado que los miRNAs dependen del sexo y de la condicion fisica las personas
[36,37]. Ademas, tanto los miRNAs circulantes como los de los exosomas, varian
dependiendo de las patologias de los sujetos, pudiéndose considerar como biomarcadores
no invasivos. Ademas, aungue su analisis sea mas complejo, los exosomas presentan la
ventaja de que sus proteinas de membrana pueden sugerir el origen de la misma y por

tanto, saber de qué tejido proviene el miRNA encapsulado.

Respecto a la interaccion entre los miRNAs y la dieta, los microRNAs también han
demostrado ser indicadores del estado nutricional. Por ejemplo, la expresion de miR-204,
miR-296 o miR-375 se ve disminuida ante una falta de zinc [38]. También se ha
observado que mujeres con una baja concentracion de 25-hidroxivitamina D expresan de
forma diferente hasta 11 miRNAs, al compararlas con mujeres con alta concentracién de
esa vitamina [39]. De igual manera, se ha observado que algunos componentes de los
alimentos regulan positiva o negativamente la expresion de ciertos miRNAs. A modo de
ejemplo, la expresion de miR-let7a se ve aumentada tras la ingesta de circuma, té verde
0 espinacas [40,41]. Entre los compuestos que modifican la expresion de miRNAs,
destacan los compuestos fendlicos, que ejercen diversas funciones en el organismo a

través de los miRNAs.

Por otra parte, en 2012 se identificaron miRNAs exogenos procedentes de plantas en
tejidos y suero de roedores, asi como en suero de humanos sanos, concluyendo que esos
miRNAs eran de origen dietético [42]. En ese mismo estudio, también se observd que un
miRNA presente en el arroz, el miR-168a, regulaba la expresion de una proteina asociada
a un receptor de LDL. Esos resultados sugieren que hay material genético que puede

soportar parte de la digestion y pasar al torrente sanguineo.
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2. Adipokinas

El tejido adiposo blanco tiene como funcion principal la acumulacion de energia en forma
de triglicéridos en los adipocitos. No obstante, esta vision se amplio tras el descubrimiento
de la leptina en 1994 [43]. Actualmente, el tejido adiposo es considerado un 6rgano
endocrino, probablemente el més grande de todo el organismo, con capacidad para
sintetizar y liberar un elevado numero de proteinas conocidas como adipokinas o
adipocitokinas (Figura 3). Estas proteinas ejercen funciones de regulaciéon autocrina,
paracrina y endocrina, regulando asi numerosas rutas de sefializacion metabdlica. De
hecho, se han descrito més de 700 proteinas diferentes secretadas por el tejido adiposo,

aungue muchas de ellas todavia necesitan ser validadas.

IL-6 Leptina Omentina NOV/CCN3

1992 1993 1994 1995 1997 1998 2001 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

TNF-a Adiponectina Vaspina Chemerina
Figura 3. Linea temporal del descubrimiento de las adipokinas.

2.1. Leptina

La leptina es sintetizada fundamentalmente en el tejido adiposo blanco, en especial el
tejido subcutaneo; de hecho, las concentraciones circulantes de leptina son directamente
proporcionales a la cantidad de masa grasa corporal [44]. No obstante, también se produce
en el estbmago. Es una proteina de 16kDa que desempefia un papel importante en la
regulacion de procesos metabdlicos, reproductivos, neuroendocrinos y en el balance
energético. También se ha descrito una accidn potencial de esta adipokina en el sistema

inmune, la cognicion y el metabolismo éseo [45].

Los receptores de la leptina (Rob) se encuentran en el hipotalamo y distintos drganos

como higado, pulmén, rifion, pancreas o el mismo tejido adiposo [46]. La presencia de

estos receptores refuerza la capacidad autocrina y paracrina de esta adipokina. El sistema

de sefializacion de la leptina mas destacado es la via JAK-STAT (Janus kinase

(JAK)/signal transducer and activator of the transcription), que regula la expresion de
9
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neuropéptidos anorexigenos [47]. De forma paralela, la leptina también disminuye la
sintesis de péptidos orexigenicos. En cuanto a la accién reguladora de la insulina, la
leptina tiene especial relevancia la activacion de la via fosfatidilinositol 3 kinasa

(PIBK/AKT), que estimula la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos [48].

Aunque inmediatamente tras su descubrimiento se pensé que la leptina podia constituir
una herramienta eficaz para el tratamiento de la obesidad, pronto se vio que esto no iba a
ser asi, dado que tan solo un porcentaje extremadamente escaso de personas obesas
presentan hipoleptinemia [49]. Por el contrario, la mayoria de ellas exhiben elevadas

concentraciones plasmaéticas de esta adipokina y resistencia a la leptina [50-52].

2.2. Adiponectina

La adiponectina fue descubierta en 1995, poco después de la leptina [53]. Esta adipokina
se expresa abundantemente y de forma exclusiva en el tejido adiposo blanco. Al contrario
de lo que ocurre con otras adipokinas, su expresion disminuye a medida que aumenta la
masa grasa [54]. Actlia basicamente a través de los receptores AdipoR1 y AdipoR2, que
se encuentran presentes sobre todo en musculo esquelético y en higado [55]. Se ha
observado que esta adipokina puede mejorar la accién de la insulina y revertir la
resistencia a la misma asociada a concentraciones altas de TNFa y respuesta reducida a
PPARY, mediante una activacion de la AMP protein kinasa (AMPK) [56]. Ademas,
también se ha observado que los pacientes con diabetes tipo tipo 2 tienen una
concentracion en sangre de adiponectina menor, y en el caso de sujetos no diabéticos,
unos niveles altos de adiponectina se relacionan con un menor riesgo de desarrollar la
enfermedad [57]. Igualmente, se asocia negativamente con las concentraciones de glucosa

en ayunas [58].

Esta adipokina toma especial relevancia en el higado, ya que aumenta la oxidacion de
acidos grasos y disminuye la captacion de estos, la gluconeogénesis y la lipogénesis de
novo [59]. Ademas, en este organo esta adipokina disminuye la inflamacion, mediante la
supresion de la produccion de cytokinas proinflamatorias como TNFa o IL-6 y el aumento
de la expresidn de las anti-inflamatorias como IL-10 [60]. También se han descrito efectos
antifibroticos debido al citado bloqueo de AMPK y PPARa, mediados por las células
estrelladas, disminuyendo asi la expresion de genes que provocan la fibrosis hepética

[61]. Por tanto, en la actualidad hay diversas investigaciones centradas en incrementar la

10
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actividad de la adiponectina o de sus receptores para tratar patologias derivadas de la

inflamacién producida por la obesidad y la resistencia a la insulina [62,63].

En cuanto a la poblacién infantil, una baja concentracion plasmatica de adiponectina
podria considerarse como un predictor de aterosclerosis en la madurez, sugiriendo que
esta adipokina se podria utilizar para estratificar a nifios obesos por nivel de riesgo de

enfermedades cardiovasculares [64].

2.3. Vaspina

La vaspina (visceral adipose serpin protease inhibitor) es una proteina de 47kDa y 415
aminoacidos, que se expresa mayoritariamente en el tejido adiposo blanco visceral,
aunque también en higado, pancreas, piel o estomago. Las concentraciones elevadas de
vaspina sérica se han relacionado con obesidad, alteracion en la sensibilidad a la insulina
y bajo nivel de condicion fisica [65]. Presenta un efecto sensibilizador a la insulina, asi
como anorexigeno [66]. Asi, la administracion de esta adipokina a ratones por via
intraperitoneal redujo la ingesta de alimento y disminuyé las concentraciones de glucosa
en sangre [67]. Ademas, se ha descrito que sujetos diabéticos y prediabéticos presentan
concentraciones de vaspina circulantes mayores que los individuos sanos [68]. Aunque el
mecanismo completo de accién de la vaspina aln esta por determinar, se sabe que actla
a través de la inhibicién de las proteasas de serina. Es capaz de inhibir la proteina

kallikreina 7 como diana, que a su vez degrada la insulina en las cadenas A y B.

La vaspina se ha asociado a la presencia de obesidad e hipertension arterial en sujetos con
higado graso no alcohodlico [69,70]. No obstante, todavia no se dispone de suficiente
evidencia para afirmar que esto no se debe a un mecanismo compensatorio ante la
resistencia a la insulina e inflamacion que genera esta patologia. De hecho, en un estudio
llevado a cabo en ratas que presentaban hipertension espontanea, la administracion
intraperitoneal de esta adipokina previno el aumento de la hipertension arterial sistdlica a

través de mecanismos antioxidantes y antiinflamatorios [71].

También se ha descrito que la vaspina tiene influencia en las enfermedades
cardiovasculares, presentando actividad como marcador en la estenosis carotidea. En el
mismo sentido, se ha observado que concentraciones plasmaticas bajas de esta adipokina,
asi como bajos niveles de mRNA de la misma, pueden ser predictores de otras patologias

cardiacas como coronariopatias y angina inestable [66,72].
11
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En el caso de los nifios y adolescentes, se ha observado que las nifias presentan mayores
concentraciones de vaspina que los nifios, diferencia que ademas se acentla con la edad
hasta la pubertad. Independientemente del sexo, edad o IMC en nifios, concentraciones
bajas de vaspina se han asociado con mejor sensibilidad a la insulina, pero con presion

arterial sistolica alta y dafios en la funcion endotelial [73].

2.4. Omentina

La omentinl, que es la isoforma maés habitual, tanto en plasma como en tejido adiposo,
es secretada fundamentalmente por el tejido adiposo visceral, especialmente en células
estromales vasculares [74]. Ha demostrado tener efectos sensibilizadores a la insulina,
mejorando de esta forma la captacién de glucosa estimulada por insulina en los adipocitos
[75]. La relacion de la omentina circulante con la obesidad y la resistencia a la insulina
es inversa. Ademas, las mujeres presentan mayores concentraciones de omentina
circulante que los hombres. También se ha descrito que esta adipokina se correlaciona
positivamente con la adiponectina, y en consecuencia, inversamente con la masa grasa
[76]. En el caso de nifios en edad prepubertal (7-13 afios), se ha observado que la
concentracion sérica de omentina se correlaciona negativamente no solo con el IMC y la
circunferencia abdominal, sino también con las concentraciones de insulina y el HOMA
[77]. Sin embargo, es posible encontrar también bibliografia donde se relacionan las
concentraciones elevadas de omentina con alteraciones del metabolismo lipidico, pero en

estos casos achacan esta relacion directa a un mecanismo compensatorio [78].

En cuanto a las rutas de sefializacion de la omentina, todavia quedan por esclarecer todos
los mecanismos involucrados. Sin embargo, se ha observado que uno de los mecanismos
implicados puede ser la regulacion de péptidos relacionados con el apetito, reduciendo la
expresion hipotaldmica de la proteina de transcripcion regulada de cocaina y anfetamina
(CART) y de la hormona liberadora de Corticotropina (CRH), asi como L-dopa y
norepinefrina [79]. En cuanto a la mejora de la resistencia a la insulina, uno de los
mecanismos de accidn puede ser la via de fosforilacion de la proteina quinasa b (Akt) en
los adipocitos, aunque también se ha visto que la omentina puede causar un aumento la
actividad de de (IRS) por activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK)
y, por tanto, la inhibicién de una diana de la rapamicina (mTOR-p70S6K) [80,81].

2.5. Chemerina
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Dado que en la presente Tesis Doctoral la chemerina ha sido objeto de un estudio mas
detallado que otras adipokinas, en esta introduccion se va a realizar una descripcién mas
extensa que para el resto de adipokinas. La chemerina, conocida como "retinoic acid
receptor responder protein 2" (RAR-RES2), y "tazarotene-induced gene 2 protein”
(TIG2) es producida fundamentalmente en el tejido adiposo blanco, higado, intestino y
rifion, aunque puede ser identificada en todo el organismo. Se compone de 146
amino&cidos, con un peso molecular de 16kDa, y fue descrita por primera vez en 1997
[82]. La sefializacion estd mediada por la unién a los receptores CMKLR1 (chemokine

receptor-like 1), también conocidos como ChemR23 y CC-motif receptor-like 2 [83-85].

La chemerina desempefia distintas funciones relacionadas fundamentalmente con la
inflamacion, la adipogénesis y la homeostasis de la glucosa. En casos de obesidad, las
concentraciones de chemerina se asocian directamente con la cantidad de tejido adiposo,
IMC, indice cintura-cadera, concentraciones de glucosa, bajas concentraciones de HDL
y triglicéridos circulantes; es decir, esta relacionada con el sindrome metabdlico [86]. De
hecho, hay estudios que proponen la chemerina como biomarcador de estas alteraciones
[87]. También se ha descrito que la chemerina, en pacientes con diabetes tipo 2, se expresa

en mayor cantidad en sujetos con hipertension arterial que en normotensos [88].

Diversos estudios han analizado la relacion entre la chemerina y el metabolismo de la
glucosa en sujetos adultos como se puede apreciar en la Tabla 1. Aunque la gran mayoria
de estas investigaciones establecen una correlacion entre las concentraciones plasmaticas
de chemerina y un mal control del metabolismo glucémico, no se ha alcanzado un

consenso general en torno a esta afirmacion.

Tabla 1. Estudios que analizan la relacion entre la chemerina y el metabolismo de la glucosa en

adultos.
Estudios casos-control
Autor Situaciéon metabolica Cohorte Resultado
Bozaoglu et al., Personas de las Islas Mauricio con 142 sujetos con NGT Tras ajustar por sexo,
2007 [86] correlacion significativa con :
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DT2

Stejskal et al.,
2008 [89]

Alto riego de SM (prediabetes,
dislipemia y obesidad)

Bozaoglu et al., Personas latinoamericanas con DT2

2009 [90]

El-Mesallamy et
al., 2011 [91]

Personas egipcias con DT2

Personas coreanas con 3 0 mas
criterios de SM (segin NCEP I11)

Chuetal., 2012
[92]

Jialal et al., 2013
[93]

SM incipiente (estado pro-
inflamatorio con actividad
monocitica elevada y
desregulacion bioldgica del tejido
adiposo, manifestado por secrecion

14

114 con DT2

55 sujetos sanos
normopeso

181 con riesgo alto de
SM (59 con SMy 122
sin SM)

969 sujetos no diabéticos
(400 hombres y 569
mujeres)

173 pacientes con DT2
(63 hombres y 109
mujeres)

90 sujetos divididos en 3
grupos:

e 15 sujetos sanos

e 53 pacientes
con DT2

e 22 pacientes
con DT2 e IHD.

59 hombres y 33 mujeres
con sobrepeso

IMC: 28.15 + 5.08 kg/m?

60 sujetos control: 37
hombres y 23 mujeres

e Glucosa en ayunas
e Insulina en ayunas

e HbAlc

Mayor concentracién de
chemerina en sujetos con SM

Correlacion positiva entre
chemerina y glucosa en
ayunas

Sin correlacién con indice
QUICKI.

No hubo diferencias en la
concentracion de chemerina

Correlacién positiva con:

e glucosa plasmatica en
ayunas

e insulina en ayunas

e HOMA-IR

Mayores concentraciones de
chemerina en sujetos con DT2
y DT2 con IHD

Correlacion positiva entre
chemerina y:

IMC

Glucosa en auyunas
Insulina en ayunas
HOMA-IR

HbAlc

Sin correlaciones
significativas

Mayor condentracion de
chemerina en sujetos con SM.

Mayor expresion de
chemerina en tejido adiposo
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anormal de adipokinas, citokinasy 45 sujetos con SM: 9
quimiocinas, no complicado con hombres y 36 mujeres
DT2 0 ECV)

Takahashi etal.,,  Personas japonesas con DT2 0 SM 321 sujetos adultos (213
2013 [94] hombres y 108 mujeres
divididos en tres grupos:

e 88 controles (66
hombres y 22
mujeres)

e 187 sujetos con
DT2 (88
hombres y 59
mujeres)

e 85 sujetos con
SM (59
hombres y 27
mujeres)

Wang et al. 2013 Personas chinas con SM (segun 30 controles (18 hombres
[95] IDF 2005) y 12 mujeres)

Edad 51 + 9 afios

30 pacientes con SM (16
hombres y 14 mujeres).
Edad 49 + 8 afios

Zhuang et al. Personas con control glucémico 63 sujetos con NGT y 74
2014 [96] normal y familiares de primer con FDR
grado de pacientes con DT2 (FDR)

15

subcutaneo y masculo en
sujetos con SM.

Correlacion positiva con:

e HOMA-IR
e CRP

Menores niveles de chemerina
en hombres con DT2 que en
controles y sujetos con SM.

Correlacién negativa de
chemerina con:

e Glucosa en ayunas
e HbAlc

Mayor concentracién de
chemerina en sujetos con SM

Correlacién positiva con:
e Glucosa en ayunas
e Insulina en ayunas

e HbAlc

Mayor concentracién de
chemerina en pacientes con
FDR que en pacientes con
NGT

Correlacién positiva de
chemerina com:

e Glucosa plasmatica
e Insulina plasmatica
¢ HOMA-IR



Adams-Huet et
al., 2014 [97]

Coimbra et al.,
2014 [98]

Fatima et al.,
2015 [99]

Andersson et al.,
2016 [100]

Habib et al.,
2017 [101]

El-Deeb et al.,
2018 [102]

Introduccion

SM incipiente

Personas portuguesas con DT2

Personas pakistanies con DT2
preclinico

Hombres con DT2

Mujeres saudies con DT2

Personas con DT?2

16

23 controles (6 hombres
y 17 mujeres) y 19
pacientes con SM (3
hombres y 16 mujeres)

20 controles (8 hombres
y 12 mujeres) y 73
pacientes con DT2 (36
hombres y 37 mujeres)
divididos en 2 grupos:

e grupo de
mediana edad
(38-64 afios)

e grupo de edad
avanzada (65-
85 afos)

29 controles, 23 con DT2
preclinico y 22 con DT2.
(edad 35-59 arios)

13 controles y 14 sujetos
con DT2 (edad 51-69
afios)

35 controles y 45
pacientes con DT2 (30-
65 afios)

14 controles (9 obesos y
5no obesos) y 71
personas con prediabetes
(40 obesos y 31 no
obesos)

Mayor resistencia a la insulina
del tejido adiposo en sujetos
con SM

Correlacidn positiva entre
chemerina

Mayor concnetraciénde
chemerina en sujetos con DT2
y sujetos de edad avanzada

Mayor concentracién de
chemerina en sujetos con
DT2.

Mayor concentracion de
chemerina en sujetos con
DT2.

Mayor nivel de chemerina en
sujetos con DT2.

Correlacién positiva de
chemerina con:

e Insulina en ayunas
e HOMA-IR

Correlacion positiva de
chemerina con:

¢ HOMA-IR
e HbAcl1
e PCR



Gateva et al.,
2018 [103]

Yang et al. 2019
[104]

Ouerghi et al.,
2020 [105]

Sitar-Taut et al.,
2020 [106]

Shafer-Eggleton
et al. 2020 [107]

Introduccion

Personas con obesidad y
prediabetes

Personas con DT2

Hombres tunecinos con SM (segun

IDF)

Personas con DT2

Personas coreanas con SM

41 controles y 39 sujetos
con obesidad y
prediabetes (50,4 £ 10,6
afios)

20 sujetos NGT (12
hombres y 8 mujeres)

50 sujetos con DT2 (27
hombres y 23 mujeres)

30 sujetos con
DT2+macroangiopatia

27 controlesy 11
pacientes con SM (17-21
afios; IMC 19-37)

88 sujetos en 4 grupos:

e Obesidady DT2

e Obesidad y
normoglucemia

e Normopesoy
DT2

e Normopesoy
normoglucemia

18 controles y 32
pacientes con SM (edad
24-62 afos)

Concentracién de chemerina
sin cambios significativos

Asociacion débil entre
chemerina'y HbAlc

Mayor concentracion de
chemerina en DT2 con
macroangiopatia

Correlacion positiva entre
chemerina y:

e IMC

e Glucosa a las 2 horas
de ingesta

e Glucosa en ayunas
¢ HOMA-IR

e HbAlc

e Insulina en ayunas

Correlacién negativa con

e HDL

Correlacién positiva con:

e Glucose en ayunas
¢ HOMA-IR

Concentracion mas elevada de
chemerina en sujetos

insulinoresistentes que en
insulinosensibles

Correlacidn positiva con
HOMA-IR en grupo
normopeso-normoglucemia.

Mayor ratio chemerina/HDL
en sujetos con SM

Correlacidn positiva entre
ratio chemerina/HDL y:

e  Glucosa en ayunas

e HOMA-IR
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Estudios transversales

Autor Situacion metabdlica Cohorte Resultado
Ouwens et al. Hombres jévenes con 20 sujetos (26-38 afios)  Correlacion negativa entre
2012 [108] normoglucemia chemerina en ayunas y

IMC 229+2,;3

sensibilidad a la insulina.

Fatima et al. Hombres sanos 90 sujetos: 30 con Mayor concentracion de

2013 [109] normopeso, 30 con chemerina en sujetos obesos
sobrepeso y 30 obesos L .
(15-65 afios) Asociacion de la chemerina

con varios fenotipos de SM

Zyllaetal. 2017  Personas con valores normales de  3.986 sujetos (1.956 Correlacidn positive entre
[110] glucosa en ayunas y HbAlc hombres y 2.030 chemerinay:
mujeres .
jeres) e Glucosa plasmatica
e HbAlc
e Citokinas

inflamatorias

Cheon et al. 2017  Personas con DT2 102 pacientes con DT2 Correlacion positiva entre
[111] (53 hombres y 49 concentracion de chemerinay
mujeres) grosor de del tejido adiposo
visceral.

Correlacién negativa con

HDL.
Otros estudios
Autor Situaciéon metabolica Cohorte Resultado
Yu et al. 2012 Personas con DT2 81 sujetos obesos (42 La concentracion de
[112] hombres y 39 mujeres) chemerina se redujo con
) pioglitazona, en comapracién
¢ 41sujetos con metformina
tratados con
metformina Mayor reduccion cuando el

hipoglucemiante se asocia a

e 40 sujetos o
antioxidantes

tratados con
pioglitazona
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Lee etal. 2013  Personas obesas tras una

[113] intervencion de ejercicio fisico
y dieta hipocal6rica

Kim et al., Personas obesas con DT2

2014 [114]

Bobbert et al. Personas sanas con desbalance

2015 [115] en el control de la glucosa

79 sujetos no diabéticos
(44 hombres y 39
mujeres)

60 sujetos (40
hombres y 20 mujeres;
22-36 afios))

32 sujetos:

e 16 sujetos con
intervencion
intensiva en
estilos de vida

e 16 sujetos con
dietay
gjercicio
habituales

245 sujetos con
metabolismo de la
glucosa normal.

32 sujetos con glucosa
en ayunas alterada.

44 sujetos con
tolerancia a la glucosa
alterada.

18 sujetos con glucosa
en ayunas y tolerancia
a la glucosa alterados.

35 sujetos con DT2

La concentracion de
chemerina se redujo tras la
intervencién

La reduccion de chemerina
sérica se asocio
positivamente con el
cambio en HOMA-IR

La concentracion de
chemerina se redujo tras la
intervencion

La chemerina se
correlaciond positivamente
con:

¢ HOMA-IR
e Insulina en ayunas
e PCR

Correlacion negativa con la
sensibilidad a la insulina

Los modelos de regresion
lineal mostraron que la
chemerina puede ser un
predictor de
empeoramiento en la
glucosa en ayunas y
HbAc1.

SM: syndrome metabdlico; NGT: tolerancia normal a la glucose; IMC: indice de masa corporal; HOMA-IR: homeostasis
model assessment of insulin resistance; DT2: diabetes tipo 2; IDF: International Diabetes Federation; IHD: isquemia
miocardica;. FDR: parentesco de primer grado NCEP: National Cholesterol Education Program; RCP: proteina C
reactiva; QUICKI index: quantitative insulin sensitivity check index. Tomado de Léniz et al. (2021) [116]
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En lo que respecta a la inflamacidn, el papel de la chemerina no queda claro, ya que hay
articulos que consideran esta adipokina como pro-inflamatoria y otros como anti-
inflamatoria [117]. En cuanto a estudios que apuestan por un papel pro-inflamatorio de
esta adipokina, cabe sefialar los que muestran un aumento, tanto la chemerina bioactiva
como las células capaces de expresar el receptor ChemR2, en casos de enfermedades que
cursan con una inflamacion cronica [118]. Sin embargo, otros estudios demuestran que
esta adipokina puede inhibir la produccidn de citokinas anti-inflamatorias por parte de los
macrofagos peritoneales en ratones, asi como la captacion de neutréfilos y monocitos
[119]. En esta misma linea se ha descrito que ratones Chem 23 KO a los que se les
administré chemerina, disminuyeron la produccion de citokinas pro-inflamatorias (TNF,
IL-1b, IL-6). En cuanto a los mecanismos de accidn, no se han esclarecido por completo,

y dependen del efecto en diferentes tejidos y de la isoforma de que se trate [120].

Finalmente, sefialar que se pueden encontrar diversos estudios en los que se relaciona
positivamente esta adipokina con la diabetes gestacional (DG) [121]. Presentar DG,
puede conllevar diversas alteraciones para la madre, entre las que destaca una diabetes
permanente posterior, y consecuencias gestacionales/perinatales, como un mayor riesgo
de preeclampsia o desarrollo posterior de obesidad y resistencia a la insulina del bebé
[122]. Entre los factores de riesgo para desarrollar DG se encuentran el sobrepeso, DG
anteriores, historia familiar de DT2, ovario poliquistico, deficiencias de micronutrientes
0 edad maternal avanzada. Sin embargo, el mecaniso de accién exacto no esta

completamente descrito (Tabla 2).
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Tabla 2. Estudios que relacionan la diabetes gestacional con la concentracion de

chemerina.
Estudios que asocian niveles altos de chemerina con diabetes gestacional
Autor Cohorte Trimestre de embarazo Resultado
Li et al. 2015 48 mujeres chinas  De 24 a48h tras el parto  Mayor concentracion de chemerina en
[123] con DGy 42 la DG que en las mujeres con NGT
mujeres con NGT
Menor expresion de chemerina en el
tejido adiposo en DG que en las
mujeres con NGT
Correlacion positiva de chemerina con
HOMA-IR
Ademogluetal. 7 mujerescon DG Tercer trimestre Mayor concentracién de chemerina en
2015 [124] y 32 con NGT (23 DG
a 35 afios)
Asociacién positiva con:
e IMC
e HbAlc
e TG
e Insulina
e HOMA-IR
Asociacién negativa con
e HDL
Fatima et al. 208 mujeres Segundo trimestre Mayor concentracién de chemerina en
2017 [125] pakistanis con DG DG que en mujeres con NGT
y 300 con NGT
(21-32 afios) Asociacion positiva con:
e glucosa en ayunas
e  peso fetal
e HOMA-IR
Gashlan et al., 26 mujeres griegas  Tercer trimester Mayor concentracion de chemerina en
2017 [126] con DGy 18 con DG que en mujeres con NGT

NGT (30-35 afios)
Asociacidn positiva con:

e glucosa en ayunas

21



Introduccion

o HbAlc
Tsiotra et al., 15 mujeres griegas  Parto M tracién de ch .
2018 [127] con DG y obesidad Dca;yor concen _ramon eleeTmerma en

y 23 non NGT. que en mtfjeres con .

(edad 26-37 afios) M'zflyor e>'<preS|ér.1 de chemerina en el
tejido adiposo visceral en DG respecto
aNGT
Asociacién positiva con:

e glucosa en ayunas

e HbAlc

e IMC gestacional

¢ HOMA-IR
Liang et al., 46 mujeres chinas  Tercer trimestre y en el Mayor concentracién de chemerina en
2018 [128] conDGy 43 parto DG que en mujeres con NGT

mujeres con NGT

(edad 26-36 afios) Mayor expresion de chemerina en
tejido adiposo subcutaneo y en placenta
en DG respecto a NGT
Asociacién positiva con:

e insulina
¢ HOMA-IR
Estudios que asocian niveles bajos de chemerina con diabetes gestacional
Autor Cohorte Trimestre de embarazo Resultado

Yang et al. 2017
[129]

19 mujeres chinas
con DGy 20 con
NGT (24-28 afios)

Primer y tercer trimestre

Menor nivel de chemerina en DG que
en mujeres con NGT en el primer
trimestre

Mayor nivel de chemerina en DG que
en mujeres con NGT en el tercer
trimestre

Sin diferencias en niveles de chemerina

Autor Cohorte Trimestre de embarazo Resultado
Gorkem et al. 76 mujeres turcas . . . .
2016 [130] con DG y 82 con Segundo trimestre Sin cambios en los niveles de

Pany Ma, 2016
[131]

NGT (18-35 afios)

85 mujeres con DG
y 85 con NGT

22

chemerina

Mayor concentracién de chemerina en
DG que en mujeres con NGT

No se vieron correlaciones
significativas con parametros
relacionados con el control glucémico
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Barker et al. 69 mujeres con DG  Tercer trimestre Sin cambios en chemerina

2012 [132] 62 conNTG Correlacién negativa entre la sangre del

cordon y la sensibilidad a la insulina de

la madre
Hare etal. 2014 6 mujeres danesas  Tercer trimester y 3-4 Sin cambios en la concentracion de
[133] con NGT y 9 con meses tras el parto chemerina

DG (27-33 afios) Correlacion positiva entre chemerina y

HOMA-IR

DG: diabetes gestacional; NGT: tolerancia normal a la glucosa; HOMA-IR: homeostasis model assessment
of insulin resistance. Modificado de Léniz et al. (2021) [116]

En poblacion pediatrica se han llevado a cabo muy pocos estudios. Sledzinska et al.
(2017) observaron gue la chemerina estaba asociada a las concentraciones de insulina y
a los valores de HOMA en nifios de entre 5y 17 afios [134]. En cuanto a recién nacidos,
se observé que estaba asociada de manera independiente con el peso al nacer, y que se
expresaba en mayor medida en nifios grandes para la edad gestacional que en nifios con

tamafo apropiado para la edad gestacional [135].

2.6. NOV/CCN3

La NOV (nephroblastoma overexpressed) pertenece a la familia CCN, junto con otras 5
proteinas: ELM-1/WISP-1/CCN4 (WNT1-inducible-signaling pathway protein 1), rCop-
1/WISP-2/CTGF-L/CCN5 (WNT1-inducible-signaling pathway protein 2), y WISP-
3/CCN6 (WNT1-inducible-signaling pathway protein 3), Cyr61/CCN1 (cystein rich
protein 61) y Ctgf/CCN2 (connective tissue growth factor) [136,137]. Se expresa en
diferentes tejidos y érganos, como tejido adiposo, corteza suprarrenal, rifion, musculo,

sistema nervioso central, macréfagos, plasma y liquido cefalorraquideo [138].

Expresiones alteradas de NOV/CCN3 se han relacionado con diferentes situaciones
patoldgicas, como enfermedades vasculares, fibrosis, organogénesis, inflamacién o
cancer en estudios con animales o in vitro [139]. Son muy escasas las investigaciones que
relacionan esta adipokina con el sindrome metabdlico en humanos. En un estudio llevado
a cabo por Pakradouni et al. (2013), se observo que personas con hiperlipidemia, pero no
tratadas con farmacos hipolipemiantes, presentaban correlacion positiva entre
NOV/CCN3 vy la cantidad de tejido adiposo, asi como el IMC, proponiendo que esta

proteina podria desempefiar un papel fundamental en el desarrollo de la obesidad [140].
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También se observd que las mujeres presentaban concentraciones mayores de la
adipokina que los hombres, probablemente por la diferente distribucién de la grasa, pero

no se encontraron diferencias en las concentraciones de glucosa, aunque si en la HbAlc.
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3. Nifios pequerios para la edad gestacional

El término “pequefio para la edad gestacional” (PEG) se utiliza para describir a un recién
nacido cuyo peso y/o longitud se encuentran dos o mas desviaciones estandar (DE)
(percentil 3) por debajo de la media establecida para su sexo y su edad gestacional [141].
Es conveniente basarse en tablas locales, que se adecuen a la poblacion a la que pertenece
el nifio. Se pueden diferenciar dos tipos de nifios PEG: asimétricos, que son aquellos que
presentan o bien un peso o bien una talla bajos al nacer, y los simétricos/arménicos, en
los que tanto la longitud como el peso se ven afectados. Para llevar a cabo esta
determinacion, una formula muy utilizada es el indice de masa triponderal
[(peso/longitud®) x 100], de modo que si se obtiene un valor < P10 para su edad

gestacional, podria considerarse que se trata de nifio PEG asimétrico.

Relacionado con la condicién de nifio PEG, se encuentra el término "crecimiento
intrauterino retardado” (CIR), un concepto dindmico de velocidad de desarrollo fetal, que
es diagnosticado durante el embarazo, y que es independiente del peso o talla al
nacimiento. La condicion de nifio PEG tiene una especial relevancia, al tratarse de una
situacion que aumenta el riesgo de morbi-mortalidad en el bebé, asi como el riesgo de

desarrollar distintas patologias en la edad adulta.

Epidemioldgicamente, la mayor parte de los estudios se centren el peso del bebé al nacer,
obviando el hecho de que un PEG asimétrico de talla baja también puede presentar
consecuencias metabdlicas negativas a futuro. Se estima que, en nuestro entorno, entre el
5y el 10% de los nifios nacen pequefios para edad gestacional, bien sea por presentar bajo
peso, baja estatura o ambos [142]. A nivel mundial, alrededor de 32,4 millones de
nacimientos son de nifios PEG, situandose el 27% de los mismos en paises con una renta
per capita media-baja o baja (Figura 4). Este porcentaje varia dependiendo de la region,
siendo la frecuencia de un 26% en Asia del sur y del 7% en los paises industrializados
[141,143]. Aunque alrededor del 90% de los nifios PEG presentan un "catch-up"
(recuperacidn de peso/altura hasta alcanzar < 2 DE por debajo de la media de referencia)
espontaneo durante los primeros meses, el 10% restante no llevan a cabo un crecimiento
recuperador y son tratados con hormona del crecimiento (GH). Aun asi, no todos los nifios
nacidos PEG se recuperan de igual manera, y en funcion de la velocidad a la que alcanzan
el citado "catch-up" pueden presentar trastornos neurocognitivos, metabolicos o

cardiovasculares, entre otros [141,144].
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National prevalence of SGA (%)
[10-10 [310-20 20-30 W 30-40 WM 40-50 [ Notestimated

Figura 4. Prevalencia estimada de nacimientos de nifios PEG en paises de renta media o
baja. SGA: pequefio para a edad gestacional. Extaido de Lee et al. (2013) [145]

Los factores que pueden provocar alteraciones en el crecimiento pueden clasificarse en
genéticos, nutricionales, placentarios, maternos y hormonales. Loa primeros, explican
hasta un tercio de los nacimientos con un peso inadecuado. Entre éstos, las
cromosomopatias pueden conllevar tanto un retraso en el crecimiento del bebé como una
interrupcion del embarazo en cortas edades gestacionales. Se ha descrito que una serie de
genes denominados "short stature homeobox" (SHOX) también son una causa importante
de restriccion del crecimiento intrauterino. Una modificacion de este gen se ha
identificado en diferentes casos de nifios nacidos PEG asiméticos, de baja estatura. Este
gen actta como factor de transcripcion modificando la funcion de genes involucrados en
la condrogénesis y crecimiento 6seo, sobre todo de huesos largos de piernas y brazos.
Ademas, se relaciona con patologias como la discondrosteosis de Léri-Weill, que afecta
a la estatura del recién nacido. En el caso de los nifios PEG, se ha encontrado en alrededor
del 6% de nifios nacidos PEG asimétricos [146,147].

En cuanto a los factores nutricionales, una nutricion materna inadecuada antes de la
concepcién y durante los primeros meses de gestacion puede hacer que la placenta no se
desarrolle correctamente, y que el feto no obtenga los substratos necesarios durante el
periodo con mayor multiplicacion celular. Durante las fases finales del embarazo, el
desarrollo del feto toma prioridad en la utilizacion de los nutrientes de la madre, sobre
todo procedente de las reservas de grasa, lo que hace que un crecimiento inadecuado
produzca desnutriciones graves. El glucdgeno no empieza a almacenarse en el higado del
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feto hasta el tercer trimestre. Micronutrientes como hierro, acido, félico, calcio, fosforo o
zinc han demostrado ser necesarios para evitar deficiencias en el crecimiento fetal [148].
Por tanto, las recomendaciones nutricionales se deben aplicar tanto durante el embarazo

como antes de la concepcion [149].

Los hébitos toxicos de la madre también han evidenciado ser un factor de riesgo para el
crecimiento fetal. Asi, el consumo de toxicos como heroina, cocaina o alcohol alteran
gravemente la tasa de crecimiento del feto, causando un CIR. De hecho, se ha demostrado
que incluso un consumo bajo de alcohol (1 6 2 copas al dia) se asocia al CIR, aunque esta
no sea una cantidad suficiente para causar un sindrome alcohdlico fetal [150]. Los efectos
de estos tdxicos se producen tanto de forma directa, llegando el toxico al feto y
atravesando la barrera placentaria, como de forma indirecta, produciendo patologias

como infartos placentarios o inserciones patologicas de la placenta.

La placenta es el 6rgano encargado de regular hormonalmente el crecimiento del feto, asi
como el transporte de oxigeno y nutrientes. Diversos factores de crecimiento son
sintetizados en este drgano, que también cuenta con diferentes receptores, por lo que se
considera un Organo autocrino-paracrino. Consecuentemente, un funcionamiento
inadecuado de la placenta condiciona que un bebé nazca PEG. Ademas, el desarrollo
adecuado del bebé también puede verse condicionado en embarazos multiples por la falta

de espacio intrauterino.

El sistema endocrino toma un papel fundamental en el crecimiento intrauterino [151]. El
estradiol, que es un esteroide gonadal, ha mostrado indicios de causar restriccion del
desarrollo fetal, sobre todo en el primer trimestre de embarazo [152]. Los factores de
crecimiento IGF-1, IGF-1l1 e IGFBP-3 se encuentran disminuidos en nifios PEG,
especialmente en los neonatos que presentan bajo peso [153]. La GH y la somatotropina
coridnica también ejercen cierta influencia, ya que en el Utero empiezan a desarrollar la
actividad que presentara tras el nacimiento. Igualmente, otros factores hormonales como
hGH-V (hormona de crecimiento placentario), FGF (factor de crecimiento fibroblastico)
0 los TGF-B (factores de crecimiento transformadores beta) han demostrado influir en el
desarrollo fetal y, por tanto, en el riesgo de alumbrar un nifio PEG. No obstante, hay que
destacar que, aunque los factores citados tienen pesos diferentes en el riesgo de nacer

PEG, la etiologia es multifactorial.
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Respecto a las consecuencias de nacer PEG, se ha observado que puede conllevar una
menor capacidad cognitiva, ya que la velocidad de crecimiento durante los primeros
meses de vida de estos nifios se correlaciona de forma independiente con la capacidad
cognitiva a los 7 afios [154]. Ademas, se ha evidenciado que los nifios PEG que hacen un
"catch-up” de forma espontanea presentan valores de desarrollo neurocognitivo mayores
que los no recuperadores, aunque con el tratamiento con GH estas diferencias tienden a
desaparecer. Entre las alteraciones méas destacadas en esta poblacion destacan la
coordinacion de la actividad motora gruesa (hasta los 2 afios) y fina (de 3 a 6 afios) y un
bajo coeficiente intelectual a partir de los 7 afios, en comparacion con los nifios nacidos
AEG.

Otra consecuencia importante es el elevado riesgo que tienen los nifios PEG de padecer
obesidad en la edad adulta [155,156]. La restriccion del crecimiento intrauterino puede
conllevar una adaptacion prenatal del sistema cardiocirculatorio, asi como alteraciones en
su desarrollo [157]. Igualmente, un peso bajo al nacer puede causar hipertensién arterial
en la etapa adulta, aunque no queda claro que esa patologia se manifieste también en la
infancia [158,159]. Ademas, al sufrir obesidad en la adultez, se ha descrito que estas
personas presentan un mayor grosor de la arteria carotidea, que es un indicador conocido
de aterosclerosis subclinica, en comparacion con las persona que al nacer presentaron un
tamafio normal para su edad gestacional [160,161]. Pese a no haberse descrito diferencias
en los perfiles lipidicos entre nifios PEG y nifios normales, los primeros presentan
alteraciones en la lipdlisis de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) mediada por
lipoproteina lipasa (LPL) hasta alcanzar el primer mes [162]. Del mismo modo, se ha
observado que el aumento del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) puede ser
causa de una acumulacién de tejido graso, en especial durante los primeros meses de vida,
indicando que el aumento postnatal de IGF-1 podria tener un papel relevante en el
mecanismo por el que estos nifios acumulan tejido graso subcutaneo de forma rapida
[163]. También se ha descrito que los nifios PEG, a pesar de su menor IMC, presentan
mayor resistencia a la insulina, tanto por la programacion fetal como por la obesidad en
si. Esta resistencia a la insulina, aumenta desde el primer afio de vida, y se exacerba en
los casos en los que el “"catch-up™ se alcanza de forma répida [164]. También se ha
descrito que a edades comprendidas entre los 10 y 12 afios, los nifios con sobrepeso que
han nacieron PEG presentan mayor riesgo de padecer sindrome metabélico que los

nacidos con un tamafio normal, pudiéndose observar una relacion directa entre el estatus
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de PEG vy factores de riesgo como la HTA, hipertrigliceridemia, concentrciones de

insulina o glucosa posprandial [165].
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4. Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) fue descrito por primera vez en 1988 y, aunque su
definicion a dia de hoy no esta completamente consensuada, segin la National
Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel 111 (ATP-I11), se puede
describir como un conjunto de factores que conllevan un aumento del riesgo de padecer
una enfermedad cardiovascular o diabetes mellitus tipo 2 y fallecer por ello: TG elevados
(>150 mg/dl), niveles de HDL bajos (<40mg/dL), obesidad abdominal (>94cm en
hombres y >80cm en mujeres), glucosa alta en sangre (>100 mg/dL) e hipertension
arterial (>130/85 mmHg) [166-169]. Su prevalencia es muy elevada, pudiendo alcanzar
en Europa el 41% en los hombres y el 38% en las mujeres, en personas de entre 47y 71

afios. Ademas, estos porcentajes aumentan progresivamente con la edad [170].

Los factores, tanto intrinsecos como extrinsecos, que han demostrado mayor influencia

en esta patologia son los siguientes [171]:
e Historia familiar de SM
e Edad
e Postmenopausia
e Etnia latinoamericana
e Obesidad
e Sedentarismo
e Tiempo excesivo viendo la television [172]
e Consumo de bebidas azucaradas [173]
e Consumo de alcohol [174]
e Patrdn dietético occidental [175]
e Fumar
e Estado de forma bajo [176]

e Estatus socioeconémico bajo
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o Ciertos tratamientos farmacoldgicos (antiretrovirales, clozapina) [177]

Centrandonos en la obesidad, cabe sefialar que, segin la OMS, la prevalencia de esta
patologia se ha duplicado en las Gltimas 3 décadas y alrededor de un tercio de los adultos
mayores de 20 afios presentan sobrepeso u obesidad, y es interesante mencionar que el
SM ha aumentado de manera paralela [178]. Ademas, se estima que la mitad de los casos
de diabetes y un cuarto de los casos de enfermedad cardiovascular se atribuyen al
sobrepeso o la obesidad [179]. Esto pone claramente de manifiesto la estrecha relacién
que existe entre la obesidad y el SM.

No obstante, es importante precisar que no todos los tejidos adiposos blancos guardan la
misma relacion con la etiologia del SM. La grasa visceral presenta patrones de expresion
génica diferentes que la grasa subcutanea, y es la que se asocia con resistencia a la
insulina, particulas de LDL y HDL de menor tamafio y una mayor cantidad de LDL y
VLDL.

4.1. Etiologia y fisiopatologia del sindrome metabolico

La hipertrofia del tejido adiposo provoca una mayor liberacion de acidos grasos libres,
como consecuencia de una lipolisis basal mas elevada, y por ende un mayor flujo de estos
acidos grasos a los diferentes tejidos del organismo (Figura 5). En el mdsculo esquelético,
este flujo excesivo de acidos grasos produce alteraciones en la cascada de sefializacion de
la insulina, haciendo que su funcionalidad se vea disminuida. Esto conduce a una menor
captacion de glucosa por parte de este tejido, lo que contribuye a la hiperglucemia. En
cuanto al higado, la llegada de un elevada cantidad de acidos grasos disminuye el
aclaramiento de la insulina y estimula la sintesis y el vertido de glucosa a sangre,
generando hiperglucemia e hiperinsulinemia, dos signos caracteristicos de la resistencia
a la insulina [180]. El efecto sobre el pancreas presenta dos etapas. En la primera la
Ilegada de un elevado flujo de acidos grasos incrementa la produccion de insulina con el
fin de compensar la hiperglucemia sanguinea y tratar de mantener la euglucemia,
contribuyendo asi a la hiperinsulinemia, y en la segunda reduce su produccion, facilitando

la evolucion hacia la diabetes mellitus tipo 2 [181,182].

Por otro lado, el acceso tan elevado de acidos grasos al higado, que no lleva parejo la
reduccion de la lipogenesis de novo, aumenta la produccion de VLDL, lo que a su vez
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incrementa la actividad de la lipasa hepatica, generando una mayor cantidad de pequefias
particulas de LDL [183]. Este tipo de particulas de LDL son més aterogénicas y propensas
a la oxidacion que las particulas de mayor tamarfio, lo que aumenta el riesgo de padecer

un evento cardiovascular.

En cuanto hipertension arterial en el SM, su desarrollo tiene una etiologia multifactorial.
La resistencia a la insulina activa el sistema nervioso simpatico, aumentando la actividad
de los receptores de angiotensina Il y reduciendo la sintesis de dxido nitrico. Ademas, en
las personas obesas, se da un aumento de la reabsorcion tubular a nivel renal, con la
consecuente retencion de sodio. Esto contribuye al desarrollo de la hipertension arterial
[184]. Igualmente, cuando se padece obesidad, aumenta la actividad del eje renina-
angiotensina-aldosterona [185]. Ademas, el tejido graso hipertrofico segrega adipokinas
que afectan de manera negativa a la presion arterial. Por ejemplo, la leptina activa el eje

hipotalamo-pituitario-adrenal activando también el sistema simpaético.

diabetes tipo 2
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Figura 5. Fisiopatologia del sindrome metabolico. Modificado de Susan L. Samson et al
(2014) [179].

El desequilibrio entre capacidad antioxidante y agentes oxidantes (estrés oxidativo) que
se produce fomenta una condicion inflamatoria en la que se segregan diferentes citokinas
pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-1B, y IL-18, que desencadenan una
remodelacion miocardica, mediada por hipertrofia, que acarrea eventos cardiovasculares

[186]. De hecho, las alteraciones en la produccion de especies reactivas por la
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perioxidacion lipidica, las modificaciones en proteinas oxidativas, la oxidacion de LDL
y fosfolipidos y los cambios en la expresion de genes sensibles a ROS, se consideran

biomarcadores de enfermedades cardiovasculares.

4.2. Higado graso

Hoy en dia se considera que el higado graso es una manifestacion del SM. En las
sociedades occidentales, el higado graso no alcoholico (HGNA) se ha convertido en un
claro problema de salud publica al tratarse de la patologia hepatica mas frecuente. Su
prevalencia es 20-30% en la poblacion general. Estas cifras se ven aumentadas en la
poblacion obesa (50-70%) y en la poblacion diabética (60-80%), pudiendo alcanzar el
100% en personas que padecen ambas patologias (Figura 6) [187]. La prevalencia
aumenta de forma paralela al desarrollo del SM, con una proporcionalidad directa con la
gravedad de los sintomas de este sindrome. También, hasta la mitad de los pacientes con
HTA presentan esta patologia, que se ha asociado con una menor elasticidad de los vasos
sanguineos, patologias renales e incluso fallo cardiaco. Por otro lado, la hipertension

arterial también se asocia un peor pronéstico de HGNA y la aparicion de fibrosis [188].

Aunque el higado graso es una alteracion que no suele producir sintomatologia, tanto su
prevencion como su tratamiento, son necesarios ya que puede evolucionar hacia
situaciones de mayor gravedad. Asi, segun se ha visto en un meta-andlisis, en Europa
hasta el 70% de las personas con HGNA pueden desarrollar esteatohepatitis (Figura 6)
[189]. Esta se describe como una forma mas grave de HGNA en la que se produce
inflamacién y un mayor dafio de los hepatocitos. Esta forma de higado graso puede tener
diferentes consecuencias a nivel hepatico como el desarrollo de fibrosis. Se han descrito
ademas efectos adversos asociados al desarrollo de esteatohepatitis, que no se relacionan
con el higado, como las enfermedades cardiovasculares. Entre el 20 y el 50% de los
pacientes con HGNA desarrollan cirrosis en un periodo de 10 afios [190]. Ademaés, se ha
descrito que la incidencia de hepatocarcinoma en personas con cirrosis varia entre un 2,4
y un 38% [191]. Finalmente, aproximadamente un 35% de los casos de hepatocarcinoma

estan relacionados con la presencia de HGNA (Figura 6) [192].
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Figura 6. Evolucion de la esteatosis hepatica a situaciones de mayor gravedad.
Modificado de Diren Beyoglu et al (2013) [193].

En cuanto a su diagnostico, la diferenciacion entre HGNA y esteatohepatitis es imprecisa
y hay una clara carencia de biomarcadores, tanto de la enfermedad como de la evolucién
de la misma. Las técnicas no invasivas para analizar este fenébmeno en humanos aportan
datos limitados, y los estudios llevados a cabo en animales no reflejan todas las
caracteristicas de las personas. Ademas, los estudios con biopsias de tejido hepético

humano y posterior histologia (Figura 7) requieren poblaciones de estudio muy extensas,

con lo que estudios amplios de este tipo son poco factibles.

Figura 7. Evolucion histoldgica del HGNA hasta la aparicion de fibrosis hepatica.
Modificado de Scott L. Friedman et al. (2018) [188]
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No se conocen con exactitud los mecanismos que desencadenan esta enfermedad, pero es
sabido que la resistencia a la insulina desempefia un papel fundamental en su origen y
desarrollo. En los adipocitos, la resistencia a la insulina aumenta la actividad de la lipasa
sensible a hormonas (HSL), haciendo que aumente la lipolisis de los triglicéridos y por
tanto el flujo de &cidos grasos libres hacia desde este tejido hasta el higado. Estos acidos
grasos pueden oxidarse en las mitocondrias para conseguir ATP, incorporarse a particulas
VLDL o almacenarse en el higado en modo de triglicéridos. Ademaés, debido a la
hyperinsulinemia, aumenta la expression de SREBP hepatica y de manera paralela,
debido a la hiperglucemia, aumenta CHREBP. Esto hace que el exceso de glucosa
hepética se convierta en acidos grasos que, junto a los acidos grasos libres circulantes,
acabaran esterificindose y acumulandose en forma de triglicéridos (estatosis hepatica)
[194].

Se sabe que en la evolucion de esteatosis simple a esteatohepatitis estan implicados el
aumento del estrés oxidativo y en la actividad de citokinas inflamatorias [195]. Los
factores pro-oxidantes predominantes en la estatosis hepatica son las ROS, que se generan
cuando los &cidos grasos hepaticos se oxidan. Las ROS, alteran la estabilidad proteica y
dafan la estabilidad de las membranas celulares a través de una peroxidacion lipidica,
que ademas de deteriorar la funcion de los organulos, producen dafio génico y aumentan
la secrecién de citokinas inflamatorias como TNF-a [196]. Al mismo tiempo, la capacidad
oxidativa mitocondrial se ve reducida, acumulandose acidos grasos en el citosol celular
que hacen que se activen vias alternativas como la w-oxidacion, lo que conlleva mas
formacion de ROS, credndose asi un circulo vicioso. Asi, se fomenta un entorno

inflamatorio que hace que la esteatosis avance a un estado de esteatohepatitis.

Respecto a su tratamiento, la medida mas eficaz y de primera eleccion es una pérdida de
peso mantenida mediante dieta y ejercicio fisico. En la dieta, no se ha evidenciado
claramente que un cambio en las proporciones de los macronutrientes mejore el HGNA,
asi que lo mas recomendable es la restriccidn caldrica en este tipo de pacientes. También
se debe recomendar que la ingesta de fructosa se mantenga baja ya que este azlcar simple
actia negativamente sobre el progreso de la enfermedad, por una parte activando los
factores de transcripcion que estimulan las lipogenesis de novo (SREBP1c y ChREBP),
y por otra disminuyendo la B-oxidacion mitocondrial [197]. Ademas, es importante

abstenerse de ingerir alcohol, ya que este incrementa notablemente la sintesis hepética de
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triglicéridos, favoreciendo su acumulacion. No obstante, en los casos en los que esta
medida es insuficiente, o cuando la adherencia a este tipo de estrategia es baja., diversos
compuestos bioactivos presentes en los alimentos, entre los que destacan los compuestos

fenolicos, podrian ser herramientas eficaces en el manejo de esta patologia.
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5. Compuestos fendlicos

El término compuesto fenolico, incluye a miles de compuestos de distintas procedencias.
Los alimentos de origen vegetal contienen de forma natural compuestos fendlicos, que
abarcan un amplio rango de estructuras moleculares complejas. Son moléculas que
contienen un grupo fenol o mas, que es un anillo aromatico, unido a varios grupos
hidroxilo. Pueden ser desde moléculas simples hasta polimeros de moléculas de hasta
30000Da [198]. Se pueden dividir segun su estructura quimica basica en diferentes

familias como se puede observar en la Tabla 3.

Hay compuestos fendlicos que son indispensables para que las plantas que los contienen
puedan llevar a cabo sus funciones fisioldgicas, mientras que otros las defienden de
diferentes agresiones como la luz ultravioleta o los patdgenos y, al mismo tiempo,

disminuyen su estrés (hidrico, luminoso...) [199].

Tabla 3. Clasificacién de los compuestos fendlicos.

Tipo Estructura quimica Subtipo

Flavonoides

o Kaempferol

Flavonoles )
O e Quercetina
OH
O
Flavonas 0O e Apigenina
Luteolina
@]
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Isoflavonas o Daidzeina
e Genisteina
Flavanonas ¢ Naringenina
e Hesperidina
@]
Antocianidinas ¢ Cianidina
H \‘@[ - e g
© O @) o Delfinidina
OH
OH O
Flavan-3-oles e Catequina
O e Epichatequina
e Epigalocatequina
e Gallocatequina
OH
No flavonoides
Acidos e Acido gélico

hidroxybenzoicos

Estilbenos

Acido vanilico

Resveratrol
Piceatannol
Pterosetilbeno
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Ultimamente, el estudio de estos compuestos ha tomado gran relevancia por las
propiedades preventivas de diferentes patologias como la diabetes tipo 2, las osteoporosis,
las enfermedades cardiovasculares, las enfermedades degenerativas, o el cancer, entre

otras.

5.1. Biodisponibilidad, transporte y excrecion

La biodisponibilidad se puede definir como la cantidad de un compuesto que llega a la
circulacion sistémica, una vez se ha digerido, absorbido y metabolizado a través de la
rutas metabolicas habituales de asimilacion [199]. La velocidad y limite de absorcion de
los compuestos fendlicos estan determinados por su estructura quimica. Es importante
tener en cuenta que los compuestos fenolicos suelen sufrir un intenso metabolismo a nivel
intestinal y hepatico. Tanto los compuestos fendlicos como los metabolitos, se transportan
de forma libre en sangre o unidos a proteinas plasmaticas como la albumina [200]. Los
compuestos fendlicos no absorbidos, llegan al colon donde pueden ser metabolizados por
la microbiota intestinal. A su vez, los compuestos fendlicos pueden modificar la
composicion de la microbiota. De hecho, algunos de los efectos producidos por los
compuestos fendlicos se dan a través de la modulacion de la microbiota intestinal. La
evidencia actual de estudios in vitro, preclinicos o clinicos sugiere que parte de los efectos
beneficiosos sobre el cancer colorectal y las enfermedades cardiovasculares se relacionan
con cambios en subgrupos bacterianos como Bacteroides, Lactobacilus o
Bifidobacterium.[201]. En este sentido, cabe destacar que la variabilidad interindividual
en concentracion y distribucion de bacterias intestinales puede influir en la respuesta a

los efectos de los compuestos fendlicos [202].

La excrecion de los compuestos fenolicos absorbidos, o sus metabolitos, se da por via
biliar o via urinaria. La cantidad de compuestos fendlicos encontrada en la orina depende
del tipo de compuesto que circula por el torrente sanguineo, y es directamente
proporcional a su concentracion en plasma. A modo de ejemplo, se excretan por orina
entre un 2 y un 10,3% de las catequinas absorbidas tras la ingesta de vino. En el caso
concreto del resveratrol, su eliminacion se produce basicamente durante las primeras 4

horas tras su ingesta y la cantidad eliminada depende de factores como el momento de la
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ingesta, concentracion o alimento con el que se ingiere. También depende del tipo de
alimento con el que se ingiere. Asi, se ha observado que su eliminacion se retrasa hasta
cuatro veces si se toma en formato de extracto de uvas que si Se ingiere como vino tinto
[203].

5.2. Compuestos fenolicos de la uva

Diferentes estudios han analizado los componentes de las uvas (sobre todo fibra y
compuestos fenolicos [204]. Estos se encuentran fundamentalmente en la piel (hollejos),
las semillas y el raspon. Entre los flavonoides se encuentran las antocianidinas, las
proantocianidinas y los flavanoles, y entre los no flavonoides los &cidos
hidroxicinamicos. El perfil de compuestos fendlicos de la uva depende de numerosos
factores, siendo uno de los méas importantes la variedad de la uva. En la Tabla 4 se
presenta una comparacion de los compuestos fendlicos presentes en piel y semillas
(componentes béasicos de los extractos de uva) de diferentes variedades de uvas habituales

en nuestro entorno.

Tabla 4. Compuestos fendlicos en distintas variedades de uva.

Tempranillo Graciano Siil\)/?g;rqg;
Piel
Polifenoles totales 18,0mg/g 16,2 mg/g 11,6 mg/g
Antocianidinas 596 mg/g 565 mg/g 553 mg/g
Catequinas 8,1 mg/g 0,50 mg/g 2,05 mg/g
Proantocianidinas 27,7 mglg 25.4 mg/g 17,3 mg/g
Semillas
Polifenoles totales 22,3 mglg 28,5 mg/g 21,8 mg/g
Catequinas 54,6 mg/g 117 mgl/g 76,3 mg/g
Proantocianidinas 40,7 mg/g 57,2 mg/g 53,9 mg/g

Modificado de Monagas et al. (2006) [205]

40



Introduccion

Tal y como se observa en esta la Tabla4 y en la Tabla 5, el perfil de compuestos fenolicos
de la uva también depende de la parte de la uva de que se trate, piel (hollejos), semillas o
raspon). En cuanto a los extractos de uva, otros factores que también influyen son la
técnica de extraccion, asi como de la metodologia utilizada para su separacion y

cuantificacion [206].

También existen factores extrinsecos a la planta, ligados a las circunstancias de
crecimiento (factores agroambientales) que influyen en el perfil de compuestos fendlicos.
En cuanto a las condiciones de cultivo, la presencia o ausencia de determinados nutrientes
en el suelo puede afectar la composicion fitoquimica de frutas y hortalizas, tanto
cualitativa como cuantitativamente. EI clima es otro aspecto importante, por lo que frutos
de una misma variedad cultivada en distintas zonas presentan contenidos de compuestos
fenolicos diferentes. Se ha demostrado que las altas temperaturas durante las etapas de
crecimiento pueden disminuir la sintesis de antocianinas en la uva [207]. Por otro lado, el
estado hidrico en la etapa de floracion del ciclo de la uva tiene un efecto positivo en la
sintesis de compuestos fenolicos, mientras que durante las etapas de madurez la sintesis
de antocianinas y compuestos fenolicos aumenta con los déficits hidricos [208]. El estado
de madurez de las diferentes frutas y verduras también tiene una influencia relevante en
la composicidn fitoquimica. Aunque no se ha encontrado un patrén general para todos los
productos, en términos generales, los frutos inmaduros presentan menor nivel de

compuestos polifenolicos y contenido total de antocianinas [209].

Tabla 5. Principales compuestos fenolicos presentes en las diferentes partes de la uva.

Parte de la uva Fitoquimicos predominantes

Antocianidinas

Derivados de la quercetina
Derivados de kampferol
Catequinas

Resveratrol

Acido clorogénico
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e Catequinas

 Acido clorogénico

e Derivados de la quercetina
e Resveratrol

Acidos caftarico y coutarico
Derivados de la quercetina
Derivados de kampferol
Derivados de miricetina
Catequinas

e Astilbinay engeleina

Raspén 1. v{
G
N

N

’ rd g -}

AT
T

Modificado de Averilla et al. (2020) [210]

5.3. Efectos de los compuestos fendlicos de la uva
5.3.1. Presion arterial

Varios estudios han observado que los compuestos de las uvas pueden reducir la presién
arterial, tanto sistélica como diast6lica. Por ejemplo, Sivaprakasapillai et al. (2009)
analizaron los efectos de un extracto de uva a diferentes dosis en pacientes con sindrome
metabdlico y observaron que tanto la presion arterial sistolica como diastdlica disminuian
hasta 11 mmHg de una manera dosis-dependiente [211]. No obstante, en un meta-analisis
publicado por Li et al. (2015), las mejoras fueron mas modestas, 1,48 mmHg de reduccion
en la presion arterial sistolica y ausencia de significacion estadistica en la presion arterial
diastolica [212]. En cuanto al tipo de hipertension, hay pocos estudios en los que se haya
analizado los polifenoles de uvas en sujetos con pre-hipertensién o con hipertension
arterial de grado uno, siendo los resultados mas claros en personas con hipertension mas

elevada.
5.3.2. Lipidos en sangre

Como se ha mencionado previamente, un factor que influye en las cardiopatias y que
genera el sindrome metabdlico es la dislipemia. Los compuestos fendlicos pueden
modificar la concentracion de colesterol reduciendo su absorcién y disminuyendo su
transporte hacia el higado, lo que se refleja en una reduccion de la concentracion
plasmatica del mismo. Ademas, también afectan a las apolipoproteinas A y B, que son

factores de riesgo cardiovascular, modifican las VLDL y disminuyen las concentraciones
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plasmaticas de triglicéridos, a través del aumento de la actividad de la lipoproteina lipasa

(LPL), lo que a su vez disminuye las concentraciones de LDL circulantes [213].

Ademas, se ha observado que los compuestos fendlicos procedentes de la uva inhiben la
oxidacion de LDL vy, por tanto, el desarrollo de la ateroesclerosis [214,215].
Efectivamente, los compuestos fendlicos de la uva han demostrado tener efecto en el
estrés oxidativo, que puede producir dafio a distintos niveles, habiéndose relacionado con
patologias como asma, enfermedades cardiovasculares, diabetes o enfermedad
obstructiva cronica (EPOC). Algunos ejemplos de la influencia de los compuestos
fendlicos de la uva en el control del estrés oxidativo son los estudios de Castilla et al.
(2008) o Albers et al. (2004), que observaron una disminucién de superdxido (O2) tras
una suplementacion con zumo de uva, o la reduccion el dafio génico como marcador de
estrés oxidativo [215,216].

5.3.3. Diabetes y metabolismo de la glucosa

Recientemente, se han descrito diferentes estudios que han analizado los efectos de los
compuestos fenolicos de las uvas, tanto en la prevencion de la diabetes como en su
tratamiento. La mayor parte de los estudios se han llevado a cabo in vitro o en modelos
animales; los estudios en humanos se centran en su mayoria en la diabetes tipo 2. Por
ejemplo, un consumo moderado de vino puede conllevar una reduccién de hasta el 30%
en el riesgo de padecer diabetes tipo 2 [204]. Uno de los mecanismos méas aceptados en
la bibliografia cientifica para justificar este efecto es la disminucién de la IRS1 fosforilada
en el aminoacido serinay la prevencion de la activacién de la via glucdgeno sintasa cinasa
3/ glucdgeno sintasa en el higado. Otra via de actuacion podria ser el aumento de
expresion de FOXO1 y PPARy musculares. También se ha demostrado que los
compuestos fendlicos de la uva modifican de forma indirecta el metabolismo de la glucosa
a través de su actuacion sobre la microbiota. Un ejemplo de ello son las bacterias
bifidobacterium, que se incrementan ante una ingesta de un extracto de uva [217]. No
obstante, estudios como el de Ramos-Romero et al. (2020) observaron que los efectos
beneficiosos de un extracto de uvas en los niveles de insulina, no estaban mediados por

los subgrupos de microbiota mas abundantes del organismo [218].

5.3.4. Otros
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Otros efectos producidos por la suplementacion con compuestos fenolicos de uva son la
antiagregacion plaquetaria, que es considerado un mecanismo cardioprotector, o la
prevencion de la fibrilacion auricular, aunque la evidencia en estos campos aln es escasa
[219,220].

5.4. Pteroestilbeno

Los estilbenoides son un grupo de compuestos fendlicos ampliamente presentes en
plantas, aceites aromaticos y plantas comestibles. Entre este tipo de compuestos, destaca
el resveratrol (3,5,4 -trihydroxystilbene), que es un polifenol presente en alimentos como
uva y sus derivados, como el vino tinto, frutos rojos, pistachos y cacahuetes. En los
ultimos afios, este compuesto fendlico ha sido ampliamente estudiado, al presentar
numerosos efectos beneficiosos, como la accion antioxidante, la activacion de la via de
la sirtuina, la mejora de la sensibilidad a la insulina y tolerancia a la glucosa y el aumento

de la lipolisis, entre otros [221].

El pteroestilbeno (3,5-dimethoxy-4-hydroxy-trans-stilbene) es un derivado dimetoxilado
natural del resveratrol (Figura 8), que fue extraido por primera vez del sandalo, y que se
encuentra sobre todo en uva, ardndanos y maderas [222-224]. Este compuesto se
diferencia del resveratrol porque el grupo hidroxi es sustituido por un grupo metoxi en
las posiciones 3’ y 5°. Esto disminuye su metabolizacién en intestino e higado,
aumentando asi su biodisponibilidad, y ademas facilita su transporte al interior de las

celulas, al tener una estructura mas lipofilica [225].

OH

OCH3

Resveratrol Pterostilbeno

Figura 8. Estructura quimica del pteroestilbeno y de resveratrol (polifenol del que
procede). Imagen extraida de Tsai et al. (2017) [226].
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En cuanto a sus efectos, se ha demostrado que presenta capacidad anti-inflamatoria, a
través de la inhibicion de la produccion de IL6, TNFa y proteinas relacionadas con el
estrés del reticulo endoplasmético [227]. Del mismo modo, ha demostrado disminuir la
expresion de genes pro-inflamatorios como prostaglandina-endoperéxido sintasa 2
(COX-2), oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis
tumoral- o (TNF-a), proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) e inhibidor del
activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) [228].

Ademas, se ha observado que el pteroestilbeno reduce el estrés oxidativo y la produccién
de especies reactivas de oxigeno, como el perdxido de hidrogeno o el anidn superoxido,
que estan implicados en el inicio y desarrollo de distintas patologias. De esta manera, se
han descrito beneficios claros por el tratamiento con pteroestilbeno en patologias en las
que la generacion de especies reactivas de oxigeno tiene un papel relevante, asi como en
el progreso del proceso de envejecimiento [229]. Estudios in vitro has puesto de
manifiesto que la exposicion de diferentes lineas celulares a esta molécula aumenta la
produccién de distintos antioxidantes como la catalasa, glutation total, glutation

peroxidasa, glutation reductasa y superoxido dismutasa [230].

También se ha observado que el pteroestilbeno tiene efectos anti-diabéticos, debido a su
accion citoprotectora de las células B pancreaticas y a la reduccion del estrés oxidativo,
mediado por NF-E2-related factor 2 (Nrf2) [231]. En un estudio realizado en animales
que presentaban diabetes tipo 1, se observé que una administracion de pteroestilbeno a la
dosis de 20 mg/kg/dia ejercia efectos similares a la administracion de 30 mg/kg/dia de
metformina, un antidiabético de uso habitual, concluyendo que el compuesto fendlico
producia un efecto similar al de la insulina en diferentes tejidos [232]. Por otra parte,
Sireesh et al. (2017) publicaron que el pteroestilbeno también tenia efectos protectores
frente a la muerte celular y el dafio pancreatico causados por las citokinas pro-
inflamatorias [233]. Ademas de una mejora en las concentraciones séricas de glucosa e
insulina, los animales tratados con 10 mg/kg/dia de pteroestilbeno presentaron menores
concentraciones pancreaticas y circulantes de interleukina 1, factor de necrosis tumoral
a e interferon vy, que son citokinas con efecto dafiino para las células  pancreaticas. Sin
embargo, en otro estudio similar, ratones con una diabetes tipo 1 fueron tratados con
glibenclamida (una sulfonilurea), a la dosis de 600 mg/kg/dia, o pteroestilbeno a dosis de

10 6 5 mg/kg/d, o una combinacion de los dos compuestos, observandose que tanto en el
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grupo tratado con el antidiabético como el tratado con ambos compuestos, pero no en el

grupo tratado solo con pteroestilbeno, se producia una mejora del control glucémico.

En el caso de la diabetes tipo 2, el pteroestilbeno también puede llegar a tener efectos
similares al producido por los antidiabéticos orales, disminuyendo los valores de
hemoglobina glicosilada y aumentando la actividad de la hexokinasa y la glucosa 6P-
deshidrogenasa. Asi, se pueden concluir que el pteroestilboeno mejora el control
glucémico de la DT2 en modelos animales [234]. En el caso de la fase previa al desarrollo
de la diabetes tipo 2, donde se evidencia una resistencia a la insulina, el pteroestilbeno
también mejora las concentraciones de glucosa e insulina en modelos animales. Un
ejemplo es el del estudio realizado en nuestro grupo, en el que se evidenci6 un descenso
del HOMA-IR y una mejora en el test de tolerancia a la glucosa en animales tratados con
15 mg/kg/dia de pteroestilbeno [235]. Este efecto se produjo por el aumento de la
expresion proteica de GLUT4, de la fosforilacion de la Akt, de la cardiotropina 1y de la

actividad de glucoquinasa, entre otros mecanismos.

Hay pocos estudios que hayan analizado los efectos del pteroestilbeno en la esteatosis
hepatica. No obstante, el estrés oxidativo en el higado es un importante contribuyente al
desarrollo de la esteatosis hepatica y por tanto, como se ha mencionado previamente, el
pteroestilbeno puede presentar efectos beneficiosos de forma indirecta a través de esta
via. Por ejemplo, Satheesh et al. (2006) observaron que en el caso de las ratas diabéticas
el pterosestilbeno disminuia los niveles de TBARS e hidroperéxidos lipidicos, entre otros
compuestos, concluyendo que este compuesto fendlico mejoraba de esta manera el estrés

oxidativo del higado y, por tanto, el progreso de la esteatosis hepética [236].

La dislipemia también se ve mejorada por accion de este compuesto fendlico. En estudios
llevados a cabo en modelos animales, el pteroestilbeno ha demostrado disminuir los
niveles de LDL y VLDL y aumentar los de HDL, al mismo tiempo que reduce los
triglicéridos, los acidos grasos libres y los fosfolipidos en ratas diabéticas [237]. Rimando
et al. (2005), observaron cémo la suplementacion de la dieta habitual con pteroestilbeno
en hamsteres disminuia las concentraciones plasmaticas de colesterol total y LDL un 18%
y un 29%, respectivamente y aumentaba los de HDL un 7%. Bhakkiyalakshmi et al (2016)
demostraron que dosis de 5 o 10 mg/kg/dia de pteroestilbeno eran suficientes para

evidenciar una disminucion significativa de las concentraciones de colesterol total, LDL
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y triglicéridos; sin embargo, solo se la dosis de 10 mg/kg/dia aumentd la concentracion
de HDL [225].

En cuanto al mecanismo de accion del pteroestilbeno en la dislipemia, se cree que los
grupos metoxi toman un papel relevante en la activacion de PPARa, actuando este
compuesto como agonista de este factor de transcripcion, y reduciendo asi la
hiperlipidemia. En todo caso, hay que tener en cuenta que estos resultados no tienen por
qué ser extrapolables a humanos. De hecho, Riche et al. (2014) no reportaron cambios en
la concentracion de triglicéridos de personas con dislipemia tratadas con pteroestilbeno y

las de LDL se vieron aumentadas [238].

En cuanto a la seguridad del tratamiento con pteroestilbeno, aunque la bibliografia que
analiza este aspecto en humanos es escasa, se ha demostrado que este compuesto fenolico
no presenta problemas de toxicidad. En el estudio llevado a cabo por Riche et al.(2014),
en el que se administraron hasta 250 mg al dia de pteroestilbeno a adultos con dislipemia
no se describieron efectos adversos [238]. Por ello, el pteroestilbeno puede considerarse

una molécula segura, aunque se requieran futuros estudios sobre ello.
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1. MikroRNAKk

MikroRNAKk (miRNA) 9-23 nukleotidoko RNA zati ez-kodifikatzaileak dira, 3’
muturrean talde hidroxilo bat eta 5° muturrean talde fosfato bat dutenak. Caenorhabditis
elegans nematodoan aurkitu ziren lehen aldiz, eta animalia, landare, alga eta birus espezie
batzuetan aurki daitezke [1]. Geroago (1993an), beren jarduera erregulatzailea aurkitu
zen, eta miRNA lin-4k LIN-14 proteina negatiboki nola erregulatzen zuen deskribatu [2].
Gaur egun, 300 miRNAs baino gehiago deskribatu dira, bai karraskariengan bai
gizakiengan, nahiz eta uste den giza genomak 1.000 baino gehiago kodifika ditzakeela
[3,4]. Garrantzitsua da azpimarratzea gene bakoitza hainbat miRNAen itu izan daitekeela
eta, aldi berean, miRNA bakar batek 100-200 itu-mRNA potentzial izan ditzakeela [5,6].
Horrela, kalkulatzen da geneen heren bat baino gehiago miRNAek erregulatzen dituztela,
eta, beraz, esan daiteke miRNAek funtsezko zeregina betetzen dutela genoma osoaren

espresio genikoaren erregulazioan [7].

MiRNAen ikerketa eremuak hazkunde handia izan du azken urteotan, eta halaxe
jarraitzen du miRNA berriak aurkitu ahala, genomikarekin lotutako teknologien

aurrerapen azkarrei esker.

1.1. MiRNAen bhiosintesia
1.1.1. Pri-miRNAen sintesia

MIRNA gehienak eremu intronikoetan kodifikatuta daude, eta gutxi batzuk eremu
exonikoetan [8]. Horrez gain, miRNAen erdiak, gutxi gorabehera, beste miRNA
batzuekin batera daude, transkripzio polizistronikoen bidez osatzen diren taldeak eratuta
(klusterrak) [9]. MiIRNA gutxi batzuek baino ez dute frogatu transkribatzaile propioak
dituztela. Horrela, miRNAK talde hauetan sailka daitezke: miRNA intronikoak unitate
kodifikatzaileetan, miRNA intronikoak unitate ez-kodifikatzaileetan, miRNA exonikoak
unitate kodifikatzaileetan eta miRNA exonikoak unitate ez-kodifikatzaileetan (1. irudia)
[10].
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mir-101-2

a. miRNA intronikoa transkripzio unitate (TU)
kodifikatzailean

HSPC338

mir-135a-2

b. miRNA intronikoa TU ez-kodifikatzailean

NCRMS

mir-985

c. miRNA exonikoa TU kodifikatzailean

CACNGS

mir-206

d. miRNA exonikoa TU ez-kodifikatzailean

7TH4

1.Irudia. miRNAen antolaketaren eta egituraren adibideak. Wahid et al.-tik moldatuta

[10].

MiRNAen transkripzioaren arduradun nagusia RNA polimerasa Il da, nahiz eta
polimerasa Il1k transkripzioa burutzen duen kasuak deskribatu diren [11,12]. Polimerasa
Il bidezko espresioak aldaketa zehatz batzuk ahalbidetzen ditu, miRNA taldeen espresioa
baldintza espezifikoen mende ipinita. MiRNAen erregulazioa maila transkripzionalean
kontrolatzen da, batez ere, eta aldatzaile epigenetiko zehatzen bidez gertatzen, ehunaren
arabera. Zelulen egoera fisiopatologikoaren arabera, miRNAk neurri handiagoan edo

txikiagoan adierazten dira. Gainera, metilazioaren inhibitzaileak bezalako molekula
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batzuen eraginpean jartzean, haien espresioa aldatu egiten da [13]. Histonen aldaketa
prozesuak ere miRNAen erregulazio epigenetikoa egiten duela frogatu da. Azetilazioak
kromatinaren egitura laxatu eta transkripzioa aktiba dezake; desazetilazioak, aldiz,
kromatina trinkoagoa sortzen du, eta horrek miRNAen transkripzio genikoa eragozten du
[14]. Espresio horren emaitzari miRNA primarioa edo pri-miRNA esaten zaio, eta hainbat
mila oinarri-pareren luzera dauka. "STEM loop" edo urkila erako egitura du,

guanosinazko txanoarekin (cap-5’) eta 3’ buztan poliadenilatuarekin.
1.1.2. Nukleo barruko prozesamendua

Animaliengan, miRNA guztiak zelula nukleoan prozesatzen dira. Prozesu horretaz
Drosha proteina nuklear endoribonukleasa arduratzen da, DGCR8 (DiGeorge critical
region 8) lotura proteinarekin konplexu bat osatuz. Bi proteina horien elkarketa
mikroprozesadore konplexua izendatzen da. DGCR8 proteinak (baita Pasha izena
daukanak ere) seinaleztatzaile gisa jarduten du, eta, seinale horren eraginez, Drosha
proteinak pri-miRNA ebakitzen du urkilaren azpitik dauden 11 base pare inguruan. Hala,
60-70 nukleotidoko urkila egitura lortzen da, miRNAren aitzindaria (pre-miRNA)
izenekoa (2. irudia) [15,16].

Bitxia bada ere, array bidezko analisietan ikusi da mikroprozesadore konplexuak RNA
asko erregula ditzakeela. 1zan ere, konplexu hau beste proteina batzuekin batzeko gai dela
iradokitzen da, miRNAez gain beste prozesu batzuk erregulatzeko [16].

1.1.3. Nukleotik zitoplasmarainoko garraioa

Pre-miRNA mintz nuklearra zitosoleraino zeharkatzen duen egitura da. "RanGTP-
dependent nuclear transport receptor exportin-5" proteinarekin lotuta egiten du [17].
Proteina horrek «U» itxurako egitura osatzen du, eta pre-miRNA terminalaren eremura
lotzen da [18]. Garraio funtzioaz gain, esportina-5ek miRNA egonkortzen du, mintza
zeharkatzen duen bitartean. RanGTP kofaktorea, zeinaren esportazioa mendekoa baita,
konplexuarekin ere lotzen da, nahiz eta ondoren hidrolizatu egiten den zitoplasman, pre-
miRNA garraiatzaile konplexutik banatuta. Esportazioaren beraren erregulazioaren
gaineko bibliografia urria den arren, hainbat konposatuk erregula dezaketela deskribatu
da, besteak beste hormonek. Uste da esportina-5en erregulazioa eta, beraz, miRNAen

espresioaren mugaketa pre-miRNAren eta garraiatzailearen arteko lotura erregulatuz
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gerta daitekeela, bai esportazioaren lotura eremua ezkutatuz bai proteinaren egitura bera
aldatuz (2. irudia) [17].

1.1.4. Prozesatze zitoplasmatikoa

MiRNA zitoplasmara iritsi eta garraiatzaile konplexutik desakoplatu ondoren, Dicer
entzima, RNAsa Il mota bat dena, endonukleasak prozesatzen du, miRNA heldua
osatzeko. Dicer proteina 0so espezifikoa eta 0so kontserbatua da, organismo eukariotiko
gehienetan aurki daitekeena. Nahiz eta organismo batzuetan hainbat Dicer mota egon,
Dicer-1 da miRNAen heltzearen arduraduna [19]. Funtsezko entzima da prozesu
horretan; izan ere, deskribatu da haren espresiorik ezaren emaitza miRNA aberranteen
eraketa eta pre-miRNAen metaketa direla [20,21]. Gainera, mekanismo epigenetikoen
bidez, Dicerren ekintza miRNA isoformak sortzeko alda daiteke, eta horrek haien
ituetarako espezifikotasuna aldatzen du [21]. Beste proteina batzuekin batera lan egiten
du, hala nola argonauta familiako proteinekin, eta jakina da "trans-activation response
RNA-binding proteins™ (TRBP) proteinekin eta "interferon-inducible double stranded
RNA-dependent activator” kinasa proteinarekin (PRKRA, PACT izenez ere ezaguna)
hertsiki lotuta egiten duela [22]. Dicer konplexuak 22 nukleotido inguruan egiten du
mozketa, pre-miRNA kurbaren oinarritik, eta horrela miRNA duplexa lortzen da,
mikroRNA helduen 2 hariz osatua . Ondoren, duplexa argo familiako proteina konplexu
batera akoplatzen da eta bi hariak banatu egiten dira. Horietako batek argo konplexuari
lotuta jarraituko du, eta bestea, berriz, degradatuta izango da. Zein hari degradatuko den
aukeratzeko arrazoi nagusietakoa duplexaren muturren termoegonkortasuna izan
daitekeela deskribatu da [23]. MiRNA heldua duen proteina konplexuak ahalmen aktiboa
du, eta "RNA-induced silencing complex" (RISC) izendatzen da (2. irudia).
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2. Irudia Nukleoan ematen den prozesatzea, nukleotik zitoplasmara garraiatzea eta

zitoplasman prozesatzea. Yates et al (2013)-tik hartuta [15].

1.2. MiRNAen ekintza beren ituetan

MiRNAek beren itu geneak erregulatu ahal izateko, RISC konplexuak bere itu
mRNArekin bat egin behar du, normalean 3'UTR eremuan [24,25]. mRNAren eta
miRNAren (seed sequence) 2-8 baseen artean osagarritasuna izatea eskatzen da,
miRNAren 3" muturrarekiko  nolabaiteko  interakzioaz ~ gain, loturaren

termoegonkortasuna ziurtatu ahal izateko [26]. MiRNAK itu bat eta ez beste batzuk
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(ehunka aukeraren artean) aukeratzeko erabiltzen duen mekanismoa ez dago guztiz argi.
Hala ere, mRNA ituaren N6 posizioan adenosinaren metilazioaren eragina posibilitate bat
izan daiteke [27,28].

Bibliografian deskribatu denez, miRNAKk hainbat funtzio betetzeko gai dira, hala nola
transkripzioaren erregulazioa, itu-mRNAen loturaren eta itzulpenaren inhibizioa, ituen
degradazioa edo itu-mRNAK sintetizatu berri dituen proteinen egonkortasunaren
murrizketa [29]. MiRNAen funtzio nagusiak RISC konplexuaren eta itu-mRNAren arteko
lotura motaren araberakoak dira. Lotura ez-osoa gertatzen bada, mRNA diana itzultzeko
prozesua inhibitu egiten da; lotura osoa baldin badago, ostera, diana degradatzeko
prozesua gertatzen da [28].

1.3. Dieta-miRNA interakzioa eta biomarkatzaile gisa duen gaitasuna

Zenbait ehunetan miRNAK oso ezegonkorrak izan eta azkar degradatu arren, RNasen
presentziaren ondorioz, odolean 0so egonkorrak direla eta gaixotasunen edo prozesu
fisiologikoen biomarkatzaile gisa erabil daitezkeela deskribatu da [30]. Izan ere,
miRNAek proteinekin konplexuak sortzeko gaitasuna dute, HDL lipoproteinekin, esate
baterako, edo besikula txikietan kapsulatuak dira, eta horrek beren degradazioa saihesten
du [31]. Deskribatutako formetan odol-zirkulazioarekiko jariatze aktiboaz gain, miRNAk
odolera ere transferitzen dira, difusio pasiboaren bidez, eta nahiko erraz neur daitezke
gorputzeko fluidoetan, odolean, serumean, likido zefalorrakideoan edo gernuan, kasu
[32,33].

Duela gutxi, hainbat azterlanek exosomen presentzia aztertu dute; miRNAK barnean
dituzten mintz fosfolipidiko bikoitzeko besikula-mota bat dira [34]. Eraginkortasun
handiko bitartekariak dira zelulen barneko material genetikoa hainbat ehunetako zelulen
artean transmititzeko. Hainbat gorputz fluidotan identifika daitezke, 0so modu
egonkorrean, eta barnean RNA, miRNA, hainbat proteina edo transkripzio-faktoreak
eraman ditzakete, beste molekula batzuen artean, jatorrizko zelulatik zelula hartzailera.
Exosomak zenbait zelulak jaria ditzakete, hala nola zelula dendritikoak, epitelialak,
tumoralak, globulu gorriak eta hepatozitoak. Horien mintz proteinak direla eta, zelula
hartzaileen errezeptoreekin interakzioa dutela uste da (eta haien mintz-proteinekin,
CD63rekin, adibidez), ligando hartzaile elkarketa eginez eta material genetikoa

endozitosi bidez transmitituz [35].
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Egiaztatuta dago pertsonen sexuaren eta egoera fisikoaren araberakoak direla miRNAk
[36,37]. Gainera, bai miRNA zirkulatzaileak bai exosomenak aldatu egiten dira
subjektuen patologien arabera, eta, beraz, biomarkatzaile ez-inbaditzailetzat har daitezke.
Horrez gain, nahiz eta beren analisia konplexuagoa izan, exosomek abantaila hau dute:
mintz proteinek mintzaren jatorria iradoki dezaketenez, kapsulatutako miRNA zer

ehunetatik datorren jakin daiteke.

MiRNAen eta dietaren arteko elkarrekintzari dagokionez, mikroRNAK nutrizio egoeraren
adierazle direla ere frogatuta dago. Adibidez, zinkik ez dagoenean, miR-204, miR-296
edo miR-375-re espresioa murriztu egiten da [38]. Era berean, 25-hidroxivitamina D
kontzentrazio txikia duten emakumeek modu desberdinean espresatzen dituzte 11
miRNA, bitamina horren kontzentrazio handia duten emakumeekin alderatuta [39]. Hori
ez ezik, elikagaien osagai batzuek zenbait miRNAen espresioa positiboki edo negatiboki
erregulatzen dutela ere ikusi da. Adibide bat jartzearren, miR-let7a kontzentrazioa
areagotu egiten da kurkuma, te berdea edo espinakak hartu ondoren [40,41]. MiRNAen
espresioa aldatzen duten konposatuen artean, fenolikoak nabarmen daitezke,

organismoan hainbat funtzio betetzen baitituzte miRNAen bidez.

Bestalde, 2012an, landare jatorriko miRNA exogenoak identifikatu ziren karraskarien
serum eta ehunetan, baita gizaki osasuntsuen serumean ere, eta miRNA horiek jatorri
dietetikokoak zirela ondorioztatu zen [42]. Ikerketa horretan bertan, arrozean zegoen
miRNA batek, miR-168k, LDLren errezeptore batekin erlazionatutako proteina baten
espresioa erregulatzen zuela egiaztatu zen. Emaitza hauek ikusita, esan daiteke badagoela

digestio prozesua jasan eta odolera igaro daitekeen material genetikoa.
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2. Adipokinak

Gantz ehun zuriaren funtzio nagusia adipozitoetan triglizerido gisara energia metatzea da.
Hala ere, 1994an, ikuspegi hori zabaldu egin zen, leptina aurkitu ondoren [43]. Gaur egun,
gantz ehuna organo endokrinotzat jotzen da, organismo osoko organo endokrino handiena
da, ziurrenik, eta adipokina edo adipozitokina moduan ezagutzen diren proteinak
sintetizatzeko eta askatzeko gaitasuna du (3. irudia). Proteina horiek erregulazio
autokrinoko, parakrinoko eta endokrinoko funtzioak betetzen dituzte, eta, horrela,
seinaleztatze metabolikoko bide ugari erregulatzen dituzte. lzan ere, gantz ehunak
jariatutako 700 proteina baino gehiago deskribatu dira, nahiz eta asko oraindik

balioztatzeke dauden.

IL-6 Leptina Omentina NOV/CCN3

1992 1993 1994 1995 1997 1998 2001 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

TNF-a Adiponectina Vaspina Chemerina

3. irudia. Adipokinen aurkikuntzaren denbora lerroa

2.1. Leptina

Leptina ehun adiposo zurian sintetizatzen da, nagusiki, gehienbat larruazalpeko ehunean;
izan ere, leptinaren kontzentrazio zirkulatzaileak gorputzeko gantz masaren
kantitatearekiko zuzenki proportzionalak dira [44]. Hala ere, urdailean ere gertatzen da.
16kDa-ko proteina da, eta zeregin garrantzitsua du prozesu metabolikoen,
neuroendokrinoen, ugalketa prozesuen eta energia balantzearen erregulazioan. Halaber,
bibliografian adipokina honek immunitate sisteman, kognizioan eta hezur metabolismoan

daukan eragina deskribatu da [45].

Leptinaren errezeptoreak (Rob) hipotalamoan eta hainbat organotan daude, hala nola

gibelean, biriketan, giltzurrunean, pankrean edo gantz ehunean bertan [46]. Errezeptore
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horien presentziak adipokina honen gaitasun autokrinoa eta parakrinoa indartzen ditu.
Leptinaren seinaleztatze sistema nabarmenena JAK-STAT (Janus kinase (JAK)/signal
transducer and activator of the transcription) bidea da, neuropeptiko anorexigenoen
espresioa erregulatzen duena [47]. Aldi berean, leptinak peptido orexogenikoen sintesia
ere gutxitzen du. Intsulinaren akzio erregulatzaileari dagokionez, leptinak garrantzi
berezia du fosfatidilinositol 3 kinasa (PIBK/AKT) bidearen aktibazioan, ehun
periferikoetan intsulinarekiko sentikortasuna estimulatzen baitu [48].

Aurkitu zenean leptina obesitatearen tratamendurako tresna eraginkorra izan zitekeela
pentsatu bazen ere, laster ikusi zen ez zela horrela izango, hipoleptinemia pertsona
obesoen ehuneko oso txikian baino ez delako gertatzen [49]. Alta, gehienek adipokina
honen kontzentrazio plasmatiko handiak eta leptinarekiko erresistentzia erakusten dituzte
[50-52].

2.2. Adiponektina

Adiponektina 1995ean aurkitu zen, leptinaren aurkikuntzatik gutxira [53]. Adipokina hau
narotasunez ageri da gantz ehun zurian, eta bertan baino ez. Beste adipokina batzuetan ez
bezala, gantz masa handitu ahala haren espresioa murriztu egiten da [54]. Funtsean,
gehienbat muskulu eskeletikoan eta gibelean dauden AdipoR1 eta AdipoR2 errezeptoreen
bidez jarduten du [55]. Adipokina honek intsulinaren eragina hobe dezakeela egiaztatu
da, eta TNFa kontzentrazio handiekin eta PPARekin lotutako erresistentzia iraul
dezakeela, AMP proteina kinasa (AMPK) aktibatuta [56]. Bestalde, ikusi da 2. motako
diabetesa duten pazienteek adiponektinaren odol kontzentrazio txikiagoa dutela, eta
diabetikoak ez diren subjektuen kasuan, adiponektina maila handiak gaixotasuna
garatzeko arrisku txikiagoarekin lotzen dira [57]. Era berean, negatiboki lotzen da

barauko glukosa kontzentrazioekin [58].

Adipokina honek garrantzi berezia du gibelean, gantz azidoen oxidazioa areagotzen
duelako, eta glukoneogenesia eta de novo lipogenesia murrizten dituelako [59]. Gainera,
organo horretan, adipokina honek hantura gutxitzen du, TNFa edo IL-6 moduko
proinflamazio zytokinen produkzioa murriztuz eta 1L-10 moduko hanturaren aurkako
proteinen espresioa areagotuz [60]. Efektu antifibrotikoak ere deskribatu dira, AMPK eta

PPARa proteinen blokeoaren ondorioz, izar zelulen efektua dela kausa, eta, horrela,
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gibeleko fibrosia eragiten duten geneen espresioa murriztu egiten da [61]. Beraz, gaur
egun, hainbat ikerketa egiten dira adiponektinaren edo haren errezeptoreen jarduera
areagotzeko, obesitateak eta intsulinarekiko erresistentziak eragindako hanturaren
ondoriozko patologiak tratatzeko [62,63].

Haurrei dagokienez, adiponektinaren kontzentrazio plasmatiko txikia helduaroko
aterosklerosiaren iragarletzat har daiteke, eta, hortaz, badago proposatzea adipokina hau
gaixotasun kardiobaskularrak izateko arrisku mailaren arabera haur gizenak
estratifikatzeko erabiltzea [64].

2.3. Vaspina

Vaspina (visceral adipose serpin protease inhibitor) 47kDa-ko eta 415 aminoazidoko
proteina da, batez ere erraietako gantz ehun zurian ageri dena, baina baita gibelean,
pankrean, azalean edo urdailean ere. Vaspina serikoaren kontzentrazio handiak
obesitatearekin, intsulinarekiko sentikortasunaren alterazioarekin eta egoera fisiko
eskasarekin lotu dira [65]. Intsulinarekiko efektu sentsibilizatzailea dauka, baita
anorexigenoa ere [66]. Horrela, saguei adipokina hau bide intraperitonealaren bidez eman
eta gero elikagai gutxiago jan zuten, eta odoleko glukosa kontzentrazioak murriztu egin
zitzaizkien [67]. Gainera, subjektu diabetikoek eta prediabetikoek norbanako osasuntsuek
baino vaspina zirkulatzaile kontzentrazio handiagoak dituztela deskribatu da [68].
Vaspinaren ekintza mekanismo osoa oraindik zehazteke dagoen arren, badakigu serina
proteasak inhibituz jarduten duela. Gai da kallikreina 7 proteina diana gisa inhibitzeko,

zeinak, aldi berean, A eta B kateetan intsulina degradatzen baitu [69].

Vaspina obesitatearekin eta hipertentsio arterialarekin lotu izan da gibel koipetsu ez-
alkoholikoa duten subjektuengan [70,71]. Hala ere, oraindik ezin da baieztatu, ez
dagoelako ebidentzia nahikorik, hori ez dela intsulinarekiko erresistentziaren eta
patologia horrek sortzen duen hanturaren aurreko konpentsazio mekanismoaren ondorio.
Izan ere, berezko hipertentsioa zuten arratoiekin egindako azterlan batean, adipokina hau
bide intraperitonealaren bidez emateak hipertentsio arterial sistolikoa areagotzea

prebenitu zuen, mekanismo antioxidatzaileen eta antiinflamatorioen bidez [69].
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Halaber, vaspinak gaixotasun kardiobaskularretan eragina duela deskribatu da, eta
estenosi karotideoan jarduera markatzailea daukala. Ildo beretik, ikusi da adipokina
honen kontzentrazio plasmatiko txikiak eta adipokinaren mRNA maila txikiak beste
patologia kardiako batzuen iragarleak izan daitezkeela, koronariopatiena eta angina

ezegonkorrarena, esaterako [66,72].

Haur eta nerabeen kasuan, neskek mutilek baino vaspina kontzentrazio handiagoak
dituztela egiaztatu da, eta aldea, gainera, pubertarora arteko adinean areagotu egiten da.
Haurren sexua, adina edo GMla alde batera utzita, vaspinaren kontzentrazio txikiak
intsulinarekiko sentikortasun hobearekin lotu dira, baina presio arterial sistoliko
handiarekin eta funtzio endotelialean izandako kalteekin ere bai [73].

2.4. Omentina

Omentinl isoformarik ohikoena da, hala plasman nola gantz ehunean, eta, funtsean,
erraietako gantz ehunak jariatzen du, bereziki zelula estromal baskularretan [74].
Intsulina sentsibilizatzeko efektua duela frogatu du, eta, horrela, intsulinak adipozitoetan
estimulatutako glukosa bilketa hobetzen du [75]. Omentina zirkulatzaileak
obesitatearekin eta intsulinarekiko erresistentziarekin duen erlazioa alderantzizkoa da.
Gainera, emakumeek omentina zirkulatzailearen kontzentrazio handiagoa dute gizonek
baino. Halaber, adipokina honek adiponektinarekin korrelazio positiboa daukala
deskribatu da, eta, ondorioz, koipe-masarekin alderantzizkoa [76]. Pubertaro aurreko
adinean (7-13 urte) dauden haurren kasuan, ikusi da omentinaren kontzentrazio serikoa
ez dagoela soilik gorputz masa indizearekin (GMI) eta zirkunferentzia abdominalarekin
korrelazioan, baita intsulinaren eta HOMAren kontzentrazioekin ere [77]. Hala ere, aurki
daiteke omentinaren kontzentrazio handiak metabolismo lipidikoaren alterazioekin lotzen
dituen bibliografiarik, baina zuzeneko lotura hori konpentsazio mekanismo bati egozten
zaio [78].

Omentinaren seinaleztapen ibilbideei dagokienez, oraindik argitzeko daude tartean diren
mekanismo guztiak. Dena den, ikusi da inplikatutako mekanismoetako bat apetituarekin
lotutako peptidoen erregulazioa izan daitekeela, kokaina eta anfetamina transkripzio
erregulatuko proteinaren (CART) eta korticotropinaren hormona askatzailearen (CRH)

espresio hipotalamikoa murriztuz, baita L-dopa eta norepinefrina ere [79]. Intsulinarekiko
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erresistentzia hobetzeari dagokionez, ekintza mekanismoetako bat kinasa b proteinaren
(Akt) fosforilazioaren bidea izan daiteke adipozitoetan, nahiz eta omentinak IRSren
jarduera areago dezakeela egiaztatu den, AMP aktibatutako kinasa (AMPK) proteina
aktibatuz, eta, hortaz, rapamizinaren itu baten inhibizioa eragin dezakeela (mTOR-
p70S6K) [80,81].

2.5. Chemerina

Doktoretza tesi honetan chemerina beste adipokinak baino zehatzago aztertu denez,
sarrera honetan gainerako adipokinei dagokienetan baino deskribapen zabalagoa egingo
da. "Retinoic acid receptor responder protein 2" (RAR-RES?2) eta "tazarotene-induced
gene 2 protein” (TIG2) izenez ezagutzen da chemerina, eta, funtsean, ehun adiposo
zurian, gibelean, hesteetan eta giltzurrunetan sortzen da, baina organismo osoan topa
daiteke. 146 aminoazidok osatzen dute, 16kDa-ko pisu molekularrarekin, eta 1997an
deskribatu zen lehen aldiz [82]. Seinaleztapena CMKLR1 (chemokine receptor — Like 1)
errezeptoreekin (ChemR23 eta CC-motif receptor — Like 2) lotuz neurtzen da [83-85].

Chemerinak hainbat funtzio betetzen ditu, batez ere hanturarekin, adipogenesiarekin eta
glukosaren homeostasiarekin lotuak. Obesitate kasuetan, chemerina kontzentrazioak
ehun adiposo, GMI, zinta aldakako indize, glukosa kontzentrazio eta HDL kontzentrazio
txikiekin eta triglizerido zirkulatzaileekin lotzen dira zuzenean; hau da, sindrome
metabolikoarekin lotuta dago [86]. Hain zuzen ere, ikerketa batzuek chemerina alterazio
horien biomarkatzaile gisa proposatzen dute [87]. Halaber, deskribatu da 2. motako
diabetesa duten pazienteengan chemerina kantitatea handiagoa dela hipertentsio arteriala

duten pertsona normotensoengan baino [88].

Zenbait azterlanek chemerinaren eta glukosaren metabolismoaren arteko erlazioa aztertu
dute, 1. taulan ikus daitekeenez. Ikerketa horietako gehienek chemerinaren kontzentrazio
plasmatikoen eta metabolismo gluzemikoaren kontrol txarraren arteko korrelazioa ezarri

duten arren, ez dago horren gaineko adostasun orokorrik.

1. taula. Helduen chemerinaren eta glukosaren metabolismoaren arteko erlazioa

aztertzen duten azterlanak.
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Kasu-kontrol ikerketak

Autorea

Egoera metabolikoa

Kohortea

Emaitza

Bozaoglu et al.,
2007 [86]

Stejskal et al.,
2008 [89]

Bozaoglu et al.,
2009 [90]

El-Mesallamy et

al., 2011 [91]

Maurizio uharteetako pertsonak

2MDrekin

SM izateko arrisku altua
(diabetes aurrekoa,

dislipemia eta obesitatea)

2MT duten Latinoamerikako

pertsonak

2MT duten Egiptoko

pertsonak

61

142 subjektu NGTarekin
114 2MDarekin

55 pisu normala duten
subjektu

181 SM izateko arrisku
handiarekin (59 SMrekin
eta 122 SMrik gabe)

969 subjektu ez-
diabetikoak (400 gizon
eta 569 emakume)

173 pertsona 2MDrekin
(63 gizon eta 109
emakume)

90 subjektu 3 taldetan
banatuta:

e 15 subjektu
osasuntsu

e 53 pertsona
2MDarekin

e 22 paziente
2MDarekin eta

Sexuaren arabera doitu
ondoren, korrelazio
esanguratsua honakoekin
eman zen:

e Barauko glukosa
e Barauko intsulina
e HbAlc

Chemerina kontzentrazio
handiagoa SM duten
subjektuetan

Chemerinaren eta barauko
glukosaren arteko korrelazio
positiboa

Ez du korrelaziorik QUICKI
indizearekin

Ez zen ezberdintasunik
aurkitu chemerinaren
kontzentrazioan

Korrlazio positiboa
chemerinarekin:

e Barauko glukosa
plasmatikoa

e Barauko intsulina
¢ HOMA-IR

Chemerina-konzentrazio
altuagoak 2MD eta 2MD-
IHD duten pertsonetan

Mayores concentraciones de
chemerina en sujetos con DT2
y DT2 con IHD

Korrelazio positiboa
chemerinarekin:

e GMI
e Barauko glukosa
e Barauko intsulina
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Chuetal., 2012
[92]

SMKko 3 irizpide edo gehiago
dituzten korearrak (NCEP Iliren
arabera)

Jialal et al., 2013
[93]

SM hasiberria (jarduera
monozitiko handiko eta gantz-
ehunaren desregulazio biologikoa
duen hanturaren aldeko egoera,
adipokinen, zitokinen eta
kimiozinen jariaketa anormalaren
bidez adierazia, 2MD edo
gaixotasun cardiobaskularrekin
konplikatua ez dena)

Takahashi et al.,
2013 [94]

Persona japoniarrak 2MD edo
SMrekin

Wang et al. 2013  Txinatarrak SMarekin (IDFren
[95] arabera 2005)

62

IDHrekin con
DT2 e IHD.

59 gizon y 33 emakume
gainpisuarekin

GMI: 28.15 + 5.08 kg/m?

60 kontrol: 37 gizon eta
23 emakume

45 subjektu SMarekin (9
gizon eta 36 emakume)

321 subjektu heldu (213
gizon eta 108 emakume,
hiru taldetan banatuta:

e 88 kontrol (66
gizon eta 22
emakume)

e 187 subjektu
2MDrekin (88
gizon eta 59
emakume)

e 85 subjektu
SMarekin (59
gizon eta 27
emakume)

30 controles (18 hombres

y 12 mujeres)

Edad 51 + 9 afios

30 pacientes con SM (16
hombres y 14 mujeres).
Edad 49 + 8 afios

e HOMA-IR
e HbAlc

Korrelazio esanguratsurik
gabe

Chemerina-konzentrazio
handiagoa SM duten
subjektuetan

Chemerina-espresio gehiago
larruazalpeko gantz-ehunean
eta muskuluan SM zuten
subjektuetan

Korrelazio positiboa
chemerinarekin:

e HOMA-IR
e CRP

Chemerina-mailak txikiagoak
dira DT2 duten gizonetan,
kontrol eta SM duten
subjektuetan baino.

Korrelazio negatiboa
chemerinarekin:

e Barauko glukosa
e HbAlc

Chemerina kontzentrazio
handiagoa SM duten
subjektuetan

Korrelazio positiboa:
e Barauko glukosa

e Barauko intsulina



Zuang et al.
2014 [96]

Adams-Huet et
al., 2014 [97]

Coimbra et al.,
2014 [98]

Fatima et al.,
2015 [99]

Andersson et al.,

2016 [100]

Sarrera

Kontrol gluzemiko normala duten
pertsonak eta 2MD (FDR) duten
lehen mailako senideak dituzten
pazienteak.

Hasierako SMa

Persona portugaldarrak 2MDrekin

Pertsona pakistandarrak 2MD
preklinikoarekin

Gizonak 2MDrekin

63

63 NGTrekin eta 74
FDRekin

23 kontrol (6 gizony 17
emakume) y 19 paziente
SMrekin (3 gizon eta 16
emakume)

20 kontrol (8 gizon 'y 12
emakume) y 73 paziente
2MDarekin (36 gizon eta
37 emakume) 2 taldetan
banatuta:

e Adin ertaineko
taldea (38-64
urte)

e Adin handiko
taldea (65-85
urte)

29 kontrol, 23 2MD
preklinikoarekin eta 22
2MDarekin (35-59 urte)

13 kontrol y 14 subjektu
2MDarekin (51-69 urte)

e HbAlc

Chemerina kontzentrazio
handiagoa FDR duten
pazienteetan NGT duten
pazienteetan baino

Korrelazio positiboa
chemerinarekin:

e  Glukosa plasmatikoa
e Intsulina plasmatikoa
¢ HOMA-IR

Chemerina kontzentrazio
handiagoa DT2 duten
subjektuetan eta adineko
subjektuetan

Chemerinaren eta gantz-
ehunaren intsulinarekiko
erresistentziaren arteko
korrelazio positiboa

Chemerina kontzentrazio
handiagoa 2MD duten
subjektuetan eta adineko
subjektuetan

Chemerina kontzentrazio
handiagoa DT2 duten
subjektuetan.

Chemerina kontzentrazio
handiagoa DT2 duten
subjektuetan.



Habib et al.,
2017 [101]

El-Deeb et al.,
2018 [102]

Gateva et al.,
2018 [103]

Yang et al.
(2019) [104]

Ouerghi et al.,
2020 [105]
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2MD duten emakume
saudiarabiarrak

2MDa duten pertsonak

Obesitatea eta aurrediabetesa
duten pertsonak

2MDa duten pertsonak

SM duten tunisiar gizonak
(IDFren arabera)

35 kontrol y 45 paziente
2MDarekin (30-65 urte)

14 kontrol (9
obesitatearekin y 5
obesitaterik gabe) y 71
pertsona
prediabetesarekin (40
obesitatearekin eta 31
obesitaterik gabe)

41 kontrol eta 39 subjektu

obesitatea eta

prediabetesarekin (50,4 +

10,6 urte)

20 subjektu NGTrekin (12

gizon y 8 emakume)

50 subjektu 2MDarekin

(27 gizon y 23 emakume)

30 subjektu
2MD-+makroangiopatia

27 kontrol eta 11 paziente

SMrekin (17-21 urte;
GMI 19-37)

64

Chemerina maila handiagoa
DT2 duten subjektuetan..

Korrelazio positiboa
chemerinarekin:

e Insulina en ayunas
e HOMA-IR

Korrelazio positiboa
chemerinarekin:

e HOMA-IR
e HbAcl
e CRP

Aldaketa esanguratsurik gabe
chemerina-kontzentrazioan

Chemerinaren eta HbAlc-ren
arteko lotura ahula

Makroangioparia eta 2MD
zuten pertsonek chemerina-
konzentrazio altuagoa
zeukaten.

Korrelazio positiboa
chemerinarekin:

e [IMC

e  Glukosa, irentsi eta 2
ordura.

e Barauko glukosa
¢ HOMA-IR

e HbAlc

e Barauko intsulina

Korrelazio negatiboa:

e HDL

Korrelazio positiboboa
honako hauekin:

e Barauko glukosa

e HOMA-IR



Sitar-Taut et al.,
2020 [106]

Shafer-Eggleton
etal. 2020 [107]
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2MDa duten pertsonak

SM duten pertsona korearrak

88 subjektu 4 taldetan:
 Obesitatea eta 2MD

* Obesitatea eta
normogluzemia

Normopisua eta 2MD

Normopisua eta
normogluzemia

18 kontrol eta 32 paziente
SMrekin (24-62 urte)

Chemerina-konzentrazio
handiagoa intsulinarekiko
erresistentzia duten
subjektuetan sentsibilitatea
dutenetan baino.

Korrelazio positiboa HOMA-
IRrekiko, normopisua-
normogluzemia taldean.

Chemerina/HDL ratio
handiagoa SM duten
subjektuetan

Korrelazio positiboa
chemerina/HDL honako
hauekin:

* Barauko glukosa

* HOMA-IR
Zeharkako ikerketak
Autorea Egoera metabolikoa Kohortea Emaitza
Ouwens et al. Normogluzemia duten gizon 20 subjektu (26-38 urte)  Korrelazio negatiboa barauko

(2012) [108]

Fatima et al.
(2013) [109]

Zylla et al.
(2017) [110]

gazteak

Gizon osasuntsuak

Baraurik HbAlc eta glukosa-balio

normalak dituzten pertsonak

GMI229+23

90 subjektu: 30 pisu
normalarekin, 30
gainpisuarekin eta 30
obesitatearekin (15-65
urte)

3.986 subjektu (1.956
gizon y 2.030 emakume)

chemerina eta intsulinarekiko
sentikortasunaren artean

Chemerina-kontzentrazio
handiagoa obesitatea zuten
subjektuetan

Chemerina SMaren fenotipo
batzuekin lotzen da

Korrelazio positiboa
chemerinarekin eta:

e  Glukosa plasmatikoa
e HbAlc

e Hanturazko zitokinak



Cheon et al.
(2017) [111]

Sarrera

2MDa duten pertsonak

102 pertsona 2MDrekin
(53 gizon y 49 emakume)

Chemerina-kontzentrazioaren
eta erraietako gantz-ehunaren
lodieraren arteko korrelazio
positiboa.

Korrelazio negatiboa

HDLrekin.
Beste ikerketa batzuk
Autorea Egoera metabolikoa Kohortea Emaitza
Yuetal. (2012)  2MDa duten pertsonak 81 subjektu Chemerina kontzentrazioa

[112]

Lee et al.
(2013) [113]

Kimetal.,
(2014) [114]

Obesitatea duten pertsonak,
dieta hipokalorikoa eta ariketa
fisikoa egin ondoren.

2MDa eta obesitatea duten
pertsonak

66

obesitatearekin (42 gizon
eta 39 emakume)

Metforminarekin
tratatutako 41
subjektu

40 subjektu,
pioglitazonarekin
tratatuak

79 subjektu ez-diabetiko
(44 gizon eta 39
emakume)

60 subjektu (40 gizon
eta 20 emakume; 22-36

urte)

32 subjektu:

16 subjektu,
bizi-estiloetan
esku-hartze
intentsiboa
dutenak

16 subjektu
dieta eta ariketa
arruntekin

pioglitazonarekin murriztu
zen, metforminarekin
konapratuz

Murrizketa handiagoa da
hipogluzemiantea
antioxidatzaileekin lotzen
denean

Chemerinaren
kontzentrazioa murriztu
egin zen interbentzioaren
ondoren

Chemerina serikoaren
murrizketa HOMA-IRaren
aldaketarekin modu
positiboan lotu zen.

Chemerina kontzentrazioa
murriztu egin zen
interbentzioaren ondoren

Chemerina honako hauekin
korrelazio positiboa izan
zuen:

* HOMA-IR
» Barauko intsulina

* PCR
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Bobbert et al. Glukosaren kontrolean 245 subjektu
(2015) [115] desoreka duten pertsona glukosaren
osasuntsuak metabolismo

normalarekin.

baraurik, glukosan
alterazoa duten 32
subjektu.

glukosaren tolerantzia
alteratua duten 44
subjektu.

baraualdiko glukosa eta

glukosaren tolerantzia
alteratua duten 18
subjektu.

35 subjektu 2MDarekin

Korrelazio negatiboa
intsulinarekiko
sentikortasunarekin

Erregresio linealeko
ereduek erakutsi zuten
barauko chemerina HbAlc
eta glukosan okerrera
egiteko adierazlea izan
daitekeela.

2MD: 2, motako diabetesa; NGT:glukosarekiko tolerantzia normala; SM: sindrome metabolikoa; IDF: ; IHD: iskemia
miokardikoa; HbAcl: hemoglobina glikosilatua; GMI: orputz-masaren indizea; HOMA-IR: homeostasis model
assessment of insulin resistance; NCEP: National Cholesterol Education Program; QUICKI index: quantitative insulin
sensitivity check index;; FDR: lehen graduko ahaidetasuna; PRC: C-proteina erreaktiboa. Léniz et al. (2021)-tik

hartuta [116]

Hanturari dagokionez, chemerinaren papera ez dago argi: artikulu batzuek
proinflamatoriotzat jotzen dute; beste batzuek, ordea, anti-inflamatoriotzat [117].
Adipokina honen ekintza proinfamatorioaren aldeko apustua egiten duten ikerketei
dagokienez, adierazi beharra dago bai chemerina bioaktiboa bai ChemR2 hartzailea
espresatzeko gai diren zelulak areagotu egin direla, hantura kronikoa dakarten
gaixotasunen kasuan [118]. Hala ere, beste ikerketa batzuen arabera, adipokina honek
saguen peritoneoko makrofagoek sortzen dituzten hanturaren aldeko zitokinen ekoizpena
inhibi dezake, bai eta neutrofiloen eta monozitoen atzematea ere [119]. Ildo beretik,
chemerina hartu zuten Chem 23 KO saguek hanturaren aldeko zitokinen ekoizpena
murriztu zutela deskribatu da (TNF, IL-1b, IL-6). Ekintza mekanismoak direla eta, ez dira
erabat argitu, eta hainbat ehunetan duten eraginaren eta dagokien isoformaren
araberakoak dira [120].
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Azkenik, esan beharra dago hainbat azterlanek modu positiboan lotzen dutela adipokina
hau haurdunaldiko diabetesarekin (HD) [121]. DG edukitzeak hainbat alterazio eragin
diezazkioke amari; horien artean, diabetes iraunkorra eta haurdunaldiko/jaiotza inguruko
ondorioak nabarmentzen dira, hala nola preeklampsia izateko edo ondoren obesitatea eta
haurraren intsulinarekiko erresistentzia garatzeko arrisku handiagoa [122]. HD garatzeko
arrisku faktoreen artean, gehiegizko pisua, aurreko HDa, 2MDaren familia historia,
obulutegi polikistikoa, mikronutrienteen urritasunak edo amatasun adin aurreratua daude.

Hala ere, ekintza mekanismo zehatza ez dago erabat deskribatuta (2. taula).

2. taula. Haurdunaldiko diabetesa eta chemerina-kontzentrazioa lotzen dituzten

azterlanak.

Chemerina-maila altuak haurdunaldiko diabetesarekin lotzen dituzten azterlanak

Haurdunaldiaren

Autorea Kohortea hiruhilekoa Emaitza
Lietal. 2015 48 emakume txinatar Erditu ondoren 24- Chemerina kontzentrazio handiagoa
[123] HDarekin eta 42 48ordu HDn NGT duten emakumeetan baino

emakume NGTrekin
Ehun adiposoan, chemerina gutxiago

espresatzen da HD duten
emakumeetano NGT duten
emakumeetan baino

Korrelazio positiboa chemerina eta
HOMA-IRrekin

Ademoglu et 7 emakume HDarekiny  Hirugarren hiruhilekoa ~ Chemerina kontzentrazio handiagoa
al. 2015 [124] 32 NGTrekin (23 - 35 HDn

urte)
Lotura positiboa:

e GMI

e HbAlc

o TG

e Intsulina
¢ HOMA-IR

Lotura negatiboa:
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Fatima et al.
2017 [125]

Gashlan et al.,
2017 [126]

Tsiotra et al.,
2018 [127]

Liang et al.,
2018 [128]

Sarrera

208 Bigarren hiruhilekoa
emakumepakistandarrak

HDrekin eta 300

NGTrekin (21-32 urte)

26 Greziako emakume
HDarekin eta 18
NGTrekin (30-35 urte)

Hirugarren hiruhilekoa

15 Greziako emakume Erditzean
HDarekin eta
obesitatearekin, eta 23

NGTrekin. (26-37 urte)

46 emakume txinatar
con HDarekin eta 43
emakume NGTrekin
(26-36 urte)

Hirugarren hiruhilekoa
eta erditzean

e HDL

Chemerina kontzentrazio handiagoa
HDn NGT duten emakumeetan baino

e Lotura positiboa honako
hauekin:

e Barauko glukosa
e Fetuaren pisua

e HOMA-IR

Chemerina kontzentrazio handiagoa
HDn NGT duten emakumeetan baino

Lotura positiboa honako hauekin:
* Barauko glukosa

* HbAlc

Chemerina kontzentrazio handiagoa
HDan NGT duten emakumeetan
baino

Erraietako gantz-ehunean chemerina-
espresio handiagoa HDn NGTn baino

Lotura positiboa:
e Barauko glukosa
e HbAlc
e Haurdunaldiko GMI

e HOMA-IR

Chemerina kontzentrazio handiagoa
HDn NGT duten emakumeetan baino

Chemerina espresio handiagoa
larruazalpeko ehun adiposoan eta
plazentan HD duten emakumeetan
NGT dutenetan baino

Lotura positiboa honako hauekin:

* Intsulina

69



Sarrera

« HOMA-IR

Chemerina-maila baxuak haurdunaldiko diabetesarekin lotzen dituzten azterlanak

Autorea

Kohortea

Haurdunaldiaren
hiruhilekoa

Emaitza

Yang et al.
2017 [129]

19 emakume txinatar
HDarekin eta 20
NGTrekin (24-28 urte)

Lehenengo eta
hirugarren hiruhilekoa

Lehen hiruhilekoan, txemerina-maila
txikiagoa da HD duten emakumeetan
NGT tutenetan baino

Hirugarren hiruhilekoan, chemerina-
maila handiagoa HD duten
emakumeetan NGT dutenetan baino

Ez dago ezberdintasunik chemerina-mailetan

Autorea

Kohortea

Haurdunaldiaren
hiruhilekoa

Emaitza

Gorkem et al.

2016 [130]

Pan eta Ma,
2016 [131]

Baker et al.
2012 [132]

Hare et al.
2014 [133]

Turkiako 76 emakume
HDarekin eta 82
NGTrekin (18-35 urte)

85 emakume HDarekin
eta 85 con NGTrekin

69 emakume HDarekin
eta 62 NTGrekin

Danimarkako 6
emakume NGTrekin eta
9 HDarekin (27-33 urte)

Bigarren hiruhilekoa

Hirugarren hiruhilekoa

Hirugarren hiruhilekoa
eta 3-4 hilabete erditu
ondoren

Aldaketarik ez chemerina-mailetan

Chemerina kontzentrazio handiagoa
HDan NGT duten emakumeetan
baino

Ez zen korrelazio esanguratsurik ikusi
kontrol gluzemikoarekin lotutako
parametroekin

Aldaketarik ez chemerinan

Korrelazio negatiboa kordoiko
odolaren eta amaren intsulinarekiko
sentikortasunaren artean

Aldaketarik ez chemerinaren
kontzentrazioan

Chemerinaren eta HOMA-IRren
arteko korrelazio positiboa

HD: haurdunaldiko diabetesa; NGT: Glukosarekiko tolerantzia normala; HOMA-IR: homeostasis
model assessment of insulin resistance. Léniz et al. (2021)-tik moldatua [116].

Populazio pediatrikoan, oso azterketa gutxi egin dira. Sledziska et al.-ek(2017) egiaztatu

zuten chemerina intsulina kontzentrazioekin eta HOMAren balioekin lotuta dagoela 5 eta

17 urte bitarteko haurrengan [134]. Jaioberriei dagokienez, jaiotzako pisuarekin modu
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independentean lotuta dagoela ikusi zuten, eta haurdunaldirako haur handiengan (HA)

haurdunaldirako tamaina egokiko haurrengan (HE) baino gehiago espresatzen zela [135].

2.6. NOV/CCN3

NOV (nephroblastoma overexpressed) CCN familiakoa da, beste 5 proteinarekin batera:
ELM-1/WISP-1/CCN4 (WNT1-inducible-signaling pathway protein 1), rCop-1/WISP-
2/CTGF-L/CCN5 (WNT1-inducible-signaling pathway protein 2), eta WISP-3/CCN6
(WNT1-inducible-signaling pathway protein 3), Cyr61/CCNL1 (cystein rich protein 61)
eta Ctgf/CCN2 (connective tissue growth factor) [136,137]. Hainbat ehun eta organotan
ageri da, hala nola gantz ehunean, azal suprarrenalean, giltzurrunetan, muskuluetan,

nerbio sistema zentralean, makrofagoetan, plasman eta likido zefalorrakideoan [138].

NOV/CCNB3 adierazpen alteratuak hainbat egoera patologikorekin lotu dira: gaixotasun
baskularrak, fibrosia, organogenesia, hantura eta minbizia, besteak beste, animaliekin
egindako azterketetan edo in vitro azterketetan [139]. Oso ikerketa gutxik lotzen dute
adipokina hau gizakion sindrome metabolikoarekin. Pakradouni et al.-ek (2013)
egindako ikerketa baten arabera, hiperlipidemia izanik farmako hipolipemiatzaileekin
tratatu ez ziren pertsonek korrelazio positiboa agertu zuten NOV/CCN3ren eta ehun
adiposo kantitatearen artean, baita GMIaren artean ere, eta proposatu zen proteina honek
funtsezko zeregina izan dezakeela obesitatearen garapenean [140]. Halaber, egileen
esanetan, emakumeek gizonek baino adipokina kontzentrazio handiagoak dituzte,
gantzaren distribuzio ezberdinagatik, ziurrenik, baina glukosa kontzentrazioetan ez zen

desberdintasunik aurkitu; bai, ordea, HbAlc-n.
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3. Haur txikiak haurdunaldirako

“Haurdunaldirako txikia" (HT) esamoldea jaioberri jakin hau deskribatzeko erabiltzen da:
bere pisua eta/edo luzera, bi desbideratze estandar (DE) (3ko pertzentila) edo gehiago
daudenean, bere sexurako eta haurdunaldiko adinerako ezarritako batezbestekoaren
azpitik dago [141]. Komenigarria da bertako tauletan oinarritzea eta taulok haurren
biztanleriari egokitzea. Bi HT haur mota bereiz daitezke: asimetrikoak, jaiotzean pisu edo
neurri txikia dutenak, eta simetriko/harmonikoak, luzera eta pisu txikiak dituztenak. Bata
ala bestea den zehazteko formula oso erabilia tripondero masaren indizea [(pisua/luzera
3) x 100] da; beraz, haurdunaldi adinerako < P10 balioa lortu arren, haur PEG asimetrikoa
dela esan daiteke.

HT haur izaerarekin lotuta, "Umetoki barneko hazkunde atzeratua” (UHA) esapidea dago,
fetuaren garapen abiaduraren kontzeptu dinamikoa, haurdunaldian diagnostikatzen eta
jaiotzean duen pisu edo neurriarekiko independentea dena. HT haurra izateak garrantzi
berezia du, umearen hilkortasun arriskua handitzen duelako, bai eta helduaroan patologia

jakin batzuk garatzeko arriskua ere.

Epidemiologikoki, ikerketa gehienek haurrak jaiotzean duen pisuari erreparatzen diote,
neurri txikiko HT asimetrikoak etorkizunean ondorio metaboliko negatiboak ere izan
ditzakeela alde batera utzita. Balioztapenen arabera, gure inguruan, haurren % 5-10
jaiotzen dira txiki haurdunaldirako, pisu txikia dutelako, altuera baxua dutelako edo biak
dituztelako [142]. Mundu mailan, 32,4 milioi jaiotza inguru HT haurrenak dira, eta horien
% 27 per capita errenta ertain-txikia edo txikia duten herrialdeetan daude (4. irudia).
Ehuneko hori eskualdearen arabera aldatzen da: Asiako hegoaldean, maiztasuna % 26koa
da; herrialde industrializatuetan, berriz, % 7koa [141,143]. Nahiz eta HT haurren % 90
inguruk lehen hilabeteetan berezko "catch-up”-a izan (pisua/altuera berreskuratzea,
erreferentziazko batezbestekoaren azpitik < 2 DE izatera iritsi arte), gainerako % 10ek ez
dute hazkundea berreskuratzen eta hazkundearen hormonarekin (GH) tratatzen dira. Hala
ere, PEG jaiotako haur guztiek pisua edota luzera ez dute modu berean berreskuratzen,
eta, aipatu ‘"catch-up™ horretara iristen diren abiaduraren arabera, alterazio
neurokognitiboak, metabolikoak edo kardiobaskularrak izan ditzakete, besteren artean
[141,144].
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4. Irudia. HT haurren jaiotzen prebalentzia prebalentzia, errenta ertain edo baxuko
herrialdeetan. SGA: txikia haurdunaldirako. Lee et al. (2013)tik hartuta [145]

Hazkundean alterazioak eragin ditzaketen faktoreak honela sailka daitezke: genetikoak,
nutrizionalak, plazentarioak, amakoak eta hormonalak. Faktore genetikoak pisu
desegokiarekin jaiotzen direnen heren batean ageri dira. Horien artean, kromosomopatiek
haurraren hazkundea atzeratzea eragin dezakete, bai eta haurdunaldia etetea ere,
haurdunaldi adin txikietan. "Short stature homeobox" (shox) izeneko gene batzuk ere
umetoki barneko hazkundea murrizteko arrazoi garrantzitsua direla deskribatu da. Gene
horren aldaketa bat identifikatu da altuera murritzeko HT asimetiko jaiotako haurren
hainbat kasutan. Gene horrek transkripzio faktore gisa jokatzen du, eta kondrogenesian
eta hezur hazkundean parte hartzen duten geneen funtzioa aldatzen, batez ere hanketako
eta besoetako hezur luzeetan. Gainera, jaioberriaren luzerari eragiten dioten patologiekin
erlazionatzen da, Léri-Weillen diskondrosteosiarekin, kasu. HT haurren kasuan, HT

asimetriko jaiotako haurren % 6ren inguruan aurkitu da [146,147].

Faktore nutrizionalei dagokienez, sortzapenaren aurretik eta haurdunaldiko lehen
hilabeteetan amak elikadura txarra badu, plazenta ez da behar bezala garatuko eta fetuak
ez ditu beharrezko substratuak eskuratuko zelulen ugalketarik handiena dagoen aldian.
Haurdunaldiko azken faseetan, fetuaren garapenak lehentasuna hartzen du amaren
nutrienteen erabileran, batez ere koipe erreserbetatik datorrenean, eta, ondorioz,
hazkunde desegokiak desnutrizio larriak eragiten ditu. Glukogenoa hirugarren
hiruhilekotik aurrera hasten da fetuaren gibelean gordetzen, eta aminoazido esentzialek
plazenta zeharkatzen dute. Burdina, azido folikoa, kaltzioa, fosforoa edo zinka,
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mikronutriente horiek, fetuaren hazkundean gabeziak saihesteko beharrezkoak direla
frogatu da [148]. Beraz, nutrizio gomendioei haurdunaldian eta sortzapenaren aurretik
jarraitu behar zaie [149].

Amaren ohitura toxikoak ere arrisku-faktorea dira fetuaren hazkunderako. Hala, heroina,
kokaina edo alkoholaren kontsumoak larriki aldatzen du fetuaren hazkunde tasa, eta UHA
eragiten du. lzan ere, alkohol gutxi kontsumitzea ere (egunean kopa bat edo bi) UHAekin
lotuta dago, nahiz eta ez izan fetuarengan alkohol sindromea eragiteko adina kantitate
[150]. Toxiko horien ondorioak zuzenean gertatzen dira, toxikoa fetura iristen da eta
plazenta hesia zeharkatzen du; baita zeharka ere, plazenta infartuak edo plazentaren
lotune patologikoak sortuz.

Plazenta da fetuaren oxigenoaren eta nutrienteen garraioa, eta hazkundea hormonalki
erregulatzeko ardura duen organoa. Bertan, hazkunde faktore batzuk sintetizatzen dira,
eta hainbat errezeptore ere baditu; beraz, organo autokrino-parakrinotzat hartzen da.
Ondorioz, plazentaren funtzionamendu desegokiak haurra HT jaiotzea baldintza dezake.
Gainera, haurdunaldi anizkoitzetan ere baldintza dezake umetxoaren garapen egokia,
umetokian toki nahikorik ez duelako.

Sistema endokrinoak funtsezko zeregina du umetoki barneko hazkundean [150].
Estradiola esteroide gonadala da, eta fetuaren garapena murritz dezakeela egiaztatu da,
batik bat haurdunaldiko lehen hiruhilekoan. IGF-1, IGF-1I eta IGFBP-3 hazkunde
faktoreak gutxituta daude HT haurrengan, nagusiki pisu eskaseko jaioberriengan [151].
IGF-I, IGF-II eta IGFBP-3 hazkunde-faktoreak gutxituta daude HT diren haurretan, batez
ere pisu txikia duten jaioberrietan [152]. GHak eta somatotropina korionikoak ere badute
nolabaiteko eragina, haurrak jaiotzean izango duen jarduera umetokian garatzen hasten
baita. Era berean, hGH-V (hazkunde plazentarioko hormona), FGF (hazkunde
fibroblastikoko faktorea) edo TGF-B (beta transformadoreen hazkunde faktoreak)
moduko hormona faktoreek fetuaren garapenean eta, hortaz, HT haurraz erditzeko
arriskuan eragiten dutela erakutsi dute. Hala ere, azpimarratu behar da aipatu faktoreek

HT umea sortzeko arriskuan pisu bera ez badute ere, etiologia faktore anitzekoa dela.

PEG sortzearen ondorioei dagokienez, gaitasun kognitibo urriagoa ekar dezakeela ikusi
da, haur hauen bizitzako lehen hilabeteetako hazkunde abiadura modu independentean

lotzen baita gaitasun kognitiboarekin, 7 urterekin [153]. Gainera, agerian geratu da
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"catch-up”-a modu espontaneoan egiten duten HT haurrek garapen neurokognitiboko
balio handiagoak dituztela, pisua edota altuera berreskuratzen ez dutenen aldean, nahiz
eta GHz tratatzean desberdintasun horiek desagertu egiten diren. Ume horien aldaketa
bereizgarrienen artean, hauek nabarmen ditzakegu: trebetasun motor lodiaren (2 urte arte)
eta finaren (3 eta 6 urte bitartean) arteko koordinazioa, eta 7 urtetik aurrera adimen

koefiziente urria, HE jaiotako haurrekin alderatuta.

Beste ondorio garrantzitsu bat da HT diren haurrek helduaroan obesitatea izateko arrisku
handia dutela [154,155]. Umetoki barneko hazkundea murrizteak sistema
kardiozirkulatorioa jaio aurretik egokitzea ekar dezake, baita aldaketak ere sistema horren
garapenean [156]. Era berean, jaiotzean pisu txikia izateak hipertentsio arteriala eragin
dezake helduaroan, baina ez dago argi patologia hori haurtzaroan ere agertzen ez denik
[157,158]. Gainera, helduaroan obesitatea dutenez, pertsona horiek arteria karotideoaren
lodiera handiagoa dutela deskribatu da, aterosklerosi azpiklinikoaren adierazle ezaguna
dena, jaiotzean haurdunaldirako tamaina normala izandakoekin alderatuta [159,160]. HT
haurren eta haur arrunten artean profil lipidikoei dagokienez desberdintasunik deskribatu
ez den arren, lehenengoek o0so dentsitate txikiko lipoproteinen (VLDL) lipasa
lipoproteinaren (LPL) bidezko lipolisian alterazioak izaten dituzte lehen hilabetera iritsi
arte [161]. Era berean, ikusi da 1. motako intsulina hazkundearen faktorea (IGF-1)
areagotzeak gantz ehunaren metaketa eragin dezakeela, batik bat bizitzako lehen
hilabeteetan, eta adierazi da IGF-1 jaio ondorengo hazkundeak zeregin garrantzitsua izan
dezakeela haur horien larruazalpeko gantz ehuna azkar metatzeko mekanismoan [162].
Halaber, HT haurrek, GMI txikiagoa izan arren, erresistentzia handiagoa dute
intsulinarekiko, bai fetuaren programazioagatik bai obesitateagatik. Intsulinarekiko
erresistentzia hori bizitzako lehen urtetik handitzen da, eta "catch-up"-a azkar lortzen den
kasuetan areagotu egiten da [163]. Halaber, deskribatu da 10 eta 12 urte bitartean PEG
jaio diren eta gehiegizko pisua duten haurrek sindrome metabolikoa izateko arrisku
handiagoa dutela, tamaina normalarekin jaiotakoek baino, eta zuzeneko lotura dagoela
HT estatusaren eta HTA, hipertriglizeridemia, intsulina kontzentrazioak edo glukosa

postprandiala izateko arrisku faktoreen artean [164].
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4. Sindrome metabolikoa

Sindrome metabolikoa (SM) 1988an deskribatu zen lehen aldiz, eta, gaur egun erabat
adostuta ez badago ere, National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult
Treatment Panel Il (ATP-111) delakoaren arabera faktore multzo bat gisa deskriba
daiteke, gaixotasun kardiobaskularra edo 2. motako diabetes mellitusa izateko arriskua
handitzen duena eta, ondorioz, heriotza eragin dezakeena: TG kontzentrazio handiak
(>150 mg/dl), HDL maila txikiak (< 40mg/dL), obesitate abdominala (>94 cm
gizonengan eta >80 cm andreengan), glukosa maila handia odolean (>100 mg/dL) eta
hipertentsio arteriala (>130/85 mm/Hg) [165-168]. Sindrome honen prebalentzia 0so
handia da; Europan, % 41lera irits daiteke gizonengan, eta % 38ra emakumeengan, 47-71
urteko pertsonen kasuan. Gainera, adinean aurrera egin ahala, ehuneko horiek gero eta
handiagoak dira [169].

Patologia honetan gehien eragiten duten faktoreak, intrintsekoak zein estrintsekoak,
honako hauek dira [170]:

* SMren familia historia

* Adina

* Menopausia

* Latinoamerikako etnia

* Obesitatea

* Sedentarismoa

* Denbora gehiegi telebista ikusten [171]
* Edari azukredunen kontsumoa [172]
* Alkohol kontsumoa [173]

* Mendebaldeko patroi dietetikoa [174]
* Erretzea

* Sasioian ez egotea [175]
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* Estatus sozioekonomiko urria
* Zenbait tratamendu farmakologiko (antirretrobiralak, klozapina) [176]

Obesitateari dagokionez, WHOren arabera, haren prebalentzia bikoiztu egin da azken 3
hamarkadetan, eta 20 urtetik gorako helduen herenak, gutxi gorabehera, gehiegizko pisua
edo obesitatea du; gainera, SMak aldi berean gora egin duela aipatu beharra dago [177].
Horrez gain, diabetes kasuen erdiak eta gaixotasun kardiobaskularren laurdena
gehiegizko pisuari edo obesitateari egozten zaizkio [178]. Horrek argi eta garbi uzten du
zer-nolako lotura estua dagoen loditasunaren eta SMaren artean.

Hala ere, garrantzitsua da zehaztea ehun adiposo zuri guztiek ez dutela lotura bera
SMaren etiologiarekin. Erraietako gantzak larruazalpeko gantzak ez bezalako espresio
genikoko patroiak ditu, eta intsulinaren aurkako erresistentziarekin, LDL eta HDL

partikula txikiagoekin, eta LDL eta VLDL kopuru handiagoarekin lotzen da.
4.1. Sindrome metabolikoaren etiologia eta fisiopatologia

Ehun adiposoaren hipertrofiak gantz azido askeen askapen handiagoa eragiten du, lipolisi
basal handiagoaren ondorioz, eta, beraz, gantz azido horien fluxua organismoko hainbat
ehunetarantz areagotzea (5. irudia). Muskulu eskeletikoan, gantz azidoen gehiegizko
fluxu horrek alterazioak eragiten ditu intsulina seinaleztatzeko bidean; ondorioz, haren
funtzionaltasuna murriztu egiten da. Hori dela eta, ehun horrek glukosa gutxiago hartzen
duenez, hipergluzemia sortzen da. Gibelari dagokionez, gantz azido asko iristeak
intsulinaren argitzea gutxitzen du, eta glukosaren sintesia eta odolerako isurketa
estimulatzen ditu; orduan, hipergluzemia eta hiperinsulinemia agertzen dira,
intsulinarekiko erresistentziaren zantzu bereizgarriak biak [179]. Pankrearen gaineko
efektuak bi etapa ditu. Lehenengoan, gantz azidoen fluxu handia iristeak intsulinaren
ekoizpena areagotzen du, odoleko hipergluzemia konpentsatzeko eta eugluzemiari eusten
saiatzeko, hiperinsulinemia garatuz. Bigarrenean, aldiz, kontrakoa egiten du: intsulinaren

ekoizpena murriztu eta 2. motako diabetes mellitusa agertzea erraztu [180,181].

Bestalde, hainbeste gantz azido gibelera iristeak ez du novo-lipogenesiaren murrizketa
eragiten, baina bai VLDLren ekoizpena areagotzea, eta horrek, aldi berean, lipasa
hepatikoaren jarduera handitzen du, LDLren partikula txiki gehiago sortuz [182]. LDL

partikula mota horiek partikula handiagoak baino aterogenikoagoak dira, eta oxidatzeko
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joera handiagoa dute; hala, arazo kardiobaskularren bat izateko arriskua handiagoa izaten
da.

SMan gertatzen den hipertentsio arteriala dela eta, horren garapenak faktore anitzeko
etiologia du. Intsulinarekiko erresistentziak nerbio sistema sinpatikoa aktibatzen du,
angiotensina Ilko errezeptorearen aktibitatea areagotuz eta oxido nitrikoaren sintesia
murriztuz. Gainera, pertsona obesoen kasuan, birxurgatze tubularra areagotu egiten da
giltzurrunetan, eta, ondorioz, sodioa atxikitzen da. Horrek hipertentsio arteriala garatzen
laguntzen du [183]. Orobat, obesitatea izanik, errenina-angiotensina-aldosterona
ardatzaren jarduera biziagoa da [184]. Gainera, gantz-ehun hipertrofikoak adipokinak
jariatzen ditu, presio arterialean eragin negatiboa dutenak. Adibidez, leptinak hipotalamo-

pituitario-adrenal ardatza aktibatzen du, sistema sinpatikoa ere aktibatuz.
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5. irudia. Sindrome metabolikoaren fisiopatologia. Susan L. Samson et al (2014)-tik
moldatuta [178].

Ahalmen antioxidatzailearen eta agente oxidatzaileen arteko desorekak (estres
oxidatiboa) hantura egoera sustatzen du, eta, hala, hanturaren aldeko hainbat zitokina
jariatzen dira, TNF-a, IL-6, IL-1 eta IL-18, esaterako. Horiek birmoldaketa miokardikoa
eragiten dute, hipertrofiaren bitartekoa, zeinak arazo kardiobaskularrak eragiten dituen
[185]. Izan ere, gaixotasun kardiobaskularren biomarkatzailetzat joak dira perioxidazio

lipidikoa, espezie erreaktiboen ekoizpenean izandako alterazioak, proteina oxidatiboen
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aldaketak, LDLren eta fosfolipidoen oxidazioa, eta ROSekiko sentikorrak diren geneen

adierazpenean jazotako aldaketak.

4.1.1. Gibel esteatosia

Gaur egun, gibel koipetsua SMaren adierazpenetako bat dela uste da. Mendebaldeko
gizarteetan, gibel koipetsu ez-alkoholikoa (GKEA) osasun publikoko arazo argia bihurtu
da, patologia hepatiko ohikoena delako. Biztanleria osoaren prebalentzia % 20-30ekoa
da; are handiagoa populazio obesoarengan ( % 50-70) eta diabetikoengan ( % 60-80), eta
patologia biak dituztenengan % 100ekoa izan daiteke (6. irudia) [186]. Prebalentzia
SMaren garapenarekin batera handitzen da, sindromearen sintomen larritasunarekiko
zuzenki proportzionalki. Halaber, HTA duten pazienteen erdiek ere patologia bera dute.
GKEA odol hodien elastikotasun txikiagoarekin, giltzurrunetako patologiekin eta bihotz
hutsegitearekin lotu da. Bestalde, hipertentsio arteriala GKEAren pronostiko

okerragoarekin eta fibrosiaren agerpenarekin ere badago lotuta [187].

Gibel koipetsu alterazioak sintomatologiarik sortzen ez badu ere, hala prebenitzea nola
tratatzea beharrezkoa da, egoera are larriagoa bilaka baitaiteke. Meta-analisi batean
egiaztatu dutenez, Europan GKEA duten pertsonen % 70ek esteatohepatitisa gara
dezakete (6. irudia) [188]. HGNAren forma larriagoa da, hantura eta hepatozitoei kalte
handiagoa eragiten dituena. Gibel koipetsu forma honek hainbat ondorio izan ditzake
gibelean, fibrosia garatzea, kasurako. Gainera, gibelarekin lotzen ez diren
esteatohepatitisaren garapenarekin erlazionatutako ondorio kaltegarriak deskribatu dira,
hala nola gaixotasun kardiobaskularrak. GKEA duten pazienteen % 20-50ek zirrosia
garatzen dute 10 urteko aldian [189]. Gainera, hepatokartzinomaren intzidentzia zirrosia
duten pertsonengan % 2,4-38 bitartekoa izan daitekeela deskribatu da [190]. Azkenik,
hepatokartzinoma kasuen % 35 inguru GKEAren presentziarekin lotuta daude (6. irudia)
[191].
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6. irudia. Esteatosi hepatikoaren bilakaera larritasun handiagoko egoeretarantz. Diren
Beyoglu et al (2013)-tik moldatuta [192].

Diagnostikoari dagokionez, HGNAren eta esteatohepatitisaren arteko bereizketa ez da
zehatza, eta biomarkatzaileen gabezia argia dago, bai gaixotasunari bai gaixotasunaren
bilakaerari dagokienez. Fenomeno hau gizakiengan aztertzeko teknika ez-inbaditzaileek
datu mugatuak ematen dituzte, eta animaliekin egindako azterketek ez dituzte pertsonen
ezaugarri guztiak islatzen. Gainera, giza ehun hepatikoko biopsiak eta ondorengo

histologia (7. irudia) aztertzeko populazio oso zabalak behar direnez, mota horretako

azterlan zabalak ez dira oso egingarriak.

7. irudia. HGNAren bilakaera histologikoa, fibrosi hepatikoa agertu arte. Scott L.
Friedman et al. (2018)-tik hartuta [187].
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Eritasun hau eragiten duten mekanismoak ez dira zehatz-mehatz ezagutzen, baina jakina
daintsulinarekiko erresistentziak funtsezko zeregina duela haren jatorrian eta garapenean.
Adipozitoetan, intsulinarekiko erresistentziak hormonekiko sentikorra den lipasaren
(HSL) jarduera areagotzen du, triglizeridoen lipolisia handituta, eta, ondorioz, gantz azido
askeen fluxua ehun horretatik gibelera areagotzen da. Gantz azido horiek mitokondrietan
oxida daitezke, ATP lortzeko, VLDL partikuletan sartzeko edo gibelean triglizerido
moduan biltegiratzeko. Gainera, hiperinsulinemiaren ondorioz, gibeleko SREBP
espresioa handitu egiten da, eta, aldi berean, hipergluzemiaren ondorioz, CHREBP
espresioa areagotzen. Hori dela eta, gehiegizko glukosa hepatikoa gantz azido bihurtzen
da, eta, gantz azido aske zirkulatzaileekin batera, azkenean esterifikatu eta triglizerido
moduan metatzen dira (orduan, gibel estatosia sortzen da) [193].

Jakina denez, esteatatosi sinplearen eta esteatohepatitisaren arteko eboluzioan estres
oxidatiboaren areagotzea eta hantura zitokinen jarduera tartean dira [194]. Gibeleko
estatosian nagusi diren oxidazioaren aldeko faktoreak ROSak dira, gantz azido
hepatikoak oxidatzen direnean sortzen direnak. ROSek kalte genikoa eragin, proteinen
egonkortasuna aldatu eta peroixidazio lipidikoaren bidez zelulen mintzen egonkortasuna
kaltetzen dute, horrela organuluen funtzioa okerra bultzatuta eta TNF-o bezalako hantura
zitokinen sekrezioa handituta [195]. Aldi berean, gaitasun oxidatibo mitokontriala
murriztu egiten da, gantz azidoak zitosol zelularrean metatuz, eta orduan bide
alternatiboak aktibatzen dira, hala nola m-oxidazioa; hala, ROS gehiago sortzen dira, eta
gurpil zoroa da azkenean. Horrela, hanturazko ingurunea sustatzen da, eta esteatosiak
esteatohepatitis egoera dakar.

Tratamenduari dagokionez, neurketarik eraginkorrena eta lehen aukerakoa pisu galera da,
dietaren eta ariketa fisikoaren bidez. Dietan, ez da argi ikusi makronutrienteen
proportzioak aldatzeak HGNA hobetzen duenik; hortaz, gomendagarriena da halako
pazienteengan kaloriak murriztea. Era berean, fruktosa gutxitzea ere gomendagarria da,
azukre sinple horrek eragin negatiboa baitu eritasunaren aurrerabidean: alde batetik, de
novo lipogenesia estimulatzen duten transkripzio faktoreak aktibatzen ditu (SREBP1c eta
ChREBP), eta, bestetik, mitokondriaren [-oxidazioa gutxitzen du [196]. Gainera,
garrantzitsua da alkoholik ez edatea, triglizeridoen sintesi hepatikoa nabarmenki areagotu
eta beren metaketa errazten duelako. Hala ere, neurri hori nahikoa ez den kasuetan, edo

estrategia mota horrekiko atxikidura txikia denean, elikagaietan dauden hainbat
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konposatu bioaktibo, horien artean konposatu fenolikoak, tresna eraginkorrak izan

daitezke patologiari aurre egiteko.
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5. Konposatu fenolikoak

Konposatu fenolikoak hainbat jatorritako milaka konposatu biltzen ditu. Landare
jatorriko elikagaiek berez dituzte konposatu fenolikoak, eta egitura molekular konplexu
ezberdin ugari izan ditzakete. Fenol talde bat edo gehiago duten molekulak dira, eraztun
aromatikoa dena, zenbait talde hidroxilori lotuta. Molekula sinpleetatik hasi eta 30000Da-
ra arteko molekulen polimeroetaraino izan daitezke [197]. Oinarrizko egitura kimikoaren

arabera, hainbat familiatan bana daitezke, 3. taulan ikus daitekeenez.

Konposatu fenoliko batzuk ezinbestekoak dira horiek dituzten landareek beren funtzio
fisiologikoak bete ahal izateko; beste batzuek, berriz, erasoetatik babesten dituzte, hala
nola argi ultramoretik edo patogenoetatik, eta, aldi berean, estresa gutxitzen dute (estres
hidrikoa, argitsua...) [198].

3. taula. Konposatu fenolikoen sailkapena.

Mota Egitura kimikoa Azpimota

Flavonoideak

Flavonolak e Kaempferol
. O e Kerzetina
OH

o]

Flavonak O ‘ e Apigenina
O | e Luteolina
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Isoflavonak e Daidzeina
e Genisteina
Flavanonak e Naringenina
‘ O e Hesperidina
O
Antocianidinak HO 0 .~\©E . Zlan!d!ng
: e Delfinidina
OH
OH O
Flavan-3-olak e Katekina
O e Epikatekina
e Epigalocatekina
e Gallocatekina
OH
Ez-flavonoideak
Azido e Azido galikoa

hidroxybenzoikoak

Estilbenoak

Azido vanilikoa

Erresberatrola
Piceatannola
Pterosetilbenoa
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Azkenaldian, konposatu hauen ikerkuntzak garrantzi handia hartu du, besteak beste 2.
motako diabetesa, osteoporosia, gaixotasun kardiobaskularrak, endekapenezko

gaixotasunak edo minbizia prebenitzeko dituzten propietateak direla eta.
5.1. Bioerabilgarritasuna, garraioa eta iraiztea

Bioerabilgarritasuna honela defini daiteke: ohiko asimilazio bide metabolikoen bidez
digeritu, xurgatu eta metabolizatu ondoren, zirkulazio sistemikora iristen den konposatu
baten kantitatea [198]. Konposatu fenolikoen abiadura eta xurgapen muga egitura
kimikoak zehazten ditu. Garrantzitsua da kontuan hartzea konposatu fenolikoek
metabolismo handia izaten dutela hesteetan eta gibelean. Metabolitoak odolean modu
askean garraiatzen dira, edo albuminaren gisako proteina plasmatikoekin batera [199].
Xurgatu gabeko konposatu fenolikoak kolonera iristen dira, non hesteetako mikrobioiek
metabolizatu egin baititzakete. Era berean, konposatu fenolikoek mikrobiotaren
konposizioa alda dezakete. Izan ere, konposatu fenolikoek eragiten dituzten efektu batzuk
hesteetako mikrobiotaren modulazioaren bidez gertatzen dira. In vitro azterketen,
azterketa aurreklinikoen edo klinikoen egungo ebidentziak iradokitzen du koloneko
minbiziaren eta gaixotasun kardiobaskularren gaineko ondorio onuragarrien zati bat
bakterioen azpitaldeetan izandako aldaketekin lotzen dela, hala nola Bacteroides,
Lactobacilus edo Bifidobacterium [200]. Ildo horretan, nabarmentzekoa da hesteetako
bakterioen kontzentrazioan eta banaketam norbanakoen arteko aldakortasunak eragina
izan dezakeela konposatu fenolikoen ondorioen erantzunean [201].

Xurgatutako konposatu fenolikoak edo metabolitoak behazun bidetik edo gernu bidetik
iraizten dira. Gernuko konposatu fenolikoen kopurua odolean zirkulatzen duen konposatu
motaren araberakoa da, eta zuzenki proportzionala plasman duen kontzentrazioarekiko.
Adibidez, ardoa edan ondoren xurgatutako katekinen % 2 eta % 10,3 artean gernu bidez
iraizten dira. Erresberatrolaren kasu zehatzean, irentsi eta lehenengo 4 orduetan
kanporatzen da, eta iraizten den kopurua irensten den unearen, kontzentrazioaren edo
elikagaiaren araberakoa da. Harekin batera jaten den elikagai motaren araberakoa ere
bada. Horrela, ardo beltz gisa barik mahats ateratze formatuan edanez gero, lau

alderantziz atzeratzen dela egiaztatu da [202].
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5.2. Mahatsaren konposatu fenolikoak

Hainbat azterlanek mahatsaren osagaiak aztertu dituzte (nagusiki zuntza eta konposatu
fenolikoak [203]. Mahatsen konposatu fenolikoak larruazalean, hazietan eta adarretan
daude, batez ere. Flavonoideen artean, antozianidinak, proantozianidinak eta flavanolak
daude;ez-flavonoideen artean, berriz, azido hidroxizinamikoak. Mahatsaren konposatu
fenolikoen profila faktore askoren araberakoa da, baina garrantzitsuenetakoa mahats
barietatea da. 4. taulan, gure ingurunean ohikoak diren mahats barietateen larruazalean
eta hazietan (mahats estraktuen oinarrizko osagaiak) dauden konposatu fenolikoak

alderatzen dira.

4. taula. Konposatu fenolikoak mahats-barietate desberdinetan.

TSRy e . Cabernet
Tempranillo Graciano Sauvignon
Azala
Polifenol totalak 18,0mg/g 16,2 mg/g 11,6 mg/g
Antocianidinak 596 mg/g 565 mg/g 553 mg/g
Katekinak 8,1 mg/g 0,50 mg/g 2,05 mg/g
Proantozianidinak 27,7 mglg 25.4 mg/g 17,3 mg/g
Haziak
Polifenol totalak 22,3 mg/g 28,5 mg/g 21,8 mg/g
Katekinak 54,6 mg/g 117 mglg 76,3 mg/g
Proantozianidinak 40,7 mgl/g 57,2 mg/g 53,9 mg/g

Monagas et al. (2006)-tik moldatua [204].

4. eta 5. tauletan ikus daitekeen bezala, mahatsaren konposatu fenolikoen profila ere
frutaren atalaren araberakoa da, larruazalaren araberakoa (azala, haziak edo adarra),
alegia. Mahatsaren estraktuei dagokienez, erauzketa teknikak eta horiek bereizteko eta

kuantifikatzeko erabilitako metodologiak ere badute eragina [205].

Landareaz kanpoko faktoreak ere badaude, konposatu fenolikoen profilean eragina duten

hazkunde-zirkunstantziei lotuta (nekazaritza-ingurumeneko faktoreak). Laborantza-

baldintzei dagokienez, lurzoruan nutriente jakin batzuk egoteak edo ez egoteak eragina
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izan dezake fruta eta barazkien konposizio fitokimikoan, bai kualitatiboki, bai
kuantitatiboki. Klima beste alderdi garrantzitsu bat da, eta, beraz, eremu desberdinetan
landutako barietate bereko fruituek konposatu fenoliko desberdinen edukiak dituzte.
Hazkunde-etapetako tenperatura altuek mahatsaren antozianinen sintesia gutxitu
dezaketela frogatu da [206]. Bestalde, mahatsaren zikloaren loratze-etapako egoera
hidrikoak eragin positiboa du konposatu fenolikoen sintesian; heldutasun-etapetan,
berriz, antozianinen eta konposatu fenolikoen sintesia handitu egiten da defizit
hidrikoekin [207]. Fruta eta barazki desberdinen heldutasun-egoerak ere eragin
nabarmena du konposizio fitokimikoan. Produktu guztietarako patroi orokorrik aurkitu
ez den arren, oro har, fruitu heldugabeek konposatu polifenolikoen maila eta antozianina
totalen eduki txikiagoa dute [208].

5. taula. Mahatsaren zati ezberdinetan dauden konposatu fenoliko nagusiak

Mahatsaren zatia Fitokimiko nagusiak

Antozianidinak
Kerzetinaren eratorriak
Kampferolaren eratorriak
Katekinak

Erresberatrola

Azido klorogenikoa

Katekinak

Azido klorogenikoa
Kerzetinaren eratorriak
Erresberatrola

Azido kaftariko koutarikoa
Kerzetinaren eratorriak
Kampferolaren eratorriak
Miricetinaren eratorriak
Katekinak

Astilbina y engeleina

Modificado de Averilla et al. (2020)-tik moldatua [209].
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5.3. Mahatsaren konposatu fenolikoen ondorioak
5.3.1. Presio arteriala

Zenbait azterlanen arabera, mahatsaren konposatuek presio arteriala murritz dezakete,
hala sistolikoa nola diastolikoa. Esate baterako, Sivaprakasapillai et al.-ek (2009) dosi
desberdinetako mahats estraktu baten ondorioak aztertu zituzten sindrome metabolikoa
zuten pazienteengan, eta presio arterial sistoliko eta diastolikoa 11 mmHg-ra jaisten zela
ikusi zuten, modu dosidependentean [211]. Hala ere, Li et al.-ek (2015) argitaratutako
meta-analisi batean, hobekuntzak apalagoak izan ziren: 1,48 mmHg-ko murrizketa presio
arterial sistolikoan eta garrantzi estatistikorik eza presio arterial diastolikoan [210].
Hipertentsio motari dagokionez, azterlan gutxitan ikertu dira mahats polifenolak
aurrehipertentsioa edo lehen mailako hipertentsio arteriala duten subjektuengan, eta
emaitzarik argienak hipertentsio handieneko pertsonengan behatu dira.

5.3.2. Odoleko lipidoak

Lehen aipatu bezala, kardiopatietan eragina duen eta sindrome metabolikoa sortzen duen
faktore bat dislipemia da. Konposatu fenolikoek kolesterol kontzentrazioa alda dezakete,
xurgapena eta gibelerako garraioa murriztuz, eta hori kolesterolaren kontzentrazio
plasmatikoaren murrizketan islatzen da. Gainera, A eta B apolipoproteinei ere eragiten
diete, arrisku kardiobaskularreko faktoreak baitira; VLDL partikulak aldatu eta
triglizeridoen kontzentrazio plasmatikoak gutxitzen dituzte, horrela lipoproteina
lipasaren (LPL) jarduera handituta, eta horrek, aldi berean, LDL zirkulatzaileen

kontzentrazioak murrizten ditu [211].

Gainera, mahatsetik eratorritako konposatu fenolikoek LDLren oxidazioa eta, beraz,
ateroesklerosiaren garapena eragozten dituztela frogatu da [212,213]. Hain zuzen ere,
mahatsaren konposatu fenolikoek estres oxidatiboan eragiten dutela erakutsi dute, eta
horrek hainbat mailatan eragin ditzake kalteak, honako patologia hauekin lotuta: asma,
gaixotasun kardiobaskularrak, diabetesa eta gaixotasun buxatzaile kronikoa (BGBK).
Mahatsaren konposatu fenolikoek estres oxidatiboaren kontrolean duten eraginaren
adibide batzuk Gaztela et al.-ek (2008) edo Albers et al.-ek (2004) eginiko ikerketan ikusi
ziren: mahats zukuko suplementazio baten ondoren, superoxidoa (O2-) murriztu egin zen;

kalte genikoa ere gutxitu egin zen, , estres oxidatiboaren adierazle gisa [213,214].

5.3.3. Glukosaren metabolismoa eta diabetesa
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Duela gutxi, mahatsen konposatu fenolikoek diabetesaren prebentzioan eta tratamenduan
dituzten ondorioak ikertu dituzten hainbat azterlan deskribatu dira. Ikerketa gehienak in
vitro edo animalia ereduetan egin dira, eta gizakiengan egindako gehienek 2. motako
diabetesa izan dute ardatz. Adibidez, ardoaren kontsumo neurritsuak % 30era murritz
dezake 2. motako diabetesa izateko arriskua [203]. Ondorio hori justifikatzeko,
bibliografia zientifikoan gehien onartutako mekanismoetako bat IRS1 fosforilatua serina
aminoazidoan da, eta glukogeno sintasa zinasa 3/glukogeno sintasaren bidea gibelean
aktiba ez dadin prebenitzea. Beste jardunbide bat muskuluan FOXOlen eta PPARyren
espresioa areagotzea izan liteke. Orobat, mahatsaren konposatu fenolikoek glukosaren
metabolismoa zeharka aldatzen dutela frogatu da, mikrobiotaren gainean egikaritzen
duten ekintzaren bidez. Horren adibide, bifidobacterium bakterioak, mahats estraktu bat
hartzean areagotu egiten direnak [215]. Hala ere, Ramos-Romero et al.-ek (2020) ikusi
zuten organismoko mikrobiota azpitalde ugarienek ez zituztela mahats estraktu batek

intsulina mailan dituen ondorio onuragarriak erregulatzen [216].
5.3.4. Beste batzuk

Mahatsaren konposatu fenolikoen suplementazioak eragiten dituen beste ondorio batzuk
plaketen antiagregazioa, mekanismo kardiobabesletzat hartzen dena, eta fibrilazio
aurikularraren prebentzioa dira, nahiz eta ebidentzia oraindik urria izan esparru horietan
[217,218].

5.4. Pteroestilbenoa

Estilbenoideak landareetan, olio aromatikoetan eta landare jangarrietan oparotasunez
dauden konposatu fenolikoen multzoa dira. Konposatu horien artean, erresberatrola (3,5,4
-trihydroxystilbene) nabarmentzen da, hainbat elikagaietan dagoen polifenola baita, hala
nola mahatsean eta haren eratorrietan (ardo beltza), fruitu gorrietan, pistatxoetan edo
kakahueteetan. Azken urteotan, konposatu fenoliko hau asko aztertu da, ondorio
onuragarri ugari dituelako: ekintza antioxidatzailea, sirtuinaren bidearen aktibazioa,
intsulinarekiko sentikortasunaren eta glukosarekiko tolerantziaren hobekuntza, lipolisia

areagotzea besteak beste [219].

Pteroestilbenoa (3,5-dimethoxy-4-hydroxy-trans-stiloene) erresberatrolaren deribatu
dimetoxilatu natural bat da (8.irudia), lehen aldiz sandalotik atera zena, eta, batez ere,

mahatsean, ahabian eta egurrean dago [220-222]. Konposatu hau erresberatroletik
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bereizten da hidroxi taldearen ordez metoxi taldea daukalako 3' eta 5' posizioetan. Horrek
hesteetan eta gibelean duen metabolizazioa gutxitzen du, eta, horrela, haren
bioerabilgarritasuna handitu egiten; gainera, zelulen barrualdera errazago garraiatzen da,

egitura lipofilikoagoa duelako [223].

OCH;

Erresberatrola Pteroestilbenoa

8. irudia. Pteroestilonoaren eta resveratrolaren egitura kimikoa. Imagen extraida de Tsai
etal. (2017)-tik moldatua [224].

Pteroestilbenoaren ondorioak direla eta, hanturaren aurkako gaitasuna duela frogatu da,
IL6, TNFa eta erretikulu endoplasmatikoaren estresarekin lotutako proteinen ekoizpena
inhibituta, bai eta hanturaren aldeko geneen (prostaglandina-endoperdxido sintasa 2
(COX-2), oxido nitrico sintasa induzigarria (iNOS), interleukina-6 (IL-6), tumoreen
nekrosi-faktorea- o (TNF-a), monozitoen proteina kimioerakarlea 1 (MCP-1) eta 1-
plasminogenoaren aktibatzailearen inhibitzailea (PAI-1)) espresioa gutxitzen duela ere
[225].

Bestalde, egiaztatuta dago pteroestilbenoak estres oxidatiboa eta oxigeno espezie
erreaktiboen ekoizpena murrizten dituela, hala nola hidrogeno peroxidoa edo superoxido
anioia, zeinak zenbait patologiaren hasieran eta garapenean esku hartzen duten. Horrela,
pteroestilbeno bidezko tratamenduek oxigeno-espezie erreaktiboekin lotutako
patologietan eta zahartze prozesuaren aurrerabidean onura argiak dituztela baieztatu da
[226]. In vitro ikerketek agerian utzi dute hainbat zelula lerrotan molekula horren
eraginpean egoteak hainbat antioxidatzaileren ekoizpena areagotzen duela, katalasa,
glutatioi totala, glutatioi peroxidasa, glutatioi erreduktasa eta superoxido dismutasarena,
esate baterako [227].
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Era berean, pteroestilbenoak diabetesaren aurka egiten duela frogatu da, pankrea zelulen
ekintza zitobabeslea eta estres oxidatiboaren murrizketa direla eta, NF-E2-related factor
2 (Nrf2) tarteko [228]. 1. motako diabetesa zuten animaliekin egindako ikerketa baten
arabera, pteroestilbenoa egunean 20 mg/kg-ko dosian hartzea metformina (ohiko
erabilera duen antidiabetikoa) egunean 30 mg/kg-ko dosian hartzea bezala da, antzeko
efektuak ditu; hala, konposatu fenolikoak hainbat ehunetan intsulinaren antzeko eragina
duela ondorioztatu zen [229]. Bestalde, Sireesh et al.-en (2017) argitalpenaren arabera,
pteroestilbenoak zelulen heriotzatik eta hanturaren aldeko zitokinek eragindako kalte
pankreatikotik babesteko ere balio du [230]. Glukosaren eta intsulinaren kontzentrazio
serikoak hobetzeaz gain, egunean 10 mg/kg-ko pteroestilbeno dosiarekin tratatutako
animaliek interleukina 1 P, tumore nekrosi o faktorea eta interferoi y (zelula
pankreatikoetanondorio kaltegarriak dituzten zitokinak) kontzentrazio txikiagoak izan
zituzten odolean nahiz pankrean. Alta, antzeko beste azterketa batean, 1. motako
diabetesa zuten saguak glibenklamidarekin tratatu ziren (sulfonilurea bat), egunean 600
mg/kg/-ko dosia emanez, edo pteroestilbenoa egunean 10 edo 5 mg/kg-ko dosian, edo bi
konposatuen konbinazioa emanez. Bada, behatu zutenez, kontrol gluzemikoa hobetu egin
zen, bai antidiabetikoarekin tratatutako taldean bai bi konposatuekin tratatutako taldean,

baina ez pteroestilbenoarekin tratatutako taldean.

2. motako diabetesari dagokionez, pteroestilbenoak ahozko antidiabetikoek eragindako
antzeko ondorioak ere izan ditzake, hemoglobina glikosilatuaren balioak gutxituta, eta
hexokinasaren eta glukosa 6P-deshidrogenasaren jarduera handituta. Hala, ondoriozta
daiteke pteroestilbenoak 2. motako diabetesaren kontrol gluzemikoa hobetzen duela
animalia ereduetan [231]. Diabetesa garatu aurreko fasean, intsulinaren aurkako
erresistentzia dagoela ikusten denean, pteroestilonoak glukosa eta intsulina
kontzentrazioak ere hobetzen ditu animalia ereduetan. Adibide bat gure taldean egindako
azterlanekoa: HOMA-IR-ren beherakada eta glukosarekiko tolerantzia testaren
hobekuntza agerian geratu ziren pteroestilbenoarekin (egunean 15 mg/kg) tratatutako
animalietan [232]. Efektu hori kardiotropina len eta GLUT4ren espresio proteikoa
handituz, AKParen fosforilazioa, eta glukokinasaren jarduera areagotzearen ondorioz

gertatu zen, besteak beste.

Ikerketa gutxik aztertu dituzte pteroestilbenoak gibeleko esteatosian dituen ondorioak.

Hala ere, gibeleko estres oxidatiboa gibeleko esteatosia garatzen laguntzen duen elementu
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garrantzitsua da, eta, hortaz, aipatu bezala, pteroestilonalak zeharkako ondorio
onuragarriak izan ditzake bide horretatik. Adibidez, Satheesh et al.-ek (2006) behatu
zuten arratoi diabetikoen kasuan pterosestilonoak TBARSen eta hidroperoxido lipidikoen
mailak jaisten zituela, besteak beste, eta ondorioztatu zuten konposatu fenoliko horrek
gibelaren estres oxidatiboa eta, ondorioz, esteatosi hepatikoaren progresioa hobetzen
dituela [233].

Dislipemia ere hobetu egiten da konposatu fenoliko honen eraginez. Animalia ereduetan
egindako ikerketetan, pteroestilbenoak LDL eta VLDL mailak murriztu, eta HDL mailak
handitzen dituela frogatu da, triglizeridoak, gantz azido askeak eta fosfolipidoak
murrizteaz batera, arratoi diabetikoetan [234]. Rimando et al.-ek (2005) ikusi zutenez,
hamsterren ohiko dieta pteroestilbenoarekin osatuz gero, kolesterol totala eta LDLren
kontzentrazio plasmatikoak % 18 eta % 29 gutxitzen ziren, hurrenez hurren, eta
HDLrenak % 7 hazten. Bhakkiyalakshmi et al.-ek (2016) frogatu zuten egunean 5 edo 10
mg/kg-ko pteroestilbeno dosia nahikoa zela kolesterol totalaren, LDLren eta
triglizeridoen kontzentrazioak nabarmen murrizteko; hala ere, egunean10 mg/kg-ko

dosiak baino ez zuen areagotu HDLren kontzentrazioa [223].

Pteroestilbenoak dislipemian duen eragin mekanismoari dagokionez, uste da metoxi
taldeek paper garrantzitsua dutela PPARa aktibatzeko orduan, konposatu hori
transkripzio faktore horren agonista gisa jarduten duelako eta, horrela, hiperlipidemia
murriztu egiten delako. Nolanahi ere, kontuan izan behar da emaitza hauek ezin direla
gizakiengana estrapolatu. lzan ere, Riche et al.-ek (2014) ez zuten aldaketarik ikusi
triglizeridoen kontzentrazioan dislipemia zuten eta pteroestilbenoarekin tratatu ziren

pertsonengan; are gehiago, LDLren kontzentrazioak handitu egin ziren [235].

Pteroestilbeno bidezko tratamenduaren segurtasunari dagokionez, alderdi hori
gizakiengan aztertzen duen bibliografia urria den arren, frogatuta dago konposatu
fenoliko honek ez duela toxikotasun arazorik sortzen. Riche et al.-ek (2014) egindako
ikerketan, dislipemia zuten helduei egunean 250 mg pteroestilbeno eman zieten, eta ez
zen kontrako ondoriorik deskribatu [235]. Hortaz, pteroestilbeno molekula segurutzat jo

daiteke, etorkizunean gaiaren gaineko ikerketa gehiago egin beharko badira ere.
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es analizar el papel de los microRNAs y las
adipokinas como biomarcadores de pronostico o de respuesta a tratamientos, en diferentes
situaciones fisiopatoldgicas, asi como su posible papel mediador de los efectos de

moléculas bioactivas.

A continuacion, se describen los diferentes objetivos especificos:

Implicacion de los microRNAs en los efectos del pteroestilbeno en la esteatosis

hepatica en rata (manuscrito 1)

1. Analizar la posible mediacion de los microRNAs en los efectos beneficiosos
producidos por el pteroestilbeno en la esteatosis hepatica no alcohdlica, en un modelo

animal de obesidad genética.

Estudio del efecto de los hollejos de uva en pacientes con sindrome metabdlico.

Empleo de los microRNAs como biomarcadores (manuscritos 2 'y 3)

2. Analizar el papel de los microRNAs como biomarcadores de respuesta en los efectos
de los hollejos de uva en el control glucémico, en personas que padecen sindrome

metabdlico.

3. Analizar el papel de los microRNAs en el mecanismo de accion de una suplementacién

con hollejos uva en el control glucémico de pacientes con sindrome metabdlico.

Estudio de adipokinas como biomarcadores en nifios con bajo peso o talla al nacer
(manuscritos 4 y 5)

4. Comparar las concentraciones de las adipokinas en nifios nacidos pequefios para la

edad gestacional con distintas velocidades de crecimiento.

5. Analizar la existencia de posibles diferencias en las concentraciones de adipokinas

entre nifos y nifas.

6. Analizar la evolucion de las concentraciones de adipokinas durante los primeros 2 afios

de vida.
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7. Analizar la asociacion de diferentes parametros antropomeétricos y bioquimicos con la

concentracion de chemerina circulante.
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Doktoretza tesi honen helburu nagusia da mikroRNAek eta adipokinek egoera
fisiopatologikoetan tratamenduei erantzuteko edo pronostikorako biomarkatzaile gisa
duten zeregina aztertzea, baita molekula bioaktiboen efektuen bitartekari izan daitekeen

eginkizuna ere.

Helburu zehatzak, berriz, honako hauek dira:

MikroRNAen inplikazioa pteroestilbenoak arratoien esteatosi hepatikoan dituen

ondorioetan (1. eskuizkribua)

1. Pteroestilbenoak esteatosi hepatiko ez-alkoholikoa duen obesitate genetikoko
animalia-eredu batean sortutako efektu onuragarrietan mikroRNAek izan dezaketen

bitartekotza aztertzea.

Sindrome metabolikoa duten pazienteengan mahats-patsaren eragina aztertzea.
MikroRNAKk biomarkatzaile gisa erabiltzea (2. eta 3. eskuizkribuak)

2. MikroRNAen zeregina aztertzea, mahats-nasaiek kontrol gluzemikoan dituzten

ondorioei erantzuteko biomarkatzaile gisa, sindrome metabolikoa duten pertsonengan.

3. Sindrome metabolikoa duten pazienteen kontrol gluzemikoan mahats-patsez egindako

elikadura-osagarriaren ekintza-mekanismoan mikroRNAen zeregina aztertzea.

Jaiotzean pisu edo neurri txikia duten haurrengan adipokinak biomarkatzaile gisa

aztertzea (4. eta 5. eskuizkribuak)

4. Adipokinen kontzentrazioak konparatzea hazkunde-abiadura desberdinak dituzten

haurdunaldirako txiki jaiotako haurrengan.

5. Bi sexuen artean adipokinen kontzentrazioetan izan daitezkeen desberdintasunak

aztertzea.

6. Adipokinen kontzentrazioek bizitzako lehenengo bi urteetan duten bilakaera aztertzea.
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7. Parametro antropometriko eta biokimikoen eta chemerina zirkulatzailearen

kontzentrazioaren arteko erlazioa aztertzea.
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1. Implicacion de los microRNAs en los efectos del pteroestilbeno en la esteatosis

hepética en rata

1.1. Animales y determinacion de la esteatosis

Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron 20 ratas Zucker (fa/fa) de 5 afios de edad.
Los animales se estabularon en jaulas metabolicas y se mantuvieron en una sala aislada a
una temperatura constante de 22+2°C, con ciclos de luz/oscuridad de 12h, tras un periodo
de adaptacion de 6 dias. Las ratas se separaron en 2 grupos de 10 animales y se
alimentaron con una dieta estandar de laboratorio con acceso libre a agua. Al grupo
tratado se le administrd pteroestilbeno, a una dosis de 30 mg/kg/dia, mediante un catéter
orogastrico, mientras que al grupo control se le administré una solucién salina por la

misma via. Diariamente se midieron tanto el peso de los animales como la ingesta de

comida. El estudio fue aprobado por el comité de ética de la UPV/EHU (ref.
CEEA14/018).

*  miR-30c
+  miR-140
*  miR-93
+  miR-19b
*  miR-107
pteroestilbeno . * DGAT2 moR-122
control 30mg/kg/dia Diagnésticode HGNAe ., 1y Seleccion de miRNAs
- identificacionde . ppaRa segun sus dianas
6 semanas de tratamiento proteinas cambiantes . CPT1a

g

2

Expresion B
génica < —
AML12 =
Expresion Rtansfeccion de miRNAs
——ww— proteica en hepatocitos miRNAs en higado de

Determinaciénde
las ratas

Figura 9. Disefio experimental del primer proyecto.

Tras finalizar esta fase experimental, y pasar un periodo de ayuno de 8-12h, las ratas
fueron sacrificadas mediante puncion cardiaca, por exanguinacion, bajo anestesia general.
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Se extrajo la sangre y se diseccion0 el higado, que fue pesado y congelado en nitrégeno
liquido, y almacenado a -80 °C hasta su posterior analisis. La sangre obtenida por
exanguinacion fue centrifugada a 1000g durante 10 minutos a 4°C para extraer el suero.

La esteatosis fue determinada histoldgicamente por dos patélogos expertos tras analizar
las muestras con sus identificaciones enmascaradas. Se llevé a cabo una tincion del tejido
hepatico con hematoxilina y eosina y se analizaron las muestras por microscopia a 40X,

utilizando la escala de Brunt [239].

1.2. Seleccion de miRNAs

Se seleccionaron miRNAs atendiendo a tres criterios. Por un lado, miRNAs que en
experimentos previos de nuestro grupo demostraron estar involucrados en los efectos
positivos del resveratrol en la esteatosis hepatica, por otra aquellos que habian demostrado
en la bibliografia mediar los efectos de otros compuestos fendlicos y finalmente los que
de acuerdo con las bases de datos consultadas (miRecords y miRbase) tenian como dianas
potenciales o validadas las proteinas involucradas en el metabolismo lipidico que en esta

cohorte de ratas habian sido modificadas por el tratamiento con pteroestilbeno.

1.3. Cultivos celulares y transfecciones

Se llevo a cabo un cultivo celular con hepatocitos murinos AML12 en un medio de cultivo
preparado con 1:1 DMEM/HAM’'S F12, que contenia suero fetal bobino (FBS),
dexametasona, insulina, transferrina, selenio y penicilina/estreptomicina. ElI medio se
cambid cada 2 dias y las células se cultivaron a 37 °C en una atmosfera humidificada con
5% de COa.

Los hepatocitos en una confluencia del 80-90% fueron transfectados con los “mimics” de
cada uno de los miRNAs o un control negativo mediante el uso de lipofectamina. Ademas,
la efectividad de la transfeccion se comprobé transfectando al mismo tiempo sondas con
fluorescencia. De manera adicional, se comprob6 por RT-PCR la correcta transfeccion de

cada uno de los miRNAs.

1.4. Expresion de los miRNAs y las proteinas
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Los miRNAs totales fueron extraidos del tejido hepatico y de las células transfectadas
usando un kit comercial (miRNeasy), de acuerdo con las instrucciones proporcionadas
por el fabricante. Tras un proceso de retrotranscripcién, se realiz6 la RT-PCR en un
termociclador CFX96™-MyiQ™ programado con los parametros especificados por el
fabricante de las sondas de cada miRNA. Los resultados fueron normalizados utilizando
como “housekeeping” el miR-191-5p. Los datos obtenidos se describieron como cambios
en los umbrales de ciclo (Ct) respecto a los controles, mediante el método 244 [240].

En cuanto a la medicion de concentraciones de proteinas, se extrajeron las proteinas
totales de las células AML12 mediante un tampon de lisis segun protocolos validados,
cuya concentracion total de proteinas se midi6é utilizando un kit comercial de &cido
bicinconinico [241]. La concentracion de cada proteina se midié mediante la técnica
western blot. Para ello, primero se realiz6 una electroforesis en geles de poliacrilamida
de diferentes concentraciones dependiendo el peso molecular de cada proteina, y a
continuacion se traspasaron por electrotransferencia a membranas PVDF. La correcta
carga se confirm6 mediante Azul Comomassie. Las membranas fueron bloqueadas con
caseina fosfato y fueron cultivadas con el anticuerpo primario (durante toda la noche) y
secundario (durante dos horas) correspondientes. Finalmente, la cuantificacién se llevd a
cabo mediante un sistema de imagen ChemiDoc MP. La B-actin fue utilizada como

proteina control.
1.5. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa IBM SPSS Statistics v.26. La
distribucion de los datos se comprobd con el test de Shapiro-Wilk, y las medias se
compararon mediante la t de Student o U de Mann-Whitney segln su normalidad

Los detalles del protocolo estan descritos en el manuscrito 1.
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2. Estudio del efecto de los hollejos de uva en pacientes con sindrome metabolico.
Empleo de los microRNAs como biomarcadores

2.1. Orujo de uvas

El extracto de uvas se obtuvo de uva (Vitis Vinifera) de la variedad Tempranillo en el
momento de su recoleccion. Se liofilizaron y se triturd el producto, que fue dividido en
dosis individuales de 8 g. Estas alicuotas se conservaron en todo momento a una
temperatura de -20°. En el extracto, se describié un 6,22% de polifenoles extraibles y un
23,44% de no extraibles. El 68,23% era fibra insoluble.

2.2. Sujetos y clasificacion

En un estudio de intervencidn aleatorizado y cruzado, se tomd una muestra de 49 sujetos
con al menos 2 factores de riesgo de sindrome metabdlico [242]. Durante los dos periodos
experimentales, de 6 semanas cada uno, se suplementd la dieta habitual de los
participantes con 8 g del extracto de uva y entre ambos periodos, se establecid una etapa
de lavado (wash-out) de 2 semanas. No se utilizd placebo para el grupo control. Se
extrajeron muestras de sangre antes y después de cada uno de los dos periodos. Estas
muestras se centrifugaron para obtener el plasma y a continuacion se congelaron a -80°C
para su posterior analisis. Tras finalizar este proceso, los participantes se clasificaron en
respondedores y no-respondedores, tomando como criterio haber tenido una reduccién de
los niveles de insulina en ayunas mayor del 10% para clasificar a alguien como

respondedor.
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Figura 10. Disefio experimental del segundo proyecto.

2.3. Secuenciacion y cuantificacion de miRNAs

En una muestra representativa de 8 sujetos por cada grupo, se llevdé a cabo una
Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS) donde se identificaron miRNAs que se
expresaron de forma diferente en cada grupo. A continuacion, se comprobaron las
diferencias observadas en la cohorte completa, comparando tanto los grupos de
respondedores y no respondedores como los cambios en la expresion producidos después
del periodo experimental en comparacion con su estado basal. Para ello Se extrajo el RNA
total (incluyendo miRNAs) mediante un kit comercial, y se retrotranscribieron los
miRNAs para obtener DNA complementario (cDNA). A través de RT-PCR a tiempo real
se cuantificd la expresion de los miRNAs en un termociclador CFX96-MyiQ Real-Time
System. Los valores obtenidos fueron normalizados utilizando el miR-191-5p como
housekeeping. Los datos obtenidos se expresaron como cambios en los umbrales de ciclo

(Ct) respecto a los controles, usando el método 2-24¢ [240].
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2.4. Busqueda de dianas

Las dianas validadas y/o predichas se identificaron mediante la base de datos miRecords.
Después, mediante la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG),
se busco en qué rutas metabdlicas relacionadas con el control glucémico podrian estar

involucrados los genes diana.
2.5. Analisis estadistico

El anélisis estadistico se llevd a cabo con el programa IBM SPSS Statistics v.24. La
normalidad se comprobd mediante el test de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de los
datos. Las comparaciones entre muestras independientes se hicieron con las pruebas t de
Student o la U de Mann-Whitney, mientras que en el caso de las muestras pareadas se
utilizaron las pruebas t de Student para muestras pareadas o el test de rangos con signo

de Wilcoxon, en funcidn de si la distribucion era o no normal.

Los detalles del protocolo estan descritos en los manuscritos 2 y 3.

3. Estudio de adipokinas como biomarcadores en nifios con bajo peso o talla al nacer
3.1. Seleccidn y de participantes

Se trabajé en una muestra representativa de 27 sujetos procedentes de la cohorte del
estudio EPIPEG, con la aprobacion del comité de ética del HUA-Txagorritxu (Ref. 2012-
050) y tras la firma de un consentimiento informado por parte de los progenitores.

Se seleccionaron nifios nacidos vivos en el hospital de Txagorritxu-HUA en el periodo
comprendido entre junio de 2013 hasta marzo de 2015. Se eligieron sujetos clasificados
como PEG, es decir, que presentaban un peso y/o talla al menos 2 desviaciones estandar
(DE) por debajo de la media determinada por las curvas de crecimiento espariolas [243].
Los criterios de exclusion fueron: nifios no caucasicos, embarazos multiples, evidencias
de malformaciones genéticas y no sobrevivir a las primeras 24 horas. Todas las madres
refirieron haber tenido un embarazo normal sin exposicion a toxicos o complicaciones

gestacionales.
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Ganancia de peso/tallarespectoa
la medida al nacimiento (4):

. catch-up lento: A <0.49 DE

. catch-up normal: A 0.5-1 DE
. catch-up rapido: A >1 DE

Clasificacion segun catch-up

Seleccion de los recién nacidos Anailisis estadistico Cuantificacién de adipokinas

Figura 11. Disefio experimental del tercer proyecto.

3.2. Visitas y clasificacion segun catch-up

Los parametros antropométricos fueron registrados al nacimiento, a los 3 meses, a los 12
meses, a los 18 meses, a los 24 meses y a los 4 afios de vida. Durante estas visitas también
se recogié informacion sobre parametros como el tipo de lactancia ademéas de los
recogidos por protocolo. El tipo de catch-up se establecié comparando la talla y peso al

nacer con la talla/peso en la segunda visita (12 meses):

e catch-up lento A< 0.49 DE
e catch-up normal A0.5-1 DE
e catch-up rapido A> 1SD

3.3. Extraccion de muestras de sangre y determinacion de parametros bioquimicos

A los 3, 12 y 24 meses se extrajeron muestras de sangre venosa de los nifios, utilizando
tubos con acido etilenodiaminatetraacético (EDTA), tras un periodo de ayuno de al menos
5 horas. El suero se utiliz6 para medir los pardmetros bioquimicos habituales para este
segmento poblacional en el medio hospitalario y las valoraciones adicionales requeridas

por el estudio.

3.4. Determinacion de adipokinas
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La determinacion de adipokinas se llevo a cabo en las muestras de suero utilizando kits
de ELISA comerciales. Las referencias de los mismos son: RD191001100 (BioVendor,
Brno, Czech Republic) para leptina, (RD195023100 (BioVendor, Brno, Czech Republic)
para adiponectina, (D191100200R (BioVendor, Brno, Czech Republic) para omentina,
ab155430 (Abcam,Cambridge, UK) para chemerina, RD191097200R (BioVendor, Brno,
Czech Republic) para vaspina, y ab193710 (Abcam, Cambridge, UK) para NOV/CCNS.

3.5. Analisis estadistico

La normalidad de los datos se determind mediante el test de Saphiro-Wilk. Las
comparaciones entre muestras pareadas se hicieron con la prueba de t de Student para
muestras pareadas o el test de rangos con signo de Wilcoxon. En el caso de las muestras
no relacionadas, se uso la prueba t de Student o la U de Mann-Whitney, dependiendo de
la normalidad de la muestra. Para el anélisis de las correlaciones bivariadas se utilizé la r
de Peason o la rho de Spearman, segun la distribucion de los datos. Las variables
cualitativas, se compararon utilizando a prueba 2. Se utiliz6 la version 22 del programa
IBM SPSS statistics.

Los detalles del protocolo estan descritos en los manuscritos 4 y 5.
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1 MikroRNAen inplikazioa pteroestilbenoak arratoien esteatosi hepatikoan dituen

ondorioetan
1.1 Animaliak eta esteatosiaren determinazioa

Ikerkuntza egiteko, 5 urteko 20 Zucker (fa/fa) arratoi erabili ziren. Animaliak kaiola
metabolikoetan ukuiluratu eta gela isolatu batean mantendu ziren, 22 + 2 °C-ko
tenperatura konstantean, 12 orduko argi/iluntasun zikloekin, 6 eguneko egokitzapen aldia
igaro eta gero. Arratoiak 10 aleko 2 taldetan banatu ziren, eta laborategiko dieta estandar
batez elikatu, ura edateko askatasunarekin. Tratatutako taldeari pteroestilbenoa eman
zitzaion, egunean 30mg/kg-ko dosia, kateter orogastriko baten bidez; kontrol taldeari,

ostera, gatz soluzio bat eman zitzaion, bide beretik. Egunero neurtu ziren animalien pisua

eta irentsitako janari kopurua. Azterlana EHUko Etika Batzordeak onartu zuen (erref.:
CEEA14/018).

miR-30c
miR-140
miR-93
miR-19b
miR-107
pteroestilbenoa . * DGAT2 mik-122
kontrol 3, o /ke/egun Esteatosiaren . TFAM miRNAen aukeraketa
diagnostikoa eta «  PPARa ituaren arabera
6 asteko tratamendua aldatzen diren proteinen.  CPT1a

identifikazioa

~ge—

Espresio
genikoa N
Az
Espresio miRNAen transfekzioa miRNAen
——w— proteikoa hepatozitoetan determinazioa
— arratoien gibelean

9.irudia. Lehenengo proiektuaren diseinu esperimentala.

Fase esperimentala amaitu eta 8-12 orduko baraualdia igaro ondoren, arratoiak bihotz
ziztada bidezko exanginazioaren bidez sakrifikatu ziren, anestesia orokorraren
eraginpean. Odola atera, eta gibela disekzionatu zen. Hura pisatu eta nitrogeno likidoan
izoztuta biltegiratu zen, -80 °C-tan, ondoren analizatu arte. Odol ateratze bidez lortutako

odola 1000 g-tan zentrifugatu zen, 10 minutuz 4 °C-tan, seruma ateratzeko.
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Bi patologo adituk esteatosia histologikoki zehaztu zuten, laginak beren identifikazio
mozorrotuekin aztertu ondoren. Ehun hepatikoa hematoxilinaz eta eosinaz tindatu zen,

eta laginak 40x-ko mikroskopiaz aztertu ziren, Brunten eskala erabiliz [236].

1.2. miRNAen hautaketa

Gure taldeak eginiko aurreko esperimentuetan, gibel esteatosiaren garapenean zeuden eta
resveratrolaren eta proantozianidinen efektuetan bitartekariak ziren MiRNAK hautatu
ziren, molekula horien tratamenduan antzemandako efektuak pteroestilbenoaren kasuan
ere gertatzen ote ziren zehaztea xede. Horrez gain, datu baseetan (miRecords eta
miRbase) bilaketa bat egin zen, pteroestilbeno bidez tratatutako arratoien gibelean
aldatutako proteinak diana potentzial edo balidatu gisa zuten miRNAK aurkitzeko asmoz.

1.3. Kultibo zelularrak eta transfekzioak

AML12 sagu hepatozitoak zituen kultibo zelular bat egin zen 1:1 DMEM/HAM’S F12
hazkuntza medioan, zeinak behien serum fetala (FBS), dexametasona, intsulina,
transferrina, selenioa eta penizilina/estreptomizina zituen. Medioa 2 egunetik behin

aldatu zen, eta zelulak 37 °C-tan hazi ziren, % 5eko CO2-rekin hezetutako atmosferan.

Hepatozitoak, % 80-90eko konfluentzian, miRNA bakoitzaren «mimic»-arekin edo
kontrol  negatiboarekin transfektatu ziren, lipofektamina erabiliz.  Gainera,
transfekzioaren eraginkortasuna egiaztatu zen, aldi berean fluoreszentziadun zundak
transfektatuz. RT-PCR bidez egiaztatu zen, ostera, miRNA bakoitzaren transfekzio

zuzena.

1.4. MiRNAen eta proteinen espresioa

MiRNA totalak ehun hepatikotik eta zelula transfektatuetatik atera ziren (miRNeasy), kit
komertziala erabiliz, fabrikatzaileak emandako jarraibideen arabera. Erretrotranskripzio
prozesuaren ondoren, miRNA bakoitzaren RT-PCRa egin zen, CFX96 — MyiQ™
termozikladorean, fabrikatzaileak zehaztutako parametroekin programatuta. Emaitzak

normalizatu egin ziren, miR-191-5p housekeeping moduan erabiliz. Lortutako datuak
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kontrolekiko threshold cycle (Ct) aldaketa gisa deskribatu ziren, 2" metodoaren bidez
[237].

Proteinen kontzentrazioen neurketari dagokionez, AML12 zelulen guztizko proteinak lisi
tanpoiaren bidez atera ziren, baliozkotutako protokoloen arabera, eta proteina horien
guztizko kontzentrazioa azido bikinkoninikoaren (BCA) kit komertziala erabiliz neurtu
zen. Proteina bakoitzaren kontzentrazioa western blot teknikaren bidez neurtu zen.
Horretarako, lehenik, elektroforesia egin zen poliakrilamidazko geletan, proteina
banatzeko pisu molekularraren arabera, eta ondoren, elektrotransferentzia bidez, PVDF
mintzetara pasatu ziren. Karga egokia Comomassie-Blue bidez berretsi zen. Mintzak %
5eko kaseina edukia zuen PBS-Tween tanpoiarekin blokeatu ziren, eta antigorputz
primarioarekin (gau osoan) eta sekundarioarekin (bi orduz) inkubatu. Azkenik,
kuantifikazioa ChemiDoc MP irudi sistemaren bidez egin zen. (-aktina kontroleko

proteina gisa erabili zen.

1.5. Analisi estatistikoa

Analisi estatistikorako, IBM SPSS Statistics v.26 programa erabili zen. Datuen banaketa
Shapiro-Wilk-en testarekin egiaztatu zen, eta batezbestekoak Student-en t edo Mann-

Whitney-ren U-ren bidez alderatu ziren, normaltasunaren arabera.

Protokoloaren xehetasunak 1. eskuizkribuan daude deskribatuta.

113



Diseinu esperimentala eta metodologia

2. Sindrome metabolikoa duten pazienteengan mahats-patsaren eragina aztertzea.

MikroRNAk biomarkatzaile gisa erabiltzea
2.1. Mahats-patsak

Mahats aterakina Tempranillo barietateko mahatsetik (Vitis Vinifera) atera zen, hura
biltzean. Produktua birrindu eta liofilizatu egin zen, eta 8 g-ko dosi indibidualetan banatu.
Alikuota horiek -20 °C-ko tenperaturan gorde ziren une oro. Aterakinaren % 6,22
polifenol erauzgarriak ziren, eta % 23,44 ez-erauzgarriak. % 68,23, berriz, zuntz

disolbaezina zen.
2.2. Subjektuak eta sailkapena

Ausazko azterketa gurutzatu honetan, sindrome metabolikoa izateko 2 arrisku faktore,
gutxienez, zituzten 49 subjektuz osatutako lagina baliatu zen [238]. 6 asteko bi aldi
esperimentaletan, parte hartzaileen ohiko dieta mahats aterakinaren 8 g-rekin osatu zen,
eta bi aldien artean 2 asteko garbiketa etapa (wash-out) igaro zuten. Ez zen plazeborik
erabili kontrol taldean. Aldi bakoitzaren aurretik eta ondoren, odol laginak atera ziren.
Laginok plasma lortzeko zentrifugatu eta, jarraian, -80 °C-tan izoztu ziren, geroago
analizatzeko. Prozesu hori amaitutakoan, parte hartzaileak erantzuletan eta ez-
erantzuletan sailkatu ziren, barau egonik intsulina mailek % 10eko baino gehiagoko

murrizketa izatea irizpide hartuta pertsonak erantzuntzaile gisa sailkatzeko.
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Lagina Lagina Lagina Lagina

/ ‘ ‘ ‘

Ohiko dieta

6 aste

1 1
1 1
1 6 aste 1
1 1
1 1

5

1
1

4 asteko 1
garbiketa-aldia !

Erantzuleak

=23
Intsulina-mailen murrizketa Sailkapena ’
>%10 (bai/ez)

Ez-erantzuleak
n=26

10.irudia. Bigarren proiektuaren diseinu esperimentala.

2.3. MiRNAen sekuentziazioa eta kuantifikazioa

Talde bakoitzeko 8 subjektuz osatutako lagin adierazgarrian, Belaunaldi Berriko
Sekuentziazioa (NGS) egin zen, non talde bakoitzean desberdin espresatzen ziren
miRNAK identifikatu ziren. Jarraian, ikusitako aldeak egiaztatu ziren, kohorte osoan,
erantzuleen eta ez-erantzuleen taldeak eta aldi esperimentalaren ondoren izandako
espresio aldaketak konparatuta. Horretarako, RNA totala erauzi zen (miRNAKk barne), kit
komertzialaren bidez, eta miRNA-en erretrotranskripzioa egin zen, DNA osagarria
(cDNA) lortzeko. RT-PCR bidez, miRNAen espresioa CFX96— MyiQ Real-Time System
termoziklatzailean kuantifikatu zen. Lortutako balioak normalizatzeko, miR-191-5p
erabili zen housekeeping gisa. Ondoriozko datuak kontrolekiko threshold cycle (Ct)
aldaketa gisa deskribatu ziren, 2-AACt metodoaren bidez [237].

2.4. Dianen bilaketa
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Baliozkotutako eta/edo aurreikusitako dianak miRecords datu basearen bidez identifikatu
ziren. Ondoren, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) datu basearen
bidez, identifikatutako geneak kontrol gluzemikoarekin lotutako zein ibilbide

metabolikotan sartuta egon zitezkeen bilatu zen.
2.5. Analisi estatistikoa

Analisi estatistikoa IBM SPSS Statistics v.24. programarekin egin zen. Normaltasuna
Shapiro-Wilk testarekin egiaztatu eta datuen homozedastikotasuna begiratu zen. Lagin
independenteen arteko konparazioak Student-en t edo Mann-Whitney-ren U probekin
egin ziren; lagin bikoitien kasuan, berriz, lagin parekatutako Student-en t proba edo

Wilcoxon-en zeinuko tarteen testa erabili zen, datuen normaltasunaren arabera.

Protokoloaren xehetasunak 2. Eta 3. eskuizkribuetan daude deskribatuta.
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3. Jaiotzean pisu edo neurri txikia duten haurren adipokinak biomarkatzaile gisa

aztertzea
3.1. Parte hartzaileen hautaketa

EPIPEG azterlanaren kohorteko 27 subjektuz osatutako lagin adierazgarriarekin lan egin
zen, Txagorritxu Unibertsitate Ospitaleko Etika Batzordearen onespenarekin (erref.:

2012-050) eta gurasoek baimen informatua sinatu ondoren.

Txagorritxu-AUOKo ospitalean 2013ko ekainetik 2015eko martxora bitartean bizirik
jaiotako haurrak hautatu ziren. PEG gisa sailkatutako subjektuak aukeratu ziren, hau da,
Espainiako hazkunde- kurbek zehaztutako batezbestekoaren azpitik gutxienez 2
desbiderapen estandar (DE) zituztenak. Baztertzeko irizpideak hauek izan ziren: haur ez-
kaukasoarrak, haurdunaldi anizkoitzak, malformazio genetikoen ebidentziak eta lehen 24
orduan bizirik ez irautea. Ama guztiek ez zutela konplikaziorik izan eta toxikoen

eraginpean egon gabeko haurdunaldi normala izan zutela adierazi zuten.

Pisu/taila irabazia jaiotzarekiko (A):
catch-up moela: A <0.49 DE
catch-up normala: A 0.5-1 DE
catch-up azkarra: A >1 DE

Sailkapena catch-up-aren arabera

Jaioberrien aukeraketa Analisi estatistikoa

Adipokinen kuantifikazioa

11.irudia. Hirugarren proiektuaren diseinu esperimentala.

3.2. Bisitak eta catch-up-aren araberako sailkapena

Parametro antropometrikoak jaiotzean, 3 hilabetera, 12 hilabetera, 18 hilabetera, 24
hilabetera eta 4 urtera erregistratu ziren. Bisita horietan, edoskitzaro motari buruzko

informazioa ere jaso zen, protokolo bidez jasotako parametroez gain. "Catch-up” mota
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jaiotzean izandako neurria eta pisua bigarren bisitaldiko neurri eta pisuarekin alderatuz

ezarri zen (12 hilabeterekin):
* “Catch-up motela”: A< 0.49 SD
* “Catch-up normala™: A 0.5-1SD

* “Catch-up azkarra”: A> 1 SD

3.3. Laginen erauzketa eta parametro biokimikoen zehaztapena

3, 12 eta 24 hilabeterekin, subjektuen zain odolaren laginak atera ziren, gutxienez 5
orduko baraualdiaren ondoren, eta ospitale ingurunean populazio segmentu horretarako
ohikoak diren parametro biokimikoak neurtu ziren. Gainerako plasma -70 °C-tan izoztu
zen, geroago aztertzeko.

3.4. Adipokinen neurketa

Adipokinak kuantifikatzeko, ELISA kit komertzialak erabili ziren. Horien erreferentziak
honako hauek dira: RD191001100 (BioVendor, Brno, Czech Republic) leptinarako,
RD195023100 (BioVendor, Brno, Czech Republic) adiponektinarako, D191100200R
(Brno, Czech Republic) omentinarako, ab1557430 (Abcam,Cambridge, UK)
chemerinarako, RD191097200R (BioVendor, Brno, Czech Republic) vaspinarako eta
ab193710 (Abcam, Cambridge, UK) NOV/CCN3rako.

3.5. Analisi estatistikoa

Datuen normaltasuna Saphiro-Wilk testaren bidez zehaztu zen. Parez pareko laginen
arteko konparazioak Student-en t probarekin edo Wilcoxon-en testarekin egin ziren.
Parekatu gabeko laginen kasuan, Studenten t proba edo Mann-Whitneyren U proba erabili
zen, datuen normaltasunaren arabera. Korrelazio bibariatuak aztertzeko, Peasonen r edo
Spearmanen rho erabili zen, datuen banaketaren arabera. Aldagai kualitatiboak y2proba
erabiliz alderatu ziren. Analisi estatistikoa IBM SPSS statistics programaren 22. bertsioaz

egin zen.

Protokoloaren xehetasunak 4. Eta 5. eskuizkribuetan daude deskribatuta.
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El origen y el pronodstico de distintas patologias metabdlicas, asi como los mecanismos
que median en su aparicion o desarrollo, no siempre estan enteramente descritos. A dia
de hoy se sabe que los micro RNAS, unos pequefios fragmentos de RNA no codificante,
pueden regular una gran cantidad de reacciones metabdlicas, y que ademas presentan un
gran potencial como biomarcadores de distintas patologias. También se debe subrayar la
relevancia de las adipokinas, citokinas segregadas por el tejido adiposo, que actian de
manera autocrina, paracrina y endocrina. Al igual que los microRNAs, estas pueden ser
consideradas indicadores de facil acceso de estados metabolicos alterados, al poder

obtenerse a partir de sangre periférica.

La presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo en el grupo de investigacion “Nutricion
y Obesidad”, de la Facultad de Farmacia, de la UPV/EHU, que dispone de una amplia
experiencia en el estudio de moléculas bioactivas de la dieta, asi como en la identificacion

de biomarcadores génicos y proteicos.

La Tesis se centra en tres estudios que analizan el papel de los microRNAs vy las
adipokinas como biomarcadores o como mediadores de efectos metabdlicos. En el
primero de ellos, se estudia si los efectos beneficiosos del pteroestilbeno, una molécula
bioactiva de la dieta, sobre la esteatosis hepatica estan mediados por microRNAs. En el
segundo, se analiza el papel de los microRNAs como marcadores de respuesta de
individuos con sindrome metabdlico a un extracto de uva, y como mediadores de sus
efectos. Por ultimo, en el tercero se aborda el papel de las adipokinas en el desarrollo de
nifios nacidos pequefios para la edad gestacional y la posibilidad de utilizar esas moléculas

para predecir patrones de cambio metabdlico a edades mas avanzadas.

1. Implicacion de los microRNAs en los efectos del pteroestilbeno en la esteatosis

hepatica en rata

Siguiendo la linea de investigacion preclinica de nuestro grupo, centrada en el empleo de
compuestos fenolicos para la prevencion y el tratamiento de patologias altamente
prevalentes en nuestra sociedad, inicié mi Tesis Doctoral con un estudio de microRNAs

en un modelo de rata que presentaba esteatosis hepatica (manuscrito 1).
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En un estudio previo del grupo, se habia analizado el efecto de la administracion durante
6 semanas de pteroestilbeno, a la dosis de 30 mg/kg/d, en la esteatosis hepatica, en un
modelo animal de obesidad genética, que desarrolla esta alteracion hepatica (rata Zucker
fa/fa). El estudio de los cortes histologicos de higado desvel6 que las ratas que recibieron
el compuesto fenolico presentaban un menor grado de esteatosis [244]. Al analizar los
posibles mecanismos responsables de este efecto, se observé un aumento en la expresion
de las proteinas PPARa y TFAM, dos factores de transcripcion relacionados con la
sintesis de mitocondrias, asi como de la actividad de la CPT-1a, enzima que permite la
entrada de los acidos grasos de cadena larga al interior de la mitocondria para su
oxidacion, y una disminucién de la expresion de la proteina DGAT2, implicada en el
ensamblaje de triglicéridos, en las ratas tratadas con pteroestilbeno. Estos resultados
sugerian que este compuesto fenolico reducia la acumulacion de triglicéridos en el higado
a través de un incremento en la oxidacion de &cidos grasos y de una disminucién de la

formacion de triglicéridos.

En la presente Tesis Doctoral nos interesamos en profundizar mas en el mecanismo
molecular de estos efectos, y mas concretamente en la posible implicacion de los
microRNAs en los cambios observados en las proteinas anteriormente mencionadas, que
juegan un papel clave en el metabolismo lipidico hepatico. Para ello, en primer lugar, se
buscaron, en diferentes bases de datos, qué microRNAs podian tener como dianas,
validadas o predichas, las proteinas que se vieron modificadas en los animales tratados
con pteroestilbeno. Cabe sefialar que, debido al hecho de que el nimero de microRNASs
encontrado era muy elevado, se seleccionaron solo aquellos microRNAs que tenian dos
0 mas dianas entre las proteinas de nuestro interés. Los microRNAs seleccionados en esa
busqueda fueron miR-93-5p, miR-19b-3p, miR-33-5p y miR-140-5p, que tienen como
dianas predichas PPARa, TFAM y DGAT2 para miR-93-5p y miR-19b-3p; PPARa y
CPT1a para miR-33-5p; y DGAT2 y CPT1a para miR-140-5p. Ademas, se llevo a cabo
una revision bibliografica, en la que se encontrd que el miR-122-5p tenia como dianas la
CPT-1a y la DGATZ2, por lo que este miRNA también se incluyd en el estudio.
Finalmente, se incluyd el miR-107-3p (con CPT1la como diana predicha), que habia

demostrado estar involucrado en los efectos de otros compuestos fendlicos,

Dado que el miR-93-5p, cuya expresion se veia aumentada por el tratamiento con

pteroestilbeno, tenia como dianas predichas, pero no validadas, PPARa, TFAM vy
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DGAT2, decidimos transfectar este microRNA en hepatocitos para analizar qué ocurria
con la expresion de estas proteinas, con el fin de comprobar si se trataba o no de
verdaderas dianas para este microRNA. Los resultados obtenidos indicaron que ni la
expresion génica ni la proteica de estas proteinas se vieron modificadas en los hepatocitos
transfectados con miR-93-5p, lo que sugiere que probablemente estas proteinas no son
dianas reales de este microRNA y que los cambios observados en su expresion tras el
tratamiento con pteroestilbeno no estan relacionados con los efectos de este compuesto
fenolico en la expresion de estas proteinas. No obstante, es interesante subrayar que, dado
que en la literatura se ha relacionado este microRNA con genes de hepatocarcinoma, es
posible pensar que pueda estar involucrado en la evolucion de la estatosis hepatica hacia
estadias méas avanzados de la enfermedad.

En lo que respecta al miR-122-5p, el otro microRNA modificado por el pteroestilbeno, si
bien las bases de datos consultadas no muestras ningun gen diana validado o predicho, en
la bibliografia este microRNA se habia relacionado con una disminucion de CPT1ay un
aumento de la DGATZ2, indicando que estas dos enzimas son dianas de este microRNA
[245]. Por ello, en nuestro estudio no se llevaron a cabo transfecciones de miR-122-5p.
El hecho de que en nuestra cohorte de ratas el tratamiento con pteroestilbeno indujera una
disminucion miR-122-5p, un de aumento de CPTla y una disminucion de DGAT2,
sugiere que este microRNA puede ser un mediador de los efectos del pteroestilbeno sobre

la oxidacion de acidos grasos y el ensamblaje de triglicéridos.

Aunque la expresion de miR-140, miR-107-3p, miR-19b-3p y miR-33-5p no se modifico
tras el tratamiento con pteroestilbeno, nos parecid de interés transfectar estos microRNAS
con el fin de obtener mas informacion sobre su relacion con las dianas predichas en las
bases de datos. La transfeccion del miR-140 disminuyd la expresion de la proteina CPT1a,
mientras que su expresion génica no varid. Esto concuerda con la forma méas habitual de
ejercer su funcion que tienen los microRNAs, actuando pos-transcripcionalmente,
uniéndose a region 3’UTR del mRNA diana e inhibiendo el proceso de traduccion. Este
resultado permite plantear la idea de que el gen cptla es una diana real del miR-140-5p.
Sin embargo, volviendo al objetivo planteado en el presente estudio, en el higado de las
ratas tratadas con pteroestilbeno no se observo ningun cambio en su expresién, por lo que
se puede afirmar que los efectos del pteroestilbeno sobre este enzima no estan mediados
por miR-140-5p.
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Con respecto al miR-107-3p, para el cual solo se encontrd la CPT-1a como diana predicha
en las bases de datos, pero que fue incluido dado que es un microRNA involucrado en el
efecto del resveratrol sobre la esteaosis hapética, los experimentos de transfeccion no
fueron realizados, ya que otros autores habian demostrado previamente una regulacion a
la baja de la CPT1a en hepatocitos transfectados con el miR-107-3p [246]. No obstante,
su ausencia de cambio tras el tratamiento con pteroestilbeno indica que no media los

efectos de este compuesto.

Finalmente, los resultados de transfeccién de miR-19b-3p y miR-33-5p mostraron que
estos microRNAs no parecen regular las dianas predichas en las bases de datos. Teniendo
esto en cuenta, ademas del hecho de que su expresién en el higado de las ratas tratadas
con pteroestilbeno no cambid, se puede afirmar que no estan involucrados en los efectos

del pteroestilbeno observados en el presente estudio.

Al hacer la discusion de nuestros resultados, en lo que respecta a los efectos del
pteroestilbeno sobre los microRNAs, no nos ha sido posible compararlos con la
bibliografia, ya que hasta la fecha son extremadamente escasos los estudios llevados a
cabo para analizar los efectos del pteroestilbeno sobre la esteatosis hepética y en ninguno
de ellos se han estudiado los microRNAs. Por tanto, se puede decir que en nuestro estudio
se propone por primera vez al miR-122-5p como mediador de los efectos del
pteroestilbeno sobre la esteatosis hepatica, debido a su la implicacién los efectos de este
compuesto fendlico en la oxidacion de &cidos grasos y sobre el ensamblaje de
triglicéridos.

Sin embargo, si hemos podido comparar los efectos del pteroestilbeno sobre los
microRNAs con los de su compuesto de origen, el resveratrol. Curiosamente, los efectos
no son los mismos. Asi, en un estudio previo de nuestro grupo llevado a cabo en ratas que
habian desarrollado esteatosis debido a una alimentacion rica en grasa saturada y
sacarosa, tratadas con 30 mg/kg/peso (la misma dosis que la utilizada en el presente
estudio) del compuesto de resveratrol (compuesto a partir del cual deriva el
pteroestilbeno), los efectos sobre la CPT-1a estuvieron mediados por una reduccion en la
expresion de miR-107-3p [247].

2. Estudio del efecto de los hollejos de uva en pacientes con sindrome metabdlico.
Empleo de los microRNAs como biomarcadores
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Gracias a una colaboracion con el grupo de la Dra. Jara Pérez-Jiménez (ICTAN; CSIC),
tuvimos la oportunidad de dar un paso mas en el estudio de la implicacion de los miRNAs

en los efectos de los compuestos fendlicos, esta vez en humanos.

Asi, se planted una intervencién en individuos que presentaban sindrome metabdlico,
segun los criterios descritos en el articulo de Alberti et al. (2009), con hollejos de uva
(secos y molidos; 8g/d), durante 6 semanas [242]. Este extracto, se caracteriza por tener
un alto contenido en polifenoles (29,63%), en particular polifenoles no extraibles o
antioxidantes macromoleculares (23,44%), asi como un alto contenido en fibra dietética
(68,23%), sobre todo insoluble (65,65%). Tras el andlisis de los parametros bioquimicos
plasmaticos se observo que el principal efecto era una mejora del control glucémico. No
obstante, no todos los sujetos respondian de la misma manera a la suplementacion;
efectivamente habia individuos respondedores, que fueron definidos como aquellos
participantes en los que se producia una reduccion de las concentraciones sericas de
insulina en ayunas superior al 10%), y no respondedores, definidos como aquellos en los
que esta reduccion era menor del 10%. En definitiva, habia una clara variabilidad

interindividual en la respuesta a la intervencion.

Sabiendo que los miRNAs han demostrado poder regular diversas reacciones
metabolicas, se planted la hipotesis de que pudieran estar involucrados, tanto en el
mecanismo de accion del orujo de uva (manuscrito 3) como en variabilidad
interindividual de los participantes (manuscrito 2). Para analizar la implicacion en la
variabilidad, se tomaron las muestras de sangre del estudio a tiempo inicial y se llevé a
cabo una secuenciacion de nueva generacion (NGS) para valorar el patron de microRNAS
circulantes, a través de la cual se identificaron microRNAS que se expresaban de manera
diferente en ambos grupos de participantes. Asi, se encontraron diferencias entre los dos
grupos experimentales en la expresion de miR-30c-5p, miR-23a-3p, miR-222-3p, miR-
let7a-5p, miR-151a-5p, miR-181a-5p y miR-10a-5p. En concreto, estos microRNAs
presentaban mayor expresion en los individuos respondedores que en los no
respondedores. Dado que, debido al elevado coste econdmico, el estudio NGS se realizo
en una submuestra de los individuos estudiados, se procedié a validar los resultados
obtenidos en toda la muestra mediante RT-PCR. En este caso sélo se encontrd diferencia

significativa para el miR-222 y una tendencia para el miR-Let7a.
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Tras consultar bases de datos, se encontro que el miR-222 tenia como diana dos proteinas
involucradas en el metabolismo de la glucosa, el sustrato receptor de la insulina 4 (IRS4)
y la piruvato kinasa (PKM). La IRS4 es una proteina capaz de estimular la translocacion
del transportador de la glucosa 4 (GLUT4) a la superficie de la célula. Aunque no se ha
descrito una relacion directa entre miR-222 y el gen irs4, si que se ha observado una
correlacion negativa con GLUT4 en tejido adiposo omental de mujeres con diabetes
gestacional, De esta forma, se puede especular con la idea de que los sujetos
respondedores tienen una menor expresion de irs-4 y por tanto menor capacidad de

captacion de glucosa y peor control glucémico.

En cuanto a la PKM, es la enzima encargada de catalizar la fase final de la glucélisis. Se
ha publicado que, en los sujetos con peor control glucemico, la glucdlisis esta alterada en
comparacion con las personas con un metabolismo de la glucosa normal. De hecho, una
glucolisis disminuida esté relacionada directamente con el desarrollo de DMT2 [248]. De
acuerdo con estos datos, y teniendo en cuenta que los individuos respondedores mostraron
una mayor expresion de miR-222, cabria esperar que estos presentaran una glucolisis

disminuida.

Ademas de las dianas identificadas mediante las bases de datos, a través de la bibliografia
se encontrd que el receptor de la adiponectina 1 (adipoR1) es otra diana potencial del
miR-222. La adiponectina reduce la resistencia a la insulina a través de la translocacion
de GLUT4 y del aumento de oxidacion de &cidos grasos [249]. De esta forma, se plantea
que los sujetos respondedores podrian presentar una menor eficacia en la accion de la
adiponectina. No obstante, se ha de ser cauteloso con esta propuesta porque el estudio

mencionado se realizd en células endoteliales de la vena umbilical humana.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que los niveles basales de miR-
222 podrian representar un biomarcador de respuesta a compuestos fendlicos en
individuos con sindrome metabdlico. No obstante, esto es algo debe explorarse y
validarse especificamente en estudios posteriores. Es importante sefialar que en la
presente recapitulacién no se ha hecho referencia a los resultados relacionados con la
microbiota intestinal incluidos en el manuscrito 2, dado que estas valoraciones fueron
realizadas en otro grupo de investigacion que particip6 en el proyecto y no forman parte

de mi Tesis Doctoral.
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Otro aspecto que se pretendia estudiar en esta intervencion, era el posible papel de los
microRNAs como mediadores de los efectos beneficiosos sobre el control glucémico
producidos por el orujo de uvas, con el fin de analizar el mecanismo de accion de a nivel
molecular. En este caso, se compararon los miRNAs antes y después de la intervencion,
observandose cambios significativos en la expresion de miR-23, miR-30c y miR-181, asi
como una tendencia en la expresion de miR-222 y miR-151. En las bases de datos se
encontrd que todos estos miRNAs tenian dianas predichas relacionadas con el control
glucémico, con excepcion de miR-151. De entre los miRNAs que se vieron modificados,
se descartaron como mediadores aquellos que cambiaron solo en los no respondedores
(miR-181) o en ambos grupos (miR-23). Por tanto, solo el miR-222 y el miR-30c fueron

considerados como mediadores.

Respecto al miR-30c, otros investigadores habian observado una expresion elevada en
ratones alimentados con una dieta rica en grasa, que desarrollaron tanto resistencia a la
insulina como obesidad, y una sobreexpresion en personas con diabetes tipo 2 y en el
cordon umbilical de mujeres con diabetes gestacional [250,251]. En vista de que el miR-
30c aumenta en situaciones en las que hay un mal control glucémico, se puede proponer
que ejerce una influencia negativa en la homeostasis de la glucosa. En nuestro estudio,
los individuos respondedores, que eran los que presentaban un peor control glucémico,
mostraron niveles de insulina en ayunas y de miR-30c circulante menores tras la
suplementacion que al inicio del tratamiento, lo que sugiere que este microRNA esta

involucrado en la mejora del control glucémico inducido por los hollejos de uva.

La busqueda posibles dianas para este microRNA en las bases de datos reveld que la
PKM, la transcetolasa (TKT), la subunidad reguladora de fosfoinositido-3-quinasa 2
(PIK3R2), la subunidad beta 2 no catalitica activada por la proteina quinasa AMP
(PRKAB?2), los supresores de la sefializacion de citocinas 1y 3 (SOCS1y SOCS3) y la
phosphoinositide-3-kinase (PI3K) eran dianas predichas. Por tanto, cabria esperar que la
reduccion de miR-30c, inducida por los hollejos de uva condujera al aumento de la
expresion de estas proteinas. Como ya se ha indicado, la PKM es la enzima encargada de
catalizar la fase final de la glucdlisis; por otro lado, la PI3K activa la AKT1 a través de la
generacion de 3,4,5-trisphosphate (PIP3), lo que a su vez facilita el efecto de la insulina
Yy, por tanto, la tolerancia a la glucosa [252]. En cuanto a PRKABZ2, es una subunidad

encargada de regular el efecto de AMPK, enzima involucrada en la entrada de glucosa en
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el tejido muscular de manera insulin-independiente. Por lo tanto, mediante la disminucién
de los niveles de miR-30c producidos por el extracto de uva, podria verse aumentada la
captacion de glucosa, tanto de manera dependiente como independiente de la insulina.
Por otra parte, también se ha descrito que el miR-30c puede tener como diana predicha
genes del grupo SOCS (socsl y socs3). Este grupo de proteinas participa en la inhibicién
de la cascada de sefializacion de la insulina y la accion de la proteina IRS1, por lo que su
potencial incremento podria considerarse como un efecto negativo. No obstante, esta
forma de actuar negativa se ve compensada con la accién del miR-222, que, al contrario

de miR-30c activa la proteina IRS1.

3. Estudio de adipokinas como biomarcadores en nifios con bajo peso o talla al nacer

El ultimo estudio de la Tesis Doctoral es fruto de la colaboracion, en el seno del Instituto
de Investigacion Sanitaria Bioaraba (1IS Bioaraba), al que pertenece nuestro grupo de
investigacion, con el grupo del Dr. Ignacio Diez del Servicio de Pediatria del Hospital
Universitario de Alava Txagorritxu. En este caso, centramos nuestro objetivo en las

adipokinas como potenciales biomarcadores.

Nacer pequefio para la edad gestacional (PEG) conlleva diversas alteraciones
metabdlicas, tanto durante la etapa perinatal y la infancia, como en la adultez. No todos
los nifios PEG presentan la misma velocidad de desarrollo (“catch-up™), observandose
variabilidad interindividual. El tipo de "catch-up™ es importante ya que ejerce una clara
influencia en las alteraciones metabdlicas que van a desarrollar en la etapa adulta. Asi, si
el "catch-up" se produce de manera gradual, sin acumulacién de grasa abdominal en los
24 primeros meses de vida, la incidencia de sindrome metabolico se reduce de manera
considerable. No obstante, las variables que condicionan el hecho de que un nifio PEG
tenga un tipo de crecimiento u otro y los mecanismos que lo producen, no estan del todo
descritas. Por otra parte, las adipokinas segregadas por el tejido adiposo tienen numerosas
funciones reguladoras, incluyendo la regulacion del proceso de crecimiento. Teniendo en
cuenta todo ello, en el presente estudio nos planteamos analizar el perfil de adipokinas y
parametros bioquimicos de nifios PEG con diferentes velocidades de crecimiento,
encontrar posibles diferencias entre nifias y nifios y, por ultimo, estudiar la evolucion de
diferentes adipokinas durante los primeros dos afios de vida de estos nifios (manuscritos

4y5).
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Para ello, se reclutaron 27 bebés nacidos en el ambito hospitalario, que fueron
diagnosticados como PEG, es decir que presentaban al nacer una longitud o peso al menos
2 desviaciones estandar por debajo de las tablas de talla/peso de referencia para la
poblacién espafiola. A continuacion, estos nifios fueron clasificados en 3 grupos, segun
su "catch-up", de acuerdo con la ganancia de peso o talla a los 12 meses del nacimiento:
"catch-up" lento A< 0.49 SD, "catch-up" normal A0.5-1 SD, y "catch-up" rapido A> 1SD.

Respecto al "catch-up”, lo primero que se pudo observar fue que los nifios con menor
peso al nacer presentaban una velocidad de crecimiento mas rapida que aquellos que
nacian con pesos mayores. Con el fin de obtener mas informacion sobre los tres tipos de
"catch-up”, en el presente trabajo se analizaron las posibles diferencias en las
concentraciones plasmaticas de adipokinas a los 3 meses. A esa edad, los participantes
con un "catch-up"” lento presentaron concentraciones mas bajas de leptina y vaspina, y
concentraciones mas altas de adiponectina, chemerina y omentina, en comparacion con
el grupo que tenia un "catch-up"” normal. Se podria pensar por tanto en un papel de las
adopokinas en la velocidad de recuperacion de los nifios PEG. Por el contrario, no se
encontraron diferencias entre los nifios con "catch-up” rapido y normal. Dado que la
leptina esta implicada en el metabolismo y el equilibrio energético en los fetos, los recién
nacidos y los adultos, y desempefia un papel importante en el crecimiento fetal, y teniendo
en cuenta que esta adipokina induce la liberacién de hormona de crecimiento a través de
la inhibicion de la somatostatina hipotaldmica, se podria proponer que las bajas
concentraciones de leptina en los nifios con "catch-up™ lento podrian estar relacionadas

con su escaso desarrollo [253-255].

Para determinar si el estado metabdlico de los nifios podria estar relacionado con la
velocidad de crecimiento, se analizaron diversos parametros bioquimicos a los 12 meses
de edad. Los nifios con "catch-up" lento eran los que presentaban concentraciones mas
altas de insulina y HOMA-IR, y por consiguiente peor control glucémico. Dado que la
vaspina es un sensibilizador de la insulina, la omentina se puede considerar como un
biomarcador de resistencia a la insulina y la chemerina esté relacionada con el desarrollo
de resistencia a la insulina y el tipo 2 diabetes, se puede proponer que el perfil alterado
de adipokinas en los nifios de "catch-up lento" a los tres meses puede ser responsable, al
menos en parte, de deterioro del control glucémico observado a los 12 meses

[66,137,256]. Es interesante resaltar que, si bien se ha demostrado claramente que mas
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adelante en la vida, los bebés PEG con "catch-up™ lento son menos propensos a desarrollar
alteraciones metabdlicas que los bebés con "catch-up™ rapido, los resultados del presente
estudio muestran que, durante los primeros meses de vida, este patron de crecimiento
conduce a un deterioro transitorio en el control de la glucemia [257,258]. Es decir, que
en un principio un “catch-up lento” produce mas alteraciones en el bebe, pero que en

etapas posteriores de la vida el estado de salud es mejor.

El andlisis de la evolucidn del patrén de adipokinas durante los dos primeros afios de vida
mostré una disminucion de las concentraciones de leptina y NOV/CCN3 y un aumento
de la concentracién de omentina. En el resto de adipokinas no se observaron cambios
estadisticamente significativos. No se encontraron referencias bibliogréficas para

comparar los resultados obtenidos en omentina 0 NOV/CCN3.

Otro aspecto de interés en nuestro estudio fue examinar las posibles diferencias entre
ambos sexos. Las principales diferencias se encontraron a los 2 afios de edad, momento
en el que las nifias presentaban concentraciones mas altas de leptina, adiponectina y
omentina. Dado que la adiponectina es producida exclusivamente por tejido adiposo
blanco, que a su vez es el principal productor de leptina y omentina, esta diferencia podria
ser atribuida a las diferencias en la ganancia de masa grasa corporal entre nifios y nifias
[259,260]. Sin embargo, en nuestro estudio no se encontraron diferencias en los

perimetros braquial y abdominal ente los dos sexos.

El presente estudio tiene algunas limitaciones. Quizas la mas importante es la ausencia
de un grupo de nifios con peso y longitud normales para su edad gestacional, que sirva de
control. Esto se debe fundamentalmente a que es dificil conseguir el consentimiento de
los padres para la extraccion de sangre en bebés sanos a los 3 meses de edad. Ademas, el
tamafio de muestra es pequefio porque los bebés PEG suponen tan solo un pequefio
porcentaje de recién nacidos en el Hospital Universitario de Alava-Txagorritxu, en el que
el numero de nacimientos anuales no es muy elevado. Por otra parte, el estudio se ha
llevado a cabo en una poblacion caucasica y, por lo tanto, los datos no pueden ser
extrapolado directamente a otros grupos de poblacion. Sin embargo, hay que resaltar
como fortaleza que son muy escasos los estudios que valoran las concentraciones
plasmaticas de varias adipokinas en nifios PEG; normalmente se analizan en la sangre del

cordon umbilical, que no es el material ideal.
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El estudio de correlaciones llevado a cabo puso de manifiesto que las correlaciones mas
interesantes entre las adipokinas y los parametros plasméticos se dieron con la chemerina.
Por ello, profundizamos especialmente en ellas en el manuscrito 5. Asi, en esta parte del
estudio, se analizd la relacion entre la concentracion de chemerina a los 3 'y 24 meses y
las concentraciones plasmaticas de glucosa, insulina, HOMA-IR, colesterol total, LDL-
colesterol, HDL-colesterol, IGF-1, IGFBP3, cortisol, proteina C reactiva, TSHy T4, con

el fin de analizar el papel de esta adipokina como biomarcador.

La chemerina se correlacion0 positivamente, a los 3 meses de edad, con glucosa, insulina
y HOMA-IR a esa misma edad, y con las concentraciones de triglicéridos, tanto a los 3
como a los 24 meses. Ademas, se llevé a cabo un analisis de regresion multilineal para
establecer una ecuacion con diferentes variables independientes, con el fin de determinar
si las concentraciones de alguno de los parametros bioquimicos observados estaban
condicionadas por la expresion de la chemerina. Gracias a ello, se pudo observar que las
concentraciones de insulina dependian, en parte, de la concentracion chemerina a esa
misma edad, aun ajustando por parametros que sabemos que influyen, como la edad
gestacional, el peso o la longitud al nacer. Aungue no haya constancia de estudios de
correlaciones con sangre venosa a esta edad, los resultados que asocian la chemerina con
un desequilibrio en el control glucémico concuerdan con los observados en la bibliografia,
tanto en adultos como en nifios [261,262]. Este resultado, junto con las correlaciones
positivas observadas entre la adipokina y concentraciones de glucosa y HOMA-IR a esa
misma edad, nos han permitido confirmar que la relacion entre la chemerina un control
glucémico alterado encontrada en otras cohortes, también se da en nifios PEG de 3 meses
de edad.

También se pudo determinar que la concentracion de chemerina a los 3 meses se
correlacionaba con las concentraciones de triglicéridos, medidos a los 24 meses. Ademas,
esta asociacion se mantuvo tras un ajuste por edad gestacional, el peso y la talla, tanto al
nacer como a los 2 afios de edad. En otros estudios, también se ha podido observar que
tanto niflos como adultos con niveles altos de esta especie lipidica presentan una
concentracion de chemerina elevada [263,264]. Gracias al presente estudio, se puede

decir que esa asociacién también se da en los primeros meses de vida de nifios PEG.
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Patologia metabolikoen jatorria eta pronostikoa, bai eta haiek agertzeko edo garatzeko
mekanismoak ere, ez dira beti izan erabat deskribatuak. Gaur egun, jakina da
mikroRNAek, kodifikatzaileak ez diren RNA zati txiki batzuk, erreakzio metaboliko
ugari erregula ditzaketela eta, gainera, ahalmen handia dutela hainbat patologiaren
biomarkatzaile gisa. Adipokinen garrantzia ere azpimarratu behar da, gantz ehunak
jariatutako zitokinak baitira, modu autokrino, parakrino eta endokrinoan jarduten
dutenak. MikroRNAKk bezala, aldatutako egoera metabolikoen adierazletzat har daitezke,

eskuratzeko errazak, odol periferikotik lor daitezkeelako.

Doktoretza tesi hau EHUko Farmazia Fakultateko Nutrizioa eta Obesitatea ikerketa
taldean egin da, zeinak esperientzia handia duen dietaren molekula bioaktiboen

azterketan eta biomarkatzaile geniko edo proteikoen identifikazioan.

Tesiaren ardatza mikroRNAek eta adipokinek biomarkatzaile edo efektu metabolikoen
bitartekari gisa duten eginkizuna aztertzeko hiru ikerketa dira. Lehenengoan,
pteroestilbenoak, dietaren molekula bioaktiboa bera, esteatosi hepatikoan dituen ondorio
onuragarriak mikroRNAen bitartez gertatzen diren aztertzen da. Bigarrenean, mahats
estraktuak sindrome metabolikoan eragindako efektuaren erantzun markatzaile gisa eta
horren efektuen bitartekari gisa mikroRNAek duten zeregina aztertzen da. Azkenik,
hirugarrenean, adipokinek haurdunaldirako txiki jaiotako haurren garapenean duten
zeregina aztertzen da, baita molekula horiek adin aurreratuagoetan izango dituzten

aldaketa metabolikoak aurretik jakiteko erabiltzeko aukera ere.

1. MikroRNAen inplikazioa pteroestilonoak arratoien esteatosi hepatikoan dituen

ondorioetan

Gure taldearen ikerketa aurreklinikoaren ildoari jarraituz, konposatu fenolikoak gure
gizartean 0so hedatuta dauden patologien prebentziorako eta tratamendurako erabiltzean
ardaztua, nire doktoretza tesia mikroRNAen azterlanarekin hasi nuen, esteatosi hepatikoa

zuten arratoien eredua baliatuta (1. eskuizkribua).

Taldearen aurretiazko azterlan batean, pteroestilbenoak 6 astez eguneko 30 mg/kg-ko
dosian gibel esteatosian daukan efektua aztertu zen, gibeleko alterazio hori garatzen duen
obesitate genetikoko animalia eredu batean (Zucker fa/fa arratoia). Gibel laginen

azterketa histologikoak agerian utzi zuen konposatu fenolikoa jaso zuten arratoiek
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esteatosi maila txikiagoa zutela [239]. Efektu horren mekanismoa aztertzean, PPARa cta
TFAM (mitokondrien sintesiarekin lotutako bi transkripzio faktore) proteinen espresioak
gora egin zuela ikusi zen, baita CPT-1a entzimaren jarduerak ere, kate luzeko gantz
azidoak mitokondriaren barrualdera sartzea ahalbidetzen duena; aldi berean, DGAT2
proteinaren espresioa murriztu egin zen, triglizeridoen mihiztaduran inplikatuta
dagoenarena, hain zuzen ere. Emaitza hauek guztiek iradokitzen dute konposatu
fenolikoak triglizeridoen metaketa murrizten duela gibelean, hala nola gantz azidoen

oxidazioa handitzen eta triglizeridoen eraketa gutxiagotzen.

Doktoretza tesi honetan, efektu horien mekanismo molekularra sakonago ezagutu nahi
dugu, eta, zehatzago, mikroRNAek lehen aipatu proteinetan jazotako aldaketetan izan
dezaketen inplikazioa, funtsezko zeregina baitute gibeleko metabolismo lipidikoan.
Horretarako, lehenik eta behin, hainbat datu basetan, pteroestilbeno bidez tratatutako
animalietan aldatutako proteinak zein mikroRNA eduki zitzakeen, diana gisa balidatuta
edo iragarrita, bilatu zen. Adierazi beharra dago aurkitutako mikroRNA kopurua bereziki
handia zenez bi ituko edo gehiagoko mikroRNAK bakarrik hautatu zirela gure intereseko
proteinen artean. Bilaketa horretan aukeratutako mikroRNAk miR-93-5p, miR-19b-3p,
miR-33-5p eta miR-140-5p izan ziren, ahalezko itu moduan badituztenak PPARa, TFAM
eta DGAT2 miR-93-5p eta miR-19b-3p-rako; PPARa eta CPTla mi-30-c-rako; eta
DGAT2 eta CPT1a miR-140-3p-rako. Bestalde, literatura berrikusiz, miR-122-5p-k CPT-
la eta DGAT?2 zituela helburu egiaztatu zen, eta, beraz, miRNA hori ere azterlanean
txertatu zen. Azkenik, miR-107-3p ere aztertu zen (CPTla dauka itu gisa), beste

konposatu fenoliko batzuen efektuetan inplikatuta dagoela frogatu baitzen.

MiR-93-5p-ren espresioa pteroestilbeno bidezko tratamenduaren bidez areagotzen zela
ikusi zen. Aipatu dianak (PPARa, TFAM eta DGAT2) baliozkotu gabe zeudenez,
mikroRNA hepatozitoetan transfektatzea erabaki genuen, proteina horien espresioarekin
zer gertatzen zen aztertzeko, aurkitutako dianak benetakoak diren ala ez egiaztatzeko
asmoz. Lortutako emaitzek adierazi zutenez, proteina horien adierazpen genikoa eta
proteikoa ez ziren aldatu miR-93-5p bidez transfektatutako hepatozitoetan, eta horrek
eramaten gaitu ondorioztatzera proteina horiek ez direla mikroRNA honen benetako
dianak eta pteroestilbeno bidezko tratamenduaren ondoren espresioan ikusitako aldaketak
ez daudela lotuta konposatu fenoliko honek proteina horien adierazpenean dituen

ondorioekin. Hala ere, interesgarria da azpimarratzea literaturan mikroRNA hau
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hepatokartzinoma geneekin lotu denez gibel-esteatosiaren eboluzioan inplikatuta egon

daitekeela, gaixotasunaren egoera aurreratuenetan.

MiR-122-5p-ri dagokionez, pteroestilonoak aldatutako beste mikroRNA bat bera,
kontsultatutako datu baseek baliozkotutako edo iragargarritako diana generik erakusten
ez badute ere, bibliografian mikroRNA hau CPT1a-ren murrizketarekin eta DGAT2ren
handitzearekin lotuta dago (lliopoulos et al., 2010), bi entzima horiek mikroRNAren
dianak direla adierazita. Hori dela eta, gure azterlanean ez zen miR-122-5p transfekziorik
egin. Gure arratoien kohortean pteroestilbeno bidezko tratamenduak miR-122-5p
gutxitzea, CPTla handitzea eta DGAT2 murriztea eragin izanak iradokitzen du
mikroRNA hau pteroestilonoak gantz azidoen oxidazioan eta triglizeridoen mihiztaduran

dituen efektuen bitartekari izan daitekeela.

MiR-140, miR-107-3p, miR-19b-3p eta miR-33-5p-en espresioak pteroestilbeno bidezko
tratamenduaren ondoren aldatu ez ziren arren, interesgarria iruditu zitzaigun mikroRNA
horiek transfektatzea, datu baseetan ahalezko ituekin duten harremanari buruzko
informazio gehiago lortzeko. MiR-140ren transfekzioak CPT1a proteinaren adierazpena
murriztu zuen, nahiz eta ez zuen haren adierazpen genetikoa aldatu. Hori bat dator
mikroRNAek beren funtzioa betetzeko duten modu ohikoenarekin, hau da,
postraskripzionalki, 3 'UTR eskualdearekin bat eginda eta itzulpen prozesua inhibituta.
Emaitza horrek aukera ematen du cptla genea miR-140-5p-ren benetako diana bat delako
ideia planteatzeko. Hala ere, azterlan honen helburura itzulita, pteroestilbeno bidez
tratatutako arratoien gibelean ez zen aldaketarik ikusi miR-140ren espresioan, eta, beraz,
esan daiteke pteroestilonoak entzima horretan dituen ondorioak ez direla gertatzen miR-
140-5p bidez.

MiR-107-3p-ri dagokionez, zeinetarako CPT-la baino ez zen aurkitu datu baseetan
ahalezko itu gisa, esperimentuan txertatu zen erresberatrolak esteatosi hepatikoan duen
efektuan inplikatutako mikroRNA delako. mikroRNA honekin ez zen transfekzio
esperimenturik egin, beste egile batzuek CPTlen beheranzko erregulazioa frogatu
dutelako aldez aurretik miR-107-3p-rekin transfektatutako hepatozitoetan [241]. Dena
den, pteroestilbeno bidezko tratamenduaren ondoren aldaketarik ez izateak adierazten du

miR-107-3p ez dela konposatu horren efektuen bitartekari.
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Azkenik, miR-19b-3p eta miR-33-5p transfekzioen emaitzek erakutsi zuten mikroRNA
horiek ez dituztela datubaseetan aurkitutako ahalezko ituak erregulatzen. Hori kontuan
hartuta, pteroestilbenoarekin tratatutako arratoien gibeleko espresioa aldatu ez izanaz
gain, esan daiteke ez daudela ikerketa honetan aztertutako pteroestilbenoaren efektuekin

lotuta.

Gure emaitzen eztabaidan, pteroestilonoak mikroRNAetan dituen ondorioak ezin izan
ditugu bibliografiarekin alderatu, pteroestilonoak esteatosi hepatikoan dituen ondorioak
aztertzeko ikerketak oso urriak direlako gaur egun; egindakoen artean, gainera, batek ere
ez ditu aztertu mikroRNAK. Beraz, gure azterlanean proposatu da lehenbizikoz miR-122-
5p pteroestilonoak esteatosi hepatikoan dituen ondorioen bitartekaria da, konposatu
fenoliko honek gantz azidoen oxidazioan eta triglizeridoen mihiztaduran duen zereginean

parte hartuz.

Hala ere, pteroestilonoak mikroRNAetan dituen eraginak erresberatrolaren jatorrizko
konposatuan dituen eraginekin alderatu ahal izan ditugu. Bitxia bada ere, ez dira berdinak.
Horrela, gure taldeak gantz ase eta sakarosa ugariko elikaduraren ondorioz esteatosia
garatu zuten arratoiekin egindako aurretiazko azterlan batean, erresberatrol
konposatuaren (hortik pteroestilbenoa eratortzen da) 30 mg/kg/pisuarekin (azterketa
honetan erabilitako dosi bera) tratatuta, CPT-1a-ren gaineko efektuak miR-107-3p-ren

murrizketa izan zuen bitartekari [247].

2. Mahats-patsak sindrome metabolikoa duten pazienteengan duten eragina
aztertzea. MikroRNAKk biomarkatzaile gisa erabiltzea

Jara Pérez-Jiménez doktorearen taldearekin (ICTAN; CSIC) lankidetzan aritu ginenez,
aukera izan genuen miRNAek konposatu fenolikoen efektuekin zein lotura duten

aztertzeko, oraingoan gizakiengan.

Horrela, Alberti et al. (2009)-en irizpideen arabera sindrome metabolikoa zuten
pertsonengan esku hartzea planteatu zen, polifenol eta zuntz oparoko mahats-patsarekin
(lehorra eta ehoa, 8 g egunean) 6 astez [238]. Parametro biokimiko plasmatikoak aztertu
ondoren, efektu nagusia kontrol gluzemikoaren hobekuntza izan zela egiaztatu genuen.
Hala ere, subjektu guztiek ez zioten modu berean erantzun gehigarriari; izan ere,

norbanako batzuk erantzuleak ziren (barau egonik intsulinaren maila serikoan % 10etik
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gorako jaitsiera izan zuten parte hartzaileak) eta beste batzuk ez-erantzuleak (murrizketa
hori % 10etik beherakoa izan zuten pertsonak). Azkenean, esku hartzearekiko

erantzunean norbanakoen arteko aldakortasun argia nabarmendu zen.

MiRNAek hainbat erreakzio metaboliko erregulatzeko ahalmena erakutsi dutela jakinda,
mahats-patsaren ekintza mekanismoan (3. eskuizkribua) eta parte hartzaileen arteko
aldakortasunean (2. eskuizkribua) parte har dezaketelako hipotesia planteatu zen. Hori
egiaztatzeko, odol laginak hartu ziren, eta belaunaldi berriko sekuentziazioa egin zen
(NGS), mikroRNA zirkulatzaileen patroia baloratzeko; horren bidez, parte hartzaileen bi
taldeetan desberdin espresatzen ziren mikroRNAK identifikatu ziren. Hala, bi talde
esperimentalen arteko aldeak aurkitu ziren miR-30c-5p, miR-23a-3p, miR-222-3p, miR-
let7a-5p, miR-151a-5p, miR-181a-5p eta miR-10a-5p-ren espresioan. Zehazki,
mikroRNA horiek gehiago espresatu ziren parte hartzaile erantzuleen taldean ez-
erantzuleenean baino. Kostu ekonomiko handia zela-eta NGS azterketa aztertutako
banakoen azpilagin batean egin zenez, lagin osoan lortutako emaitzak baliozkotu RT-
PCR-ren bidez ziren. Kasu honetan, ezberdintasun esanguratsu bakarra aurkitu zen miR-

222rako, eta joera bat miR-Let7a-rako.

Datu baseak kontsultatu ondoren, miR-222k glukosaren metabolismoan inplikatutako bi
proteina zituela, itu gisa, aurkitu zen: intsulinaren substratu hartzailea 4 (IRS4) eta kinasa
pirubatoa (PKM). IRS4 proteina glukosaren garraiatzailea 4 (GLUT4) zelularen
gainazalerako translokazioa estimulatzeko gai da. MiR-222ren eta irs4 genearen arteko
zuzeneko erlaziorik deskribatu ez bada ere, haurdunaldiko diabetesa duten emakumeen
ehun adiposo omentalean mikroRNAren eta GLUT4ren arteko korrelazio negatiboa
dagoela egiaztatu da. Hala, badago espekulatzea subjektu erantzuleek irs adierazpen
txikiagoa eta, beraz, glukosa erakartzeko gaitasun murriztua eta kontrol gluzemiko
okerragoa dutela.

PKMri dagokionez, glukolisiaren azken fasea katalizatzeaz arduratzen den entzima da.
Argitaratu da gluzemiaren kontrolik okerrena duten subjektuengan glukolisia aldatuta
dagoela, glukosaren metabolismo normala duten pertsonekin alderatuta. Izan ere,
glukolisi gutxituak zuzeneko lotura dauka DMT2ren garapenarekin [242]. Datu horien
arabera, eta kontuan hartuta erantzun zuten pertsonek miR-222 adierazpen handiagoa

adierazi zutela, parte hartzaile hauek glukolisi murriztua izatea espero daiteke.
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Datu baseen bidez identifikatutako ituez gain, bibliografiaren bidez aurkitu zen
adiponektinaren hartzailea 1 (adipoR1) miR-222ren beste itu potentzial bat dela.
Adiponektinak intsulinarekiko erresistentzia murrizten du, GLUT4ren translokazioaren
eta gantz azidoen oxidazioaren bitartez. Horrela, subjektu erantzuleek adiponektinaren
ekintzan eraginkortasun txikiagoa izan lezaketela planteatu da. Hala ere, zuhurrak izan
behar dugu proposamen honekin, aipatu azterlana giza zilbor zaineko zelula
endotelialetan egin baitzen.

Azterlan honetan lortutako emaitzen arabera, miR-222ren maila basalak sindrome
metabolikoa duten gizabanakoen konposatu fenolikoekiko erantzunaren biomarkatzaile
izan litezke. Hala ere, hori berariaz ikertu eta baliozkotu beharra dago. Garrantzitsua da
adieraztea laburpen honetan ez direla aipatu 2. eskuizkribuan jasotako hesteetako
mikrobiotarekin lotutako emaitzak; izan ere, balorazio horiek proiektuan parte hartu zuen

beste ikerketa talde batean egin ziren, eta ez dira nire doktoretza tesiaren parte.

Esku hartze horretan aztertu nahi zen beste alderdi bat izan zen mikroRNAek mahats-
patsek eragindako kontrol gluzemikoaren gaineko ondorio onuragarrien bitartekari gisa
izan dezaketen zeregina, maila molekularreko ekintza mekanismoa aztertzeko. Kasu
honetan, miRNAak esku hartu aurretik eta ondoren konparatu ziren, eta aldaketa
esanguratsuak ikusi genituen miR-23ren, miR-30c-ren eta miR-181en espresioan, bai eta
joera bat ere miR-222n eta miR-151n. Datu baseetan aurkitu zen miRNA horiek guztiek
kontrol gluzemikoarekin zerikusia zuten ahalezko ituak zituztela, miR-151k izan ezik.
Aldatu ziren miRNAen artean, bitartekari gisa baztertu ziren erantzun gabekoetan (miR-
181) edo bi taldeetan (miR-23) bakarrik aldatu zirenak. Beraz, miR-222 eta miR-30c

baino ez ziren jo bitartekaritzat.

MiR-30c-ri dagokionez, beste ikertzaile batzuek mikro RNAren espresio handia ikusi
zuten gantz oparoko dietaz elikatutako saguetan, zeinak hala intsulinarekiko nola
obesitatearekiko erresistentzia garatu zuten. Horrez gain, 2. motako diabetesa zuten
pertsonengan eta diabetes gestazionala zuten emakumeen zilbor-hestean gainespresioa
antzeman zen. Kontrol gluzemiko txarra dagoen egoeretan miR-30c-k gora egiten duela
ikusita, glukosaren homeostasian eragin negatiboa duela proposa daiteke. Gure

azterlanean, tratamenduari erantzun zioten pertsonek, gluzemia kontrolik okerrena
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zutenek, intsulina maila txikiagoa erakutsi zuten baraurik, eta miR-30c zirkulatzaile
gutxiago tratamenduaren hasieran osagarria hartu ostean baino. Horrek esan nahi du
mikroRNA hori mahats-patsek eragindako kontrol gluzemikoaren hobekuntzan

inplikatuta dagoela.

MikroRNA honetarako dianak datu baseetan bilatzeak agerian utzi zuen PKM,
transzetolasa (TKT), fosfoinositido-3-kinasa 2 azpiunitate erregulatzailea (PIK3R2),
kinasa AMP proteinak aktibatutako beta 2 azpiunitate ez-katalitikoa (PRKAB2),
zitokinen seinaleztapenaren supresoreak 1 eta 3 (SOCS1 eta SOCS3) eta
phosphoinositide-3-kinase (PI3K) ahalezko dianak direla. Beraz, mahats-patsek
eragindako miR-30c-ren murrizketak proteina horien espresioaren hazkuntza ekartzea
espero daiteke. Esan bezala, PKM glukolisiaren azken fasea katalizatzeaz arduratzen den
entzima da; bestalde, PI3K-k AKT1 aktibatzen du, 3,4,5-trisphosphate (PIP3) sortuta, eta
horrek, aldi berean, intsulinaren eragina errazten du; horrela, glukosarekiko tolerantzia
hobea izango da [245]. PRKAB2ri dagokionez, AMPKren efektua erregulatzeaz
arduratzen den azpiunitatea da, glukosa muskulu ehunean modu intsulin-independentean
sartzeko orduan inplikatutako entzima. Beraz, mahatsaren estraktuak eragindako miR-
30c mailen murrizketari esker, glukosa gehiago har daiteke, intsulinarekiko mendeko
moduan edo modu independentean. Bestalde, deskribatu da miR-30c-k SOCS taldeko
geneak (socsl eta socs3) ahalezko itu gisa izan ditzakeela. Proteina talde horrek intsulina
seinaleztatzeko bidearen inhibizioan eta IRS1 proteinaren ekintzan parte hartzen du, eta,
beraz, haien hazkunde potentziala efektu negatibotzat har daiteke. Hala ere, jarduteko
modu negatibo hori miR-222ren ekintzarekin konpentsatzen da, miR-30c-k ez bezala

IRS1 proteina aktibatzen baitu.

3. Jaiotzean pisu edo neurri txikia duten haurren adipokinak biomarkatzaile gisa

aztertzea

Doktoretza tesiko azken azterketa Bioaraba Osasun Ikerketarako Institutuaren (Bioaraba
Oll) eta Arabako Txagorritxu Unibertsitate Ospitaleko Pediatria Zerbitzuko Ignacio Diez
doktorearen taldearen arteko lankidetzaren emaitza da. Kasu honetan, adipokinetan

ardaztu dugu gure helburua, biomarkatzaile potentzial gisa.
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Haurdunaldirako txiki jaiotzeak (HT) hainbat alterazio metaboliko dakartza, bai jaiotza
inguruko etapan eta haurtzaroan bai helduaroan. HT jaiotako haur guztiek ez dute garapen
abiadura ("catch-up") bera, eta aldeak daude norbanakoen artean. "Catch-up” mota
garrantzitsua da, helduaroan garatuko dituzten alterazio metabolikoetan eragin argia
duelako. Horrela, "catch-up*-a pixkanaka gertatzen bada, bizitzako lehen 24 hilabeteetan
abdomeneko gantzak pilatu gabe, sindrome metabolikoaren intzidentzia nabarmen
murriztuko da. Hala ere, HT haur batek hazkunde mota bat edo beste bat izatea
baldintzatzen duten aldagaiak eta hori sortzen duten mekanismoak ez daude erabat
deskribatuta. Bestalde, gantz ehunak jariatutako adipokinek erregulazio funtzio ugari
dituzte, hazkunde prozesuaren erregulazioa barne. Hori guztia kontuan hartuta, azterlan
honetan honako hau aztertu nahi dugu: hazkunde abiadura desberdinak dituzten HT
haurren adipokinen eta parametro biokimikoen profila; neskatoen eta mutikoen artean
egon daitezkeen aldeak; eta, azkenik, adipokinen bilakaera haur horien bizitzako lehen bi

urteetan (4. eta 5. eskuizkribuak).

Horretarako, ospitalean jaiotako 27 haur errekrutatu ziren, HT gisa diagnostikatuak; hau
da, jaiotzean, gutxienez 2 desbideratze estandar zituzten Espainiako biztanleriarentzako
erreferentziazko neurri/pisuko taulen azpitik. Ondoren, haurrok 3 taldetan sailkatu ziren,
"catch-up"-aren arabera, jaiotzatik 12 hilabetera pisuak edo neurriak izandako irabaziaren
arabera, alegia: "catch-up" motela A < 0.49 SD, "catch-up" normala, A 0.5 — 1 SD eta

"catch-up" azkarra A > 1SD.

"Catch-up"-ari dagokionez, egiaztatu genuen lehenengo gauza izan zen jaiotzean pisu
txikiagoa zuten haurrek pisu handiagoekin jaiotakoek baino hazkunde abiadura
azkarragoa zutela. Hiru "catch-up" motei buruzko informazio gehiago lortzeko asmoz,
lan honetan adipokinen kontzentrazio plasmatikoetan egon daitezkeen aldeak aztertu
ziren, 3 hilabetez. Adin horretan "catch-up™ motela zuten parte hartzaileek leptina eta
vaspina kontzentrazio txikiagoak izan zituzten, eta adiponektina, chemerina eta omentina
kontzentrazio handiagoak, "catch-up" normala zuen taldearekin alderatuta. Beraz, pentsa
liteke adopokinek badutela eginkizunik HT haurren berreskuratze abiaduran. "Catch-up”
azkarra eta normala zuten haurren artean, aldiz, ez zen alderik topatu. Leptina umekien,
jaioberrien eta helduen metabolismoan eta oreka energetikoan inplikatuta dagoenez eta
fetuaren hazkundean paper garrantzitsua betetzen duenez, eta kontuan hartuta adipokina

horrek hazkuntza hormona askatzea eragiten duela, somatostatina hipotalamikoaren
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inhibizioaren bidez, proposa liteke leptinaren kontzentrazio txikiak baduela lotura "catch-

up” motela duten haurren garapen mugatuarekin [246-248].

Haurren egoera metabolikoa hazkunde abiadurarekin lotuta egon daitekeen zehazteko,
parametro biokimiko batzuk aztertu ziren, haurrek 12 hilabete zituztela. "Catch-up”
motela zuten haurrek intsulina eta HOMA-IR kontzentrazio handienak zituzten, eta,
ondorioz, gluzemiaren kontrolik okerrena. Vaspina intsulinaren sentsibilizatzaile bat
denez, omentina intsulinarekiko erresistentziaren biomarkatzaile gisa har daiteke, eta
chemerina, berriz, intsulinarekiko erresistentziaren garapenarekin eta 2. diabetes
motarekin lotuta dagoenez, proposa daiteke hiru hilabetera "catch-up” motela duten
haurren adipokinen profil eraldatua, neurri batean, behintzat, 12 hilabetera behatutako
kontrol gluzemikoaren narriaduraren bitartekari izan daitekeela [66,137,249].
Interesgarria da azpimarratzea, nahiz eta argi eta garbi frogatu den bizitzan aurrerago
"catch-up” motela duten HT haurrek "catch-up™ azkarra dutenek baino alterazio
metaboliko gutxiago garatzeko joera dutela, azterlan honen emaitzek erakutsi dutenez,
hazkunde eredu horrek gluzemiaren kontrolean aldi baterako narriadura eragiten duela
bizitzako lehen hilabeteetan [250,251]. Hau da, hasieran, "catch-up” motelak alterazio
gehiago eragiten ditu haurtxoarengan, baina bizitzako ondorengo etapetan osasun egoera

hobea izaten da.

Bizitzako lehen bi urteetan adipokinen patroiak izandako bilakaeraren analisiak erakutsi
zuen leptina eta NOV/CCN3 kontzentrazioak murriztu egin zirela eta omentinaren
kontzentrazioak gora egin zuela. Gainerako adipokinetan, ez zen aldaketa estatistikoki
esanguratsurik antzeman. Horri buruz argitaratutako ikerlanen emaitzak nahiko

desberdinak dira euren artean.

Gure azterlanaren beste alderdi interesgarri bat bi sexuen arteko desberdintasunak
aztertzea izan zen. Ezberdintasun nagusiak 2 urterekin aurkitu ziren. Une horretan, neskek
leptina, adiponektina eta omentina kontzentrazio handiagoak zituzten. Adiponektina ehun
adiposo zuriak bakarrik ekoizten duenez, zeina, aldi berean, leptinaren eta omentinaren
ekoizle nagusia baita, desberdintasuna bi sexuen gorputzeko gantz masaren irabazien
artean dauden aldeei egotz dakieke [252,253]. Hala ere, gure azterlanean ez zen alderik

aurkitu bi sexuen beso eta sabel perimetroen artean.
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Ikerketa honek baditu zenbait muga. Beharbada, garrantzitsuena da ez egotea
haurdunaldirako pisu eta luzera normaleko haur talderik, kontrol gisa balioko duenik,
haur osasuntsuei 3 hilabete dituztenean odola ateratzeko gurasoen baimena lortzea zaila
delako, batez ere. Gainera, laginaren tamaina txikia da, HT haurrak Arabako
Txagorritxuko Unibertsitate Ospitaleko jaioberrien ehuneko txikia direlako; bertan
jaiotzen diren haurren kopurua ere ez da 0so handia, berez. Gainera, azterketa populazio
kaukasoarrarekin egin denez, datuak ezin dira zuzenean beste biztanle talde batzuetara
estrapolatu. Dena den, azpimarratu behar da oso azterlan gutxik baloratzen dituztela HT
haurren adipokinen kontzentrazio plasmatikoak; normalean, zilbor hesteko odolean

aztertzen dira, eta hori ez da materialik egokiena.

Egindako Kkorrelazioen azterketak agerian utzi zuen adipokinen eta parametro
plasmatikoen arteko korrelazio interesgarrienak chemerinarekin eman zirela. Horregatik,
horietan sakontzen dugu bereziki 5. eskuizkribuan. Horrela, ikerketaren zati honetan, 3
eta 24 hilabete bitarteko chemerina kontzentrazioaren eta glukosa, intsulina, HOMA-IR,
kolesterol totala, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, IGF-1, IGFBP3, kortisol, C proteina
erreaktiboa, TSH eta T4 kontzentrazio plasmatikoen arteko erlazioa aztertu zen,

adipokina honek biomarkatzaile gisa daukan paera aztertzeko helburuarekin.

Chemerina modu positiboan korrelatu zen, 3 hilabetetan, glukosarekin, intsulinarekin eta
HOMA-IRrekin adin horretan bertan, eta triglizeridoen kontzentrazioekin, bai 3
hilabeterekin bai 24 hilabeterekin. Gainera, erregresio multilinealeko analisi bat egin zen,
aldagai independente desberdinak dituen ekuazio bat ezartzeko, behatutako parametro
biokimikoren baten kontzentrazioak chemerinaren espresioak baldintzatzen ote zituen
zehazteko. Horri esker, intsulina-kontzentrazioak, neurri batean, adin horretan bertan
chemerina-kontzentrazioaren mende zeudela ikusi ahal izan zen, nahiz eta eragina dutela
dakigun parametroen arabera doitu, hala nola, haurdunaldi-adinean, pisuan edo jaiotzeko
luzeran. Adin horretan zain-odolarekin egindako azterlanarik ez badago ere, chemerina
kontrol gluzemikoaren desorekarekin lotzen duten emaitzak bat datoz bibliografian
ikusitakoekin, bai helduetan, bai haurretan [254,255]. Emaitza hori, adipokinaren eta
glukosa-kontzentrazioen eta HOMA-IRen artean adin horretan ikusitako korrelazio
positiboekin batera, egiaztatu ahal izan dugu beste kohorte batzuetan aurkitutako
chemerinaren eta kontrol gluzemiko alteratuaren arteko erlazioa, 3 hilabeteko HT diren

haurren artean ere gertatzen dela.
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Halaber, 3 hilabeterekin neurtutako chemerina-kontzentrazioa 24 hilabeterekin
neurtutako triglizerido-kontzentrazioekin korrelazioan zela zehaztu ahal izan zen.
Gainera, elkarte horrek eutsi egin zion haurdunaldiaren, pisuaren eta neurriaren araberako
doitzeari, bai jaiotzean, bai 2 urterekin. Beste ikerketa batzuetan ikusi ahal izan denez,
triglizerido-maila altua zuten haurrek zein helduek chemerina kontzentrazio handia dute
[256,257]. Ikerketa honi esker, esan daiteke lotura hori HT jaiotako haurren bizitzako
lehen hilabeteetan ere gertatzen dela.
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Implicacién de los microRNAs en los efectos del pteroestilbeno en la esteatosis

hepatica en rata (manuscrito 1)

1. Analizar la posible mediacion de los microRNAs en los efectos beneficiosos producidos
por el pteroestilbeno en la esteatosis hepatica no alcohdlica, en un modelo animal de

obesidad genética.

e El miR-122 puede considerarse un mediador de los efectos positivos del
pteroestilbeno sobre la esteatosis hepatica de las ratas, actuando a través de CPT1a
y DGAT?2, dos enzimas involucradas en la oxidacion de &cidos grasos ensamblaje

de triglicéridos, respectivamente.

e Aunque el pteroestilbeno modifica la expresion de miR-93-5p, este miRNA no

media en los efectos sobre la esteatosis hepatica.

Estudio del efecto de los hollejos de uva en pacientes con sindrome metabdlico.

Empleo de los microRNAs como biomarcadores (manuscritos 2y 3)

2. Analizar el papel de los microRNAs como biomarcadores de respuesta en los efectos
de los hollejos de uva en el control glucémico, en personas que padecen sindrome

metabdlico.

e Los individuos que mejor respondieron al tratamiento con hollejos de uvas en lo
que respecta al control glucémico fueron aquellos que presentaban un control mas
deteriorado.

e Elnivel de expresion de miR-222 circulante en personas con sindrome metabolico

puede ser considerado un biomarcador de respuesta a este tratamiento.

3. Analizar el papel de los microRNAs en el mecanismo de accion de una suplementacién

con hollejos uva en el control glucémico de pacientes con sindrome metabolico.

e Los efectos beneficiosos sobre el control glucémico producido por los hollejos de
uva en sujetos con sindrome metabolico estan mediados por miR-222 y miR-30c,

dos microRNAs asociados a la resistencia a la insulina y la diabetes
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Estudio de adipokinas como biomarcadores en nifios con bajo peso o talla al nacer

(manuscritos 4 y 5)

4. Comparar las concentraciones de las adipokinas en nifios nacidos pequefios para la

edad gestacional con distintas velocidades de crecimiento.

e El perfil de adipokinas circulantes durante los primeros meses de vida puede tener

influencia en el tipo de catch-up del nifio PEG.

5. Analizar la existencia de posibles diferencias en las concentraciones de adipokinas

entre nifios y nifas.

e Alos 2 afios de edad, existe un dimorfismo sexual en el perfil de adipokinas de
los bebés PEG, ya que las nifias presentan presentan mayores concentraciones

plasmaticas de leptina, adiponectina y omentina que los nifios.

6. Analizar la evolucion de las concentraciones de adipokinas durante los primeros 2

afnos de vida.

e Las adipokinas presentan una evolucion diferente durante los primeros dos afios

de vida dependiendo del tipo de adipokina.

7. Analizar la asociacién de diferentes parametros antropométricos y bioquimicos con la

concentracion de chemerina circulante.

e La concentracion de chemerina plasmatica medida en los primeros meses de vida
puede considerarse un biomarcador del desarrollo de futuras alteraciones

metabolicas en nifios nacidos PEG.
8. Conclusiones no asociadas directamente a los objetivos propuestos

e Enun nifio nacido PEG, presentar un peso bajo esta asociado a el desarrollo de un
catch-up rapido.
e El pronostico que presentan los nifios con diferentes tipos de catch-up es diferente

entre los primeros meses de vida y etapas posteriores
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Ondorioak

MikroRNAen inplikazioa pteroestilbenoak arratoien esteatosi hepatikoan dituen

ondorioetan (1. eskuizkribua)

1. Pteroestilbenoak esteatosi hepatiko ez-alkoholikoa duen obesitate genetikoko
animalia-eredu batean sortutako efektu onuragarrietan mikroRNAek izan dezaketen

bitartekotza aztertzea.

e MiR-122 pteroestilbenoak arratoien esteatosi hepatikoan dituen eragin positiboen
bitartekaritzat har daiteke, CPT1a-ren eta DGAT2ren bidez jardunez, alegia, gantz
azidoen oxidazioan eta triglizeridoen mihiztaduran, hurrenez hurren,
inplikatutako bi entzima horien bitartez.

e Pteroestilbenoak miR-93-5p-ren espresioa aldatzen badu ere, miRNA horrek ez

du eraginik gibel esteatosian.

Sindrome metabolikoa duten pazienteengan mahats-patsaren eragina aztertzea.
MikroRNAKk biomarkatzaile gisa erabiltzea (2. eta 3. eskuizkribuak)

2. MikroRNAen zeregina aztertzea, mahats-nasaiek kontrol gluzemikoan dituzten
ondorioei erantzuteko biomarkatzaile gisa, sindrome metabolikoa duten pertsonengan.

e Kontrol gluzemikoari dagokionez, mahats-patsarekin egindako tratamenduari
kontrolik txarrena zuen banakoek erantzun zioten ongien.
e Sindrome metabolikoa duten pertsonengan, miR-222 zirkulatzailearen espresio

maila tratamenduari erantzuteko biomarkatzailetzat har daiteke.

3. Sindrome metabolikoa duten pazienteen kontrol gluzemikoan mahats-patsez egindako

elikadura-osagarriaren ekintza-mekanismoan mikroRNAen zeregina aztertzea.

e Sindrome metabolikoa duten pertsonengan mahats-patsek eragindako kontrol
gluzemikoaren gaineko ondorio onuragarrietan bitartekari diren mikroRNAK
miR-222 eta miR-30c dira, intsulinarekiko eta diabetesarekiko erresistentziarekin
lotutako bi mikroRNA.
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Jaiotzean pisu edo neurri txikia duten haurretan adipokinak biomarkatzaile bezala

aztertzea (4 eta 5. eskuizkribuak)

4. Adipokinen kontzentrazioak konparatzea hazkunde-abiadura desberdinak dituzten

haurdunaldirako txiki jaiotako haurrengan.

e Bizitzako lehen hilabeteetan, adipokina zirkulatzaileen profilak eragina izan

dezake haurdunaldirako txikiak diren haurren "catch-up™ motan.

5. Bi sexuen artean adipokinen kontzentrazioetan izan daitezkeen desberdintasunak

aztertzea.

e 2 urterekin, haurdunaldirako txikiak diren haurren adipokinetan dimorfismo
sexuala dago; izan ere, neskek mutilek baino leptina, adiponektina eta

omentinaren kontzentrazio plasmatiko handiagoak dituzte.
6. Adipokinen kontzentrazioek bizitzako lehenengo bi urteetan duten bilakaera aztertzea.

e Adipokinek bilakaera desberdina dute bizitzako lehen bi urteetan, adipokina

motaren arabera.

7. Parametro antropometriko eta biokimikoen eta chemerina zirkulatzailearen

kontzentrazioaren arteko erlazioa aztertzea.

e Bizitzako lehen hilabeteetan neurtutako chemerina plasmatikoaren kontzentrazioa
HT jaiotako haurrek etorkizunean gara ditzaketen alterazio metabolikoen
biomarkatzailetzat jo daiteke.

8. Proposatutako helburuekin zuzenean lotuta ez dauden ondorioak

e HT jaiotako haurrengan, pisu txikia izatea "catch-up™ azkarraren garapenarekin

lotuta dago.

e "Catch-up" mota ezberdinak dituzten haurren pronostikoa desberdina da bizitzako

lehen hilabeteetan eta ondorengo etapetan.
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Abstract

Fatty liver disease is characterized by an excessive accumulation of fat in hepatocytes.
Pterostilbene, a resveratrol-derivative phenolic compound, has demonstrated to have
positive effects on steatosis management. The aim of this study is to identify the
microRNAs involved in these responses in the liver from of Zucker (fa/fa) rats treated
with this compound (30 mg/kg/day) for six weeks. For that purpose, we selected miR-
19b-3p, MiR-33-5p, MiR-93-5p, miR-140-5p, miR-103-3p, miR-122-5p, and miR-107-
3p, which have carnitine palmitoyltransferase la (CPT1a), transcription factor A
mitochondrial (TFAM), peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR«) or di-
acylglycerol O-acyltransferase 2 (DGAT2) proteins as predicted targets. Transfections of
some mRNASs were carried out in AML12 hepatocytes. Among all the analysed miRNAs,
miR-122-5p was identified as a mediator in the beneficial effects of pterostilbene on liver
steatosis, by acting on CPT1a and DGAT2, two enzymes involved in fatty acid oxidation

and triglyceride assembly, respectively.

Keywords: liver steatosis, pterostilbene, rat, miR-122, carnitine palmito-yltransferase 1a,

diacylglycerol O-acyltransferase 2

1. Introduction

The term non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) includes several disturbances, such
as steatosis, steatohepatitis and cirrhosis. Liver steatosis is the most common chronic liver
pathological condition in the world, and it is characterised by an excessive triglyceride
accumulation (more than 5% of the hepatic cells contain fatty deposits) (Byrne and
Targher, 2015; Whalley et al., 2007). It is usually associated with obesity, hypertension,
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insulin resistance, hypertriglyceridemia and low HDL-cholesterol among others (Yki-
Jarvinen, 2014). Triglyceride accumulation in liver triggers mitochondrial dysfunction,
which involves lipid peroxidation and hepatocyte inflammation, and fibrosis (Than and

Newsome, 2015; Day and James, 1998).

Although the usual treatments for liver steatosis consist of exercise programs and dietary
modifications, great attention is currently being paid to the use of bioactive molecules
present in foodstuffs, mainly phenolic compounds (Ahmed et al., 2015; Salomone et al.,
2016). In this context, several phenolic compounds such as proanthocyanidins and
resveratrol have been reported to be effective in reducing liver steatosis (Vergani et al.,
2018; Faghihzadeh et al., 2015; Aguirre, Portillo et al., 2014). With regard to resveratrol,
in spite of its positive effects, the low bioavailability that results from the strong
metabolism that it suffers in gut and liver is a matter of concern (Walle, 2011; Intagliata
et al., 2019). In this scenario, pterostilbene (3,5-dimethoxy-4-hydroxystilbene), which is
a natural dimethylated analog of resveratrol, has attracted the attention of the scientific
community (Estrela et al., 2013). The substitution of hydroxy groups with methoxy ones
increases the molecule transport into cells, and reduces its metabolization in gut and liver

(Rimando et al., 2005).

In a previous study from our group, carried out in the same cohort of rats used in the
present research, the administration of pterostilbene at a dose of 30 mg/kg/d induced a
significant reduction in liver triglycerides in Zucker (fa/fa) rats, a model of genetic obesity
that exhibits fatty liver. This effect was mediated in part by an increase in the activity of
carnitine palmitoyltransferase 1a (CPT1a), a marker of mitochondrial fatty acid oxidation,
as well as in the protein expression of peroxisome proliferator activated receptor alpha

(PPARa) and transcription factor A mitochondrial (TFAM), two markers of
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mitochondrial genesis, suggesting increased fatty acid oxidation. Moreover, rats treated
with pterostilbene showed a decrease in the protein expression of diacylglycerol O-
acyltransferase 2 (DGAT?2), the enzyme that catalyses the formation of triglycerides from
diacylglycerol and acyl-CoA. Consequently, a reduced fatty acid availability for
triglyceride synthesis and a decreased triglyceride assembly explained the delipidating

effect of pterostilbene (Aguirre et al., 2019).

MicroRNAs (miRNA) represent a class of small, 18-24 nucleotide-long, non-coding
RNA molecules that control post-transcriptional gene expression by interacting with the
3" untranslated region (UTR) of the mRNA (Lee et al., 1993). It has been shown that one
miRNA can regulate several genes and that in turn, a single gene can be modulated by
different miRNAs (Ambros, 2004; Hammond, 2015). Usually, miRNAs reduce target
MRNA translation. However, some cases have described the opposite effect (Lin et al.,
2013). Regarding the influence of the miRNAs in liver, it has been reported that they play
a key role in triglyceride and glucose metabolism, inflammation, apoptosis and cell

proliferation, among others (Szabo and Bala, 2013).

Additionally, some studies have demonstrated the involvement of miRNAs in the positive
effect of phenolic compounds on liver steatosis. In this line, Baselga-Escudero et al.
(Baselga-Escudero et al., 2014; Baselga-Escudero et al., 2015), showed that, in the case
of proanthocyanidins, the effect was mediated by the reduced expression of mir-33-5p
and mir-122-5p, the most abundant miRNA in liver. An earlier study from our group
revealed that mir-107-5p was involved in the delipidating effect of resveratrol in liver
(Gracia et al., 2017). Moreover, Joven et al., (2012) reported that polyphenols derived
from Hibiscus sabdariffa regulated the expression of miR paralogs miR-103/107 and

miR-122, and that they prevented diet-induced fatty liver disease in hyperlipidemic mice
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(Joven et al., 2012). In this context, the aim of the present study is to analyse the
involvement of some selected miRNAs in the positive effect induced by pterostilbene on

liver steatosis, in a model of genetic obesity.

2. Materials and Methods

2.1 Animals, diet and experimental design

The experiment was conducted using twenty five-week-old male Zucker (fa/fa) rats,
purchased from Charles Rivers Laboratories (Barcelona, Spain) in accordance with the
institution’s guide for the care and use of laboratory animals (approval document
reference CEEA14/018). Rats were single-housed in polypropylene cages and kept in an
isolated room in constant temperature (22+2°C) under a 12-hour light/dark cycle (light
on at 21:00), with a six-day adaptation period. The rats were randomly distributed in two
experimental groups (n=10 per group), and fed with a standard laboratory diet (Harlan
Laboratories, Barcelona, Spain), with free access to water. Pterostilbene, or a saline
solution was supplied to the control group, and was orally administered by using an
orogastric catheter, at a dose of 30 mg/kg body weight/d, for six weeks. For this purpose,
the phenolic compound was diluted in 1 mL of ethanolic solution (20%). Food intake and
body weight were measured on a daily basis. The synthesis of the pterostilbene (99.9%

purity) was performed according to published procedures (Joseph et al., 2008).

At the end of the experimental stage, and after an 8 to 12-hour fasting period, rats were
euthanised under isoflurane anaesthesia, by cardiac exsanguination. Serum was obtained
from blood samples after centrifugation at 1,000 g for 10 min, at 4°C. Liver was dissected,
weighed and immediately frozen in liquid nitrogen. All samples were stored at —-80°C

until further analysis.
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2.2 Steatosis assessment

For the histological study, a piece of liver was placed in 10% buffered formalin and
subsequently embedded in paraffin. Liver sections were stained with haematoxylin and
eosin using standard techniques. Two sections per sample (with two images per section)
were viewed without knowing the experimental group to which each animal belonged.
Biopsies were classified into four grades depending on fat accumulation using Brunt et
al. classification, assigning grade 0 when no fat was found in the liver, grade 1 when fat
vacuoles were seen in less than 33% of hepatocytes, grade 2 when 33-66% of hepatocytes
were affected by fat vacuoles and grade 3 when fat vacuoles were found in more than
66% of hepatocytes (Brunt et al., 1999). Two experienced pathologists who were masked

to the experiment evaluated all samples, reached an agreement.

2.3 Selection of miRNAs

For miRNA selection, several approaches were contemplated. First, the miRNAs
modified by proanthocyanidins and resveratrol, that were involved in their effects on liver
steatosis: miR-122-5p, miR-33-5p and miR-107-3p (Baselga-Escudero et al., 2014;
Gracia et al., 2017), were selected in order to determine whether they were also inplicated
in the effect of pterostilbene. To widen the scope of our study, miRNAs related to those
hepatic proteins whose expression was previously found to be modified by the treatment
with pterostilbene in this cohort of rats: CPT1a, TFAM, PPARa and DGAT2 (Aguirre et
al., 2019). were slected both from the literature and from the following databases:
miRecords (http://cl.accurascience.com/miRecords/index.php), and mirBase

(http://www.mirbase.org). These databases store predicted miRNA targets produced by
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several established miRNA target prediction algorithms, as well as validated target genes

(Xiao et al., 2009).

2.4 Cell culture and miRNA transfection

AML12 hepatocytes, supplied by ATCC (ATCC CRL-2254), were cultured in 1:1
DMEM/HAM’S F12 glutamax medium containing 10% foetal bovine serum (FBS), 40
ng/mL dexamethasone, 0.005 mg/mL insulin, 0.005 mg/mL transferrin, 5 ng/mL
selenium and 1% Penicillin/Streptomycin (10,000 U/mL). This medium was changed

every two days, and cells were cultured at 37 °C in a humidified 5% CO_ atmosphere.

Hepatocytes in a confluence status of approximately 90% were transfected with
Lipofectamine RNAIMAX (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), which was
prepared following the manufacturer’s protocol, with mirVana miRNA mimic of mmu-
miRNA-93-5p (homologous to rno-miRNA-93-5p) or mmu-miRNA-140-5p,
(homologous to rno-miRNA-140-5p) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
MiRNA mimic was transfected for 48 hours at a final concentration of 25 nM per well.
The transfection conditions were optimised in previous experiments (Gracia et al., 2017).
Transfection efficiency was assessed using miRNA probes and fluorescent transfection
controls. Additionally, overexpression of each transfected miRNA in the transfected
group was checked by RT-PCR. To rule out unspecific effects, control cells were

transfected with negative controls.

2.5 MicroRNA expression analysis

Total miRNAs were extracted from livers and cultured hepatocytes by using a miRNeasy
kit, (Qiagen, Venlo, Limburg, The Netherlands) according to the manufacturer’s

instructions. 10 ng of total RNA was reverse-transcribed using the TagMan® Advanced
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miRNA cDNA Synthesis kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to
manufacturer’s instructions. The sequences of the studies miRNAs and the housekeeping

(miRNA-191-5p) were as follows (source miRBase) (Kozomara et al., 2019):
- rno-miR-93-5p 5"- CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG -3’

- rno-miR-19b-3p 5"- UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA -3

- rno-miR-33-5p 5- GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA -3’

- rno-miR-140-5p 5"- CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG -3’

- rno-miR-107-3p 5" AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA-3’

- rno-miR-122-5p 5"- UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG-3’

- rno-miR-191-5p 5- CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG -3

PCR was carried out in a CFX96™-MyiQ™ Real-Time System (BioRad, Hercules, CA,
USA). Amplification was performed at 95°C for 20 seconds, followed by 40 cycles of 95
°C for three seconds and 60 °C for 30 seconds. All mRNA levels were normalised to the
values of the housekeeping miRNA-191-5p (Peltier and Latham, 2008). The results were
expressed as fold changes of threshold cycle (Ct) value relative to controls, using the 2

AACt method (Livak and Schmittgen, 2001).
2.6 Protein expression analysis

In the case of AML12 cells, total protein was extracted with 200 uL of lysis buffer as
previously reported (Shibata et al., 2013). Protein concentration was measured by a
bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).
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For protein measurements, 30 pg of cell protein extract were used to perform the
immunoblotting. Protein separation was performed by electrophoresis in a 7.5% or 10%
SDS-polyacrylamide gel, depending on their molecular weight, and transferred to PVDF
membranes. The membranes were blocked with casein phosphate buffered saline (PBS)-
Tween buffer for two hours. These membranes were incubated overnight at 4 °C with
mouse origin CPT1a IgG (1:1000) (Abcam, Cambridge, MA, USA), goat origin TFAM
and rabbit origin DGAT2 and PPARa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA). Next, new incubation with goat- anti-mouse IgG-HRP antibody (1:5000) for
CPT1a (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), mouse-anti-goat (1:5000) for
TFAM (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and goat-anti-rabbit (1:5000)
for DGAT2 and PPARa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) was
performed for two hours at room temperature. The visualization of antibodies was carried
out using a chemiluminescent substrate (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) and
were quantified by means of a ChemiDoc MP imaging system (BioRad, Hercules, CA,
USA). Coomassie Blue staining of membranes was employed as protein loading control.

All mRNA levels were normalised to the values of B-actin.

2.7 Statistical analysis

Results are presented as mean + standard error of the mean (SEM). Statistical analysis
was performed using IBM SPSS Statistics 26.0. All of the parameters were normally
distributed according to the Shapiro-Wilk’s test. Data was analysed by means of Student’s

t test. Significance was set-up at the P value < 0.05.

3. Results

3.1 Liver steatosis
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When steatosis was evaluated by microscopy, the fat infiltration that reached grade 2
among the control rats was reduced to grade 1 in the pterostilbene-treated group (Figure

1).

Control PT
(Grade 2) (Grade 1)

Figure 1. Histological study in liver from fa/fa Zucker rats either treated or not with
pterostilbene (30 mg/kg body weight/d) for six weeks. Hematoxylin and eosin staining of

liver tissue x 40. PT: pterostilbene.
3.2 Search in database

We searched in the databases whether the miRNAs found to be modified by other isolated
phenolic compounds in reported papers cited in the introduction section (miR-122-5p,
miR-33-5p and miR-107-3p) contained, as validated or predicted targets genes, those that
were significantly modified by pterostilbene in this cohort of rats (PPARa, TFAM, CPT-
1 and DGAT2). As shown in Table 1, two predicted targets were found for miR-33-5p
and just a single target gene for miR-107-3p. For other miRNAs found in the databases,
PPARa, TFAM, CPT-1 or DGAT2 also appeared as predited target genes. Due to the fact
that the number was particularly high, we selected those miRNAs which had two or more
of these proteins as targets: miR-93-5p, 19b-3p and 140-5p (Table 1). Finally, we found

in the literature that Iliopoulus et al. (2010) demonstrated that the miR-122-5p regulates
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CPT1la and DGAT2, meaning that these enzymes are real targets for this miRNA

(Hliopoulos et al., 2010).

Table 1. Predicted and validated target genes for micro RNAs found in miRecords or

mirBase databases, and target genes reported in the literature.

MiRNA Gene (databases) Data from literature
miR-93-5p PPARa
TFAM
DGAT?2
miR-19b-3p PPARa
TFAM
DGAT?2
miR-33-5p PPARa
CPT1a
miR-140-5p CPTla
DGAT?2
miR-107-3p CPT1a
miR-122-5p CPT1a (lliopoulos et al., 2010)
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DGAT?2 (lliopoulos et al., 2010)

CPT1la: carnitine palmitoyltransferase 1a; DGAT2: diacylglycerol acyltransferase 2;
PPARa: peroxisome proliferator activated receptor alpha; TFAM: transcription factor A

mitochondrial.

3.3 MiRNA expression in liver

Table 2 summarises the expression of the selected miRNAs in liver. Rats treated with
pterostilbene showed higher expression of miR-93-5p and lower expression of miR-122

than the control rats. The rest of the analysed miRNAs remained unchanged.

Table 2. MicroRNA expression in liver of rats from the experimental groups.

MiRNA Control PT-treated
miR-93-5p 1.00+0.18 2.06+0.28 **
miR-19b-3p 1.00£0.23 1.37+0.36
miR-33-5p 1.00+0.29 1.73+0.12
miR-140-5p 1.00+0.19 0.95+0.26
miR-107-5p 1.00£0.24 1.31+0.07
miR-122-5p 1.00+0.48 0.45+0.21 *

Values are mean = SEM. Significance was assessed at the P value < 0.05. *P <0.05; **P

<0.01. PT: pterostilbene.
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3.4 Gene expression and protein expression in transfected hepatocytes

Taking into account that miR-93-5-p expression was modified by pterostilbene and that,
according to the database, this microRNA had three predicted targets of interest (PPARa,
TFAM and DGAT?), a transfection experiment was carried out in order to determine if
these were actual targets and thus, whether they could represent potential mechanisms of
action of this phenolic compound in the prevention of liver steatosis. Unfortunately, no
significant changes in gene and protein expressions of TFAM, PPARa and DGAT?2 were
observed in hepatocytes transfected with miR-93-5-p, when compared with the control
hepatocytes. With regard to miR-122-5-p, which was also modified by pterostilbene, no
transfection experiments were addressed because, as explained in the Material and
Methods section, Iliopoulus et al. (2010) demonstrated that miR-122 possesses DGAT?2

and CPT1a as actual target genes (lliopoulos et al., 2010).

Although it was not the main objective of the present study, and in order to provide more
information concerning their regulation by miRNAs, transfection studies were also
carried out for the miRNAs that remained unchanged after pterostilbene treatment, for
which the database shows TFAM, PPARa, CPT1a and DGAT?2 as predicted, but not as
validated targets. When AML12 cells were transfected with miR-140, a decreased protein
expression of CPT1a was observed that bore no changes in gen expression (Figure 2).
Furthermore, protein and gene expressions of DGAT?2, the other putative target of miR-
140, remained unchanged. Gene and protein expressions of cells transfected with miR-33
and miR-19b were not statistically different when compared with the control cells. With
regard to miR-107-3p, we showed in a previous study that the hepatocytes over-

expressing mMiRNA-107-3p exhibited down-regulated CPTla protein expression,
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suggesting that in fact cptla is a real target gene. Consequently, transfection studies were

not addressed for this miRNA in the present study.
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Figure 2. Protein and mRNA expressions of targets for miR-140-5p (upper panel) and
miR-93-5p (bottom panel) in AML12 hepatocytes transfected with miR-140-5p mimic.
or miR-93-5p mimic. CPT1a: carnitine palmitoyltransferase 1a; DGAT2: diacylglycerol
O-acyltransferase 2; PPARa: peroxisome proliferator-activated receptor alpha; TFAM:

transcription factor A mitochondrial. Differences between groups were asessed by the

Student’s t test. *P<0.05.

4. Discussion

Resveratrol, the parent compound of pterostilbene, has been reported to induce beneficial
effects on hepatic steatosis (Milton-Laskibar et al., 2017; Aguirre, Fernandez-Quintela et
al., 2014; Alberdi et al., 2014). The reduction in liver fat accumulation is mainly due to
the activation of oxidative metabolic pathways and the inhibition of the lipogenic ones.
These metabolic effects have been shown to be mediated by several miRNAs. In an earlier

experiment from our group, the effects of resveratrol on SREBPla and CPT1a were
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mediated by a decrease in the expression of miR-107-3p and miR-122-5p (Gracia et al.,
2017). Although resveratrol has beneficial effects, its bioavailability has proved to be low.
On the contrary, pterostilbene, a dimethoxy resveratrol-derivative that shows greater
bioavailability, might be considered as an interesting alternative (Kapetanovic et al.,
2011). In this context, the present study analised the effects of this bioactive molecule on

liver steatosis, using a model of genetic obesity (Zucker fa/fa rat).

The results showed that this phenolic compound was effective in reducing the degree of
liver steatosis. With regard to the mechanisms underlying this effect, in a previous study
carried out in this cohort of rats, significant increases in PPARa and TFAM protein
expressions, as well as in CPT1a activity, and a significant decrease in DGAT2 protein
expression were observed in the rats treated with pterostilbene (Aguirre et al., 2019). In
view of this results, and aimed at gaining a greater insight into the effect of pterostilbene
on the aforementioned proteins, the present study was designed to assess the potential

implication of miRNAs.

When the expression of those miRNAs selected according to the criteria described in the
Material and Methods section (miR-33-5p, miR-140-5p, miR-93-5p, MiR-19-3p, miR-
122p and miR107-3p) was measured in liver from rats treated with pterostilbene, only
miR-93-5p and miR-122-5p were significantly decreased by this phenolic compound.
Regarding miR-93-5p, the transfection study showed no changes in gene or protein
expressions of its predicted targets (PPARa, TFAM and DGAT2). This suggests that in
fact, miR-93-5p does not regulate these proteins and consequently, the increase induced
by pterostilbene in this miIRNA cannot be associated with metabolic changes resulting
from pterostilbene treatment. Nevertheless, this miRNA has been associated with several

pathogenic processes such as hepatic cancer. Thus, De Conti et al. analysed the effects of
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miR-93-5p on the development of NAFLD-associated hepatocarcinoma (HCC), which is
the last step in the progression of NAFLD (de Conti et al., 2017). The authors showed
that subjects with NAFLD-derived HCC presented a higher expression of this miRNA.
In addition, the overexpression of the miRNA described in their experiment resulted in
the activation of major hepatocarcinogenesis-related pathways. In the same line, Liu et al
demonstrated that the overexpression of miR-93-5p accelerated tumour growth in the
HCC xenograft mouse model, and suggested that the miR-93-5p overexpression
contributes to hepatoma development by inhibiting PPARGC1A (Shi et al., 2020; Wang
et al., 2018). Bearing all these results in mind, it might be hypothesised that, via the
reduction in miR-93-5p, pterostilbene could be considered as an interesting tool against
liver steatosis progression. Nevertheless, specific studies to validate this fact are

warranted.

MiR-122-5p is the most abundant microRNA in liver (Bandiera et al., 2015). Although
bioinformatic tools did not provide any relationship between this miRNA and the proteins
of interest for the present research, as predicted or validated targets, Iliopoulos et al.,
(2010) demonstrated that miR-122-5p controls the expression of CPT1a (decrease) and
DGAT?2 (increase) in transfected hepatocytes (lliopoulos et al., 2010), meaning that these
enzymes are real targets for miR-122-5p. Therefore, no transfections were carried out in
the present study. As previously mentioned in the present manuscript, CPT1a activity was
increased and protein expression of DGAT2 was decreased in rats treated with 30
mg/kg/day of pterostilbene. Moreover, in the present experiment, miR-122-5p was
significantly decreased in the experimental group. Therefore, it can be proposed that this
microRNA can be a mediator of the effects induced by pterostilbene in CPT1a and

DGAT2. Very little information related to the role of miRNAs on the effects of
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pterostilbene on liver steatosis has been reported to date. The only study found in the
literature provides experimental evidence supporting the anti-lipogenic effect of
pterostilbene against fructose-induced hepatic lipid accumulation by modulating the miR-
34a/Sirtl/SREBP-1 pathway in rats (Wu et al., 2020). To our knowledge, the present
study is the first one that shows the involvement of miR-122-5p in the anti-steatotic effect

of pterostilbene.

With regard to miR-140-5p, its overexpression in transfected hepatocytes down-regulates
the protein expression of CPT1a, thus suggesting that this predicted target, and according
to the databases, might be in fact, a real target of this miRNA. However, when this
miRNA was measured in liver from rats treated with pterostilbene, no changes were
observed, suggesting that this miRNA does not mediate the observed effects of this

phenolic compound (Figure 3).
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Figure 3. Pterostilbene effects in hepatic lipid and miRNAs expression. CPT1a: carnitine
palmitoyltransferase 1la; TFAM: transcription factor A, mitochondrial; DGAT2:
diacylglycerol O-acyltransferase 2; PPARa: peroxisome proliferator activated receptor

alpha; TG: triglyceride.

With regard to miR-107-3p, among the reported targets included in the bioinformatic
databases, only CPT1a was of interest for our study. Transfection experiments were not
performed since we showed in a previous study that this protein was down-regulated by
the transfection of miR-107 in hepatocytes (Bandiera et al., 2015). By measuring this
miRNA in the present cohort of rats, we found no changes in its hepatic expression after
pterostilbene treatment. Finally, regarding miR-19b-3p and miR-33-5p, no changes were
observed in neither the in vivo nor the in vitro transfection experiments. These results
suggest that miR-107-3p, miR-19b-3p and miR-33-5p do not mediate the observed effects

of pterostilbene.

Interestingly, according to the results obtained both in the present study and in an earlier
piece of research, miRNAs involved in the beneficial effects of pterostilbene and
resveratrol (its parent compound) on liver steatosis seem not to be the same. In the
previous study from our group, resveratrol (30 mg/kg body weight/d) partially prevented
the liver steatosis induced by high-fat high-sucrose feeding, by increasing the activity of
CPT1a, and thus fatty acid oxidation, and by decreasing protein expression of SREBP1a,
the transcription factor which controls de novo lipogenesis. These effects were mediated

by a reduction in the expression of miR-107-3p and miR-122-5p (Gracia et al., 2017).
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In summary, among all the analysed miRNAs in the present study, miR-122-5p has been
identified as a mediator in the beneficial effects of pterostilbene on liver steatosis, by
acting on CPTla and DGATZ2, two enzymes involved in fatty acid oxidation and

triglyceride assembly respectively.
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Abstract

Dietary polyphenols have shown promising effects in mechanistic and preclinical studies
on the regulation of cardiometabolic alterations. Nevertheless, clinical trials have
provided contradictory results, with a high inter-individual variability. This study
explored the role of gut microbiota and microRNAs (miRNAS) as factors contributing to
the inter-individual variability in polyphenol response. For this, 49 subjects with at least
two factors of metabolic syndrome were divided between responders (n= 23) or non-
responders (n= 26), depending on the variation rate in fasting insulin after
supplementation with grape pomace for 6 weeks. The populations of selected fecal
bacteria were estimated from fecal DNA by guantitative real-time PCR (QRT-PCR), while
the microbial-derived short chain fatty acids (SCFAS) were measured in fecal samples by
gas chromatography. MicroRNAs were analyzed by Next-Gen Sequencing (NGS) on a
representative sample, followed by targeted miRNA analysis by gRT-PCR. Responder
subjects showed significantly lower (p<0.05) Prevotella and Firmicutes levels, as well as
increased (p<0.05) miR-222 levels. After evaluating the selected substrates for Prevotella
and target genes of miR-222, these variations suggested that responders were those
subjects who exhibited impaired glycaemic control. This study shows that fecal
microbiota and miRNA expression may be related to inter-individual variability in

clinical trials with polyphenols.
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1. Introduction

Metabolic Syndrome (MetS) is a cluster of risk factors, predisposing to further
appearance of cardiovascular diseases or type 2 diabetes.[1] Currently, MetS is a relevant
public health problem, with a prevalence about 30% of the population in Western
countries.[2] MetS is a complex metabolic process, where several physiological responses
are altered, and mutual enhancements take place between them; thus, insulin resistance,
subclinical chronic inflammation and oxidative stress may be considered as core
biochemical processes underlying MetS.[3-5] In particular, insulin resistance contributes
to other metabolic alterations, such as increased glucose output or impaired appetite
regulation, as well as to clinical features, such as microvascular complications.[6] For this

reason, there is an interest in the search of strategies for improving insulin sensitivity.

Polyphenols -a wide class of phytochemicals- have been suggested as potential
modulators of insulin resistance. In particular, grape polyphenols have shown to be able
to improve insulin response in several pre-clinical studies, either alone or in combination
with other bioactive compounds.[7-9] Several mechanisms of action -in some cases
independent of a delipidating effect - have been suggested for this, such as activation of
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) secretion,[10,11] activation of phosphatidylinositol 3-
kinase PI3K pathway or direct modification of insulin synthesis, secretion and

degradation.[12,13]

Clinical trials on the effects of grape polyphenols on markers of MetS have provided
contradictory results.[14,15] This may be due to several reasons, such as the different
composition of the grape-derived products used in these studies.[16] A key aspect is the

high inter-individual variability that is observed in most clinical trials focused on dietary
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bioactive compounds with subjects divided between “responders” and ‘“non-
responders”;[17] this limits the clinical applications of these studies. An important
contributor to inter-individual variability is the subject’s ability to absorb, transform or
excrete the ingested compounds, thus giving place to different profiles of circulating
metabolites, i.e., the stratification of subjects into metabotypes that may be associated
with specific physiological situations such as obesity or with health outcomes such as
cardiometabolic markers.[18,19] Metabolite profile depends in part on microbiota
composition, that shows inter-individual variability;[20] indeed, intestinal dysbiosis is a
process involved in several pathologies.[21] Inter-individual variability can also be
explained by epigenetic mechanisms, such as micro RNAs (miRNASs), with increasing
evidence of the association between the circulation levels of certain miRNAs and several
cardiometabolic alterations.[22,23] The potential role of these two aspects as factors
involved in inter-individual variability in clinical trials with polyphenols has hardly been

explored.

In a clinical trial where obese subjects at high cardiometabolic risk were supplemented
with grape pomace, we reported a significant improvement in fasting insulineamia and a
tendency towards improvement in postprandial insulinaemia.[24] As the response was
not homogenous in all the subjects, in this study we evaluated pre-supplementation fecal
microbiota and circulating miRNA expression with the aim of identifying potential
factors which may explain inter-individual variability, thus contributing to understand the

different responsiveness to polyphenol supplementation.
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2. Experimental Section

2.1 Study subjects

The study protocol was approved by the Ethics Subcommittee of the Spanish National
Research Council (CSIC), Madrid, Spain (2016/12/13) and the Ethics Committee for
Clinical Research of the University Hospital Puerta de Hierro-Majadahonda,
Majadahonda, Spain (2016/12/02). It was registered in Clinical Trials (NCT
NCT03076463). Written informed consent was obtained from all subjects before their
enrollment in the study. Study details have been provided elsewhere.[24] Briefly, the
participants exhibited at least two factors for Metabolic Syndrome diagnosis and a total

of 49 subjects completed the study.

2.2 Study design

The participants completed a randomized crossover controlled clinical trial. The two
experimental periods lasted 6 weeks, separated by a 2-weeks wash-out. One of the periods
corresponded to daily supplementation with 8 g of dried grape pomace, while the other
was a control period (no placebo was found). At the beginning and at the end of each
period, biological samples were collected and anthropometric measurements were
performed; before each visit, subjects were asked to follow a polyphenol-low diet. The
volunteers (n=49) were classified as responders (n=23) or non-responders (n=26) to grape
pomace supplementation depending on whether they experienced a reduction in fasting

insulin of at least 10% (responders) or lower (non-responders).

2.3 Sample collection
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Fasting blood samples were collected at the beginning of each period after overnight
fasting; plasma was obtained after centrifugation at 1000g for 15 min. Fecal samples from
the previous 24 h at the beginning of the supplementation period were provided by the

participants. All biological samples were stored at —80 °C.

2.4 Materials

Acetic acid, butyric acid, 2-ethylbutyric acid, isobutyric acid, isovaleric acid, oxalic acid,
propionic acid and valeric acid were purchased from Sigma-Aldrich (San Luis, MI, USA),

while acetonitrile was from Fisher Scientific (Hampton, NH, USA).

2.5 Cardiometabolic markers

Serum total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol and triglycerides were
measured with an automatic analyzer (Siemens Healthcare, Tarrytown, NY, USA).
Plasma insulin was evaluated using a commercial ELISA kit (Merck-Millipore,
Burlington, MS, USA). Fasting blood glucose was determined by applying the enzyme
electrode method using a Free Style Optimum Neo blood glucose meter from Abbott

(Chicago, IL, USA).

Blood pressure was measured in a quiet temperature-controlled room using an automated
digital oscillometric device (Omron model M6 Comfort, Omron Corporation, Tokyo,

Japan). Height, body weight and abdominal and hip perimeter were also registered.

2.6 Fecal microbiota

The levels of bacterial subgroups were estimated from basal fecal DNA by gRT-PCR at
the beginning of the study. DNA was extracted from the feces using QlAamp DNA
StoolMini Kit from Qiagen (Hilden, Germany) and its concentration was quantified using

a Nanodrop 8000 Spectrophotometer (Thermo Scientific; Waltham, MA, USA). The
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gRT-PCR experiments were carried out using a LightCycler 480 Il (Roche; Basel,
Switzerland). The gRT-PCR cycling conditions were: 10 s at 95 °C, then 45 cycles of 5 s
at 95 °C, 30 s at primer-specific annealing temperature (52-65°C), and 30 s at 72 °C

(extension). The targeted miRNA assay sequences were as follows:[25-29]
Total Bacteria F: ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT’
R: ATT ACC GCG GCT GCT GGC

Bacteroidetes F: ACG CTA GCT ACAGGCTTAA

R: ACGCTACTTGGCTGGTTCA
Firmicutes F: CTG ATG GAG CAA CGC CGC GT
R: ACACYT AGY ACT CATCGT TT
Lactobacillales F: AGC AGT AGG GAATCT TCC A
R: CAC CGC TAC ACATGG AG
Bacteroides F: GGT TCT GAG AGG AGG TCCC
R: GCT GCC TCC CGT AGG AGT
Prevotella  F: CAG CAG CCG CGG TAATA
R: GGC ATCCATCGTTTACCGT

Positive controls were Bacteroides fragilis for Bacteroidetes and Bacteroides,
Ruminococcus productus for Firmicutes, Lactobacillus acidophilus for Lactobacillales

and Prevotella copri for Prevotella.
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Following amplification, to determine the specificity of the gRT-PCR, melting curve
analysis was carried out by treatment for 2 s at 95 °C, 15 s at 65 °C, followed by a
temperature gradient up to 95 °C at 0.11 °C/s, with five fluorescence recordings per
degree Celsius. The relative DNA abundances for the different genes were calculated
from the second derivative maximum of their respective amplification curves (Cp),
according to the equation: [DNAa]/[DNAb] = 2°P>CP3[30] Total bacteria were

normalized as 16S rRNA gene copies per mg of wet feces (copies per mg).

2.7 Fecal short-chain fatty acids (SCFAS)

SCFAs were analyzed in fecal samples corresponding to the beginning of the study by
gas chromatography using a previously described method with some modifications as
described elsewhere.[31,32] Briefly, the freeze-dried feces were weighed (~50 mg dry
matter) and a solution (1.5 mL) containing the internal standard 2-ethylbutiric acid (6.67
mg/L) and oxalic acid (2.97 g/L) in acetonitrile/water 3:7 was added. Then, SCFAs were
extracted for 10 min using a rotating mixer. The suspension was centrifuged (5 min,
12,880 g) in a 5810R centrifuge (Eppendorf, Hamburg, Germany) and the supernatant
filtered through a 0.45 pum nylon filter. An aliquot of the supernatant (0.7 mL) was diluted
with acetonitrile/water 3:7 to a final volume of 1 mL. SCFAs were analyzed using a
Trace2000 gas chromatograph coupled to a flame ionization detector (ThermoFinnigan,
Waltham, MA, USA) equipped with an Innowax 30 m x 530 um x 1 um capillary column

(Agilent, Santa Clara, CA, USA). Chrom-Card software was used for data processing.

2.8 miRNA profiling by next generation sequencing

Next Generation Sequencing (NGS) analysis of miRNA was performed in a

representative sample (n=8 per group) of the whole cohort at the beginning of each period.

216



Anexo / Eranskina _Manuscrito 2 / 2. Eskuizkribua

Linear model fitting and differential miRNA expression analysis were performed using
the eBayes moderated t-statistic by limma package for the R statistical software.[33] Raw
p values were adjusted using the Benjamini-Hochberg procedure and a False Discovery
Rate (FDR) cut-off of 0.05 in the analysis was used as statistically significant threshold.
The gene ontology (GO) and pathways enrichment analyses were performed using
mirPath v.3 using miRNA differentially expressed raw p-value <0.05 and >2-fold change

in expression level.[34]

2.9 Isolation of miRNAs, reverse transcription to cDNA and quantitative real-time PCR

The miRNAs significantly modified in the NGS analysis were analyzed in 15 responders
and 16 non-responders (after exclusion of those selected for NGS) by qRT-PCR. Total
miRNAs were extracted by using miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit, (Qiagen,
Venlo, Limburg, The Netherlands). Total RNA containing miRNAs was diluted up to 20
uL with RNase-free water. miRNAs (2 uL of the RNA solution) reverse-transcribed and
pre-amplified using the TagMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis kit (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA).

CFX96™-MyiQ™ Real-Time System (BioRad, Hercules, CA, USA) was used to detect
and quantify individual miRNAs by RT-PCR. The reactions were carried out with a 20 s
incubation at 95°C followed by 40 cycles of 95°C for 3 s and 60°C for 30 s. All reactions
were run in duplicate. The mRNA levels were normalized to the values of miRNA-191
(sequence miR-191-5p 5'- CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG-3"), and the results
expressed as fold changes of threshold cycle (Ct) value relative to controls using the 2

AACt method.[35]

The targeted miRNA assay sequences were as follows (source miRbase.org):
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hsa-miR-30c-1-5p: 3’-UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC-5’
hsa-miR-23a-3p: 3’-AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC-5’
hsa-miR-222-3p: 3’~AGCUACAUCUGGCUACUGGGU-5’
hsa-miR-let7a-1: 3°’-UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU-5’
hsa-miR-151a-5p: 3’-UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU-5’
hsa-miR-181a-1-5p: 3’-AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU-5’

hsa-miR-10a-5p: 3’-UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG-5’

2.10 Search of miRNAs regulating target genes

Predicted and validated target genes were identified using miRecords Database. Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database was used to identify the
involvement of the predicted or validated target genes in metabolic pathways related to

glycaemic control. In addition, a revision of the literature was carried out.

2.11 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics 24.0. Normality of the data
was tested using the Shapiro-Wilk test and homoscedasticity of variance with Levene's
test. Comparisons between two paired samples were conducted with a paired Student's t
test, and comparisons between unrelated variables were calculated with a Student's t test
or a Mann-Whitney's U test, as appropriate. Results are presented as mean values with

their standard errors. Significance was set-up at p value < 0.05.
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3. Results
3.1 Subject characteristics

Basal values for several cardiometabolic markers of all subjects as well as for the non-
responders and responders groups are shown in Table 1. In all the cases, subjects showed
amean BMI corresponding to obesity (> 30 kg/m?). All subjects also exhibited at least an
additional MetS factor, i.e., some cardiometabolic parameters above the recommended
values; nevertheless, the mean values of all these parameters were within the
recommended ranges. Significant differences (p < 0.05) were only found for the waist-
to-height ratio, with a value slightly higher in responder subjects. No differences were
found for the other anthropometric measurements (BMI, abdominal perimeter, waist-to-
height ratio). In the same way, both responder and non-responder groups showed similar
basal values for age, blood pressure, blood glucose and lipid profile. Fasting insulin
values were significantly (p < 0.05) higher in responders (Table 1). No significant
differences were found in HOMA-IR values because fasting glucose levels were
unaltered. These results are suggesting that responders were in a preliminary stage in the

development of insulin alterations associated with obesity.[36]
TABLES

Table 1. Pre-supplementation cardiometabolic risk markers in responders and non-
responder subjects regarding grape pomace supplementation

Parameter Whole sample (n=49) | Non-responders Responders
(n=26) (n=23)
Mean S.E.M. Mean S.EM. Mean S.E.M.
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Males (%)

Age (years)

Body mass index (kg/m?)
Abdominal perimeter (cm)
Waist-to-height ratio
Waist-to-hip ratio

Systolic blood pressure (mm Hg)
Diastolic blood pressure (mm Hg)
Glucose (mg/dL)

Insulin (uU/mL)

HOMA-IR

Triglycerides (mg/dL)

Total cholesterol (mg/dL)

HDL cholesterol (mg/dL)

LDL cholesterol (mg/dL)

55

43

31

103

0.94

0.62

120

98

8.9

2.2

147

201

47

121

n.a.

0.01

0.01

17

12

1.9

0.5

21

29

17

45

43

30

100

0.92

0.60

116

82

97

4.7

11

135

200

47

120

n.a.

0.02

0.01

0.6

0.2

14

10

65

42

32

105

0.96

0.62

119

82

98

13.7

3.3

160

203

47

123

n.a.

0.01

0.02

3.8

0.9

17

n.a., non-applicable. HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein.

“ Comparison between responders and non-responders. Mann-Whitney's U test for

anthropometric measurements due to lack of normal distribution; two independent

samples t test for the other variables
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3.2 Subpopulations of excreted microbiota and microbial products

The relative proportions of several bacterial groups of the gut microbiota and some of its
metabolic products (short-chain fatty acids) were evaluated in fecal samples (Figure 1
and Table 2).

While the Bacteroidetes proportion (Figure 1A) was similar between groups, the
Firmicutes phylum was significantly (p < 0.05) lower in responder subjects vs non-
responders before supplementation. The proportion of Lactobacilliales order (Figure 1C)
did not present any difference between participants. The relative populations of
Prevotella genus (Figure 1E) were significantly (p < 0.05) lower in responder subjects,
and the Bacteroides genus was not different between them.

A B C
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501 1 0.0081 T
_|_

404

60

30
401

Firmicutes/Total bacteria (%)

204

Bacteroidetes/Total bacteria (%)
Lactobacilliales/Total bacteria (%)

0 0
Non-responders Responders Non-responders Responders Non-responders Responders
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Figure 1. Pre-supplementation excreted intestinal bacteria measured by gRT-PCR. Data are
expressed as percentages of total bacteria in basal fecal samples from non-responder and
responder subjects regarding grape pomace supplementation. A, Bacteroidetes; B, Firmicutes; C,
Lactobacilliales; D, Bacteroides; E, Prevotella. Values are means with their standard errors.

Comparisons were performed using Student’s t test. *p < 0.05.

The levels of acetic, propionic, isobutyric, butyric, isovaleric and valeric acids, and total
SCFAs were determined in the feces of all participants (Table 2). In both responders and
non-responders, the highest concentration was found for acetic acid, followed by
propionic acid and butyric acid; isobutyric, valeric and isovaleric acids were in all cases
below 5% of total SCFA. The responder participants showed a tendency (p < 0.1) to
present less butyric and valeric acids in their feces than the non-responder ones. There

were no differences in the rest of studied SCFAs.

Table 2. Pre-supplementation short-chain fatty acid levels in basal fecal samples from

responder and non-responder subjects regarding grape pomace supplementation

Non-responders Responders

Mean S.E.M. Mean S.E.M. p-value
Acetic acid 1256 21.7 125.4 17.7 0.995
Propionic acid 63.3  12.3 43.7 7.7 0.185
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Isobutyric acid 7.8 1.0 6.8 0.5 0.352
Butyric acid 433 7.2 27.6 3.7 0.064
Isovaleric acid 7.1 0.9 7.3 0.6 0.860
Valeric acid 8.7 15 55 0.7 0.064
Total SCFA 209.8 351 205.9 25.0 0.929

Short-chain fatty acids (SCFAs) amounts are given in millimoles per kilogram feces.
Values are means with their standard errors (S.E.M.). Comparisons were performed using

Student’s t test

3.3 miRNA expression

A representative sample of the cohort was chosen to carry out NGS analysis. Among all
the 2588 available miRNAs in the NGS, only 41 miRNAs met the filtering criteria
described in the Materials and Methods section (supplementary Table 1). Statistical
differences were found between responder and non-responder subjects only in seven
mMiRNAs (miR-30c-5p, miR-23a-3p, miR-222-3p, miR-let7a-5p, miR-151a-5p, miR-
181a-5p and miR-10a-5p). More precisely, these miRNAs showed increased expression
in responders when compared to non-responders.

In order to confirm these results, the expression of these seven miRNAs was analyzed in
every subject of this cohort by gRT-PCR. In this case a statistically significant difference
was observed only in miR-222 (p=0.042). Moreover, a tendency towards increased value
for miR-Let7a (p=0.060) was found in the responder group. No differences were observed
among the other measured miRNAs (miR-30c-5p p=0.16; miR-23a-3p p=0.17; miR-
151a-5p p=0.98; miR-181a-5p p=0.11; miR-10a-5p p=0.52) (Figure 2). According to

these results the study focused on miR-222. Thus, bioinformatic analysis was performed
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to found validated or predicted target genes for this miRNA. Considering that grape
pomace supplementation reduced insulin resistance, our search focused on genes
involved in glycaemic control. Insulin receptor-4 (IRS4) and pyruvate kinase (PKM)

appeared as predicted genes, while no validated genes were found.
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Figure 2. Pre-supplementation relative miRNAs expression in basal serum samples from non-
responder and responder subjects regarding grape pomace supplementation. Fold changes were
calculated using the 224 method and are relative to the mean expression in the non-responder
group. Values are means with their standard errors. Comparisons were performed using Student’s

t test. *p<0.05, 5p=0.06.

225



Anexo / Eranskina _Manuscrito 2 / 2. Eskuizkribua

4. Discussion

High inter-individual variations in the biological responses to dietary polyphenols in
clinical trials have been commonly reported.[17] This fact hampers the translation of
current knowledge on these compounds on dietary advice, requesting more research on
the underlying reasons for these differences. The present study aimed to contribute to this
topic, focusing on the potential role of basal microbiota and miRNA expression for
explaining the differences in insulin response after supplementing grape pomace to
subjects at high cardiometabolic risk. This kind of approach may be particularly relevant
when dealing with complex mixture such as grape pomace -rich in both polyphenols and
dietary fiber, and specifically in non-extractable polyphenols linked to dietary fiber-

where a variety of bioactive compounds is present.[16]

It has been previously suggested that inter-individual variability in polyphenol response
may be derived from differences in cardiometabolic markers.[37] In this study, basal
common cardiometabolic markers of the subjects did not show statistical differences that
may allow to foresee the observed differential response to the supplementation; although
basal insulin was significantly higher in responders, this is not a parameter included in

the common evaluation of cardiometabolic risk).

The results presented here suggest that the relative populations of selected gut microbiota
subgroups may be indicators of responsiveness to grape pomace supplementation. In
particular, the populations of the phyla Firmicutes and the genus Prevotella were
significantly lower in the responders group than in the non-responders group.
Additionally, the levels of the SCFA butyrate were also lower (p = 0.064) in the

responders group; since butyrate is a product of dietary fiber fermentation by some
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bacterial subgroups of Firmicutes, this agrees with the observed decrease in these phyla.
A high proportion of Firmicutes in gut microbiota has been mainly associated with
obesity;[38] nevertheless, participants in this study exhibited either overweight or obesity,
so a similar proportion of Firmicutes might have been expected in non-responders and

responders.

In the case of Prevotella, dominance of this genus as well as the Prevotella/Bacteroides
ratio have been shown to vary between human populations in relation with their dietary
habits.[39,40] Thus, human groups consuming diets high in complex carbohydrates and
dietary fiber present dominance of Prevotella whereas high fat/protein diets have been
related to higher levels of the genus Bacteroides.[39,41] In our case, the subjects with
lower Prevotella populations were those who responded to the supplementation with
grape pomace, but dietary recalls showed that the responsiveness to grape pomace was
independent of the amount of dietary fiber usually consumed by the subjects (data not
shown). A cause and effect relationship between Prevotella and glucose metabolism
efficiency, with improved glucose tolerance associated with increased populations of
Prevotella has been described in a preclinical study.[42] The non-responder subjects may
be those with no room for improvement as the fasting insulin levels were already low
while the populations of Prevotella were high. The same line of reasoning may apply to
both the populations of Firmicutes and the levels of butyrate in feces. Therefore,
supplementation might be recommended only based on the proposed indicators (insulin,

butyrate, Firmicutes, Prevotella) irrespective of dietary habits.

The other variable explored was miRNA profile. Their potential use has been suggested
in order to overcome the weaknesses of classic blood parameters,[43] what may be

especially relevant in the study of dietary bioactive compounds.[44] Moreover, it has been
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proposed that circulating miRNAs could act as a new mode of communication between

insulin sensitive tissues,[45] a relevant aspect in the context of this study.

MiRNA profiling revealed higher expression of miR-222, belonging to a gene cluster
highly conserved in vertebrates (miR-221 and miR-222), in the responder group. From
the search in specific databases (MiRecords and KEGG) two genes involved in glucose
metabolism -insulin receptor substrate 4 (irs4) and pyruvate kinase (pkm)- emerged as
predicted target genes for miR-222. IRS4 is a protein, expressed in skeletal muscle that
can stimulate glucose transporter 4 (GLUT4) translocation under insulin stimulation.[46]
Moreover, an increase in GLUT4 protein in rat adipose cells over-expressing irs4 has
been reported.[47] Although no direct relationship between miR-222 and the predicted
target gene irs4 has been reported in the literature, a negative correlation between miR-
222 and GLUT4 has been described in omental adipose tissue from gestational diabetes
mellitus women.[48] Additionally, taking into account that increased miR-222 expression
and decreased IRS1 protein in the liver from mice fed a high-fat high-sucrose diet (a
dietary pattern that leads to insulin resistance development), and according to transfection
studies with rodent and human cells, it has been suggested that irs-1 is a target gene for
miR-222.[49] Considering that the main regulatory mechanism of miRNAs is the
inhibition of gene translation into proteins, data from our study suggest that responders
could show lower expression of irs genes in tissues, due to their higher expression of mir-
222, and thus more impaired glycaemic control. This proposal is supported by previous
results showing that IRS4 protein was down-regulated in muscles from rats showing

MetS.[46]

The other proposed target gene for miR-222 is Pkm. PKM protein is the enzyme that

catalyzes the final step of glycolysis. It has been reported that in subjects with disturbed
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glucose metabolism, glycolisis is significantly impaired when compared with normal
glucose metabolism; indeed, diminished glycolysis has been directly implicated in
specific cases of type 2 diabetes.[50] According to these data, diminished glycolisis could

be expected in responder subjects from our study.

It has been reported that adiponectin receptor 1 (adipoR1) is another potential target of
miR-222.[51] Adiponectin is an adipokine that reduces insulin resistance by stimulating
fatty acid oxidation and GLUT4 membrane translocation.[52] Thus, responders could
show reduced amount of adipoR1 and thus reduced adiponectin action. Nevertheless, we
should be cautious with this proposal because the mentioned study was carried out in

human umbilical vein endothelial cells.

Overall, the results obtained here, together with the reduction observed by several authors
in miR-222 when diabetic subjects are treated with metformin,[53] show the potential of
basal miR-222 levels as a biomarker of response to active biomolecules. This aspect

should be specifically explored and validated in further studies.

Integrating data from microbiota and miRNA profiling, a common picture emerges:
responder subjects were those where there was space for an improvement in insulin
homeostasis, as shown by low Prevotella and Firmicutes levels or by high miR-222
expression, implying a worse basal glycaemic control. The fact that results for both
parameters were in the same direction connects with the existing associations between
them. Thus, both effects of microbiota on miRNA expression as well as of miRNA
expression on microbiota growth (after entering some bacteria),[54,55] have been
reported. Moreover, the present results agree with previous observations in clinical trials
with polyphenols, were they were more effective in subjects showing higher basal

alterations.[16]
229



Anexo / Eranskina _Manuscrito 2 / 2. Eskuizkribua

The main limitations of the present study are the relatively small size of the group, which
calls for further validations in bigger samples, as well as the lack of determination of
individual phenolic metabolites as another key factor previously related to insulin
variations after polyphenol supplementation.[56] Preliminary observations (data not
shown) show that total urine polyphenols are similar in both responders and non-
responders. Finally, measurements of the selected parameters after supplementation
leading to similar values between responders and non-responders would strength the

hypothesis stated here.

In conclusion, the present study shows that both gut microbiota and miRNAs may be
indicators of insulin responsiveness to grape pomace among obese subjects at high
cardiometabolic risk. The individuals with higher levels of plasma insulin concentration
were sensitive to grape pomace (responders) while showing reduced levels of Firmicutes
and Prevotella, together with increased expression of miR-222. The variations in miR-
222 as well as in Prevotella are suggesting that responders were those subjects who
exhibited impaired glyaemic control. The role of microbiota and miRNA in the inter-
individual variability observed in clinical trials with polyphenols deserves further

exploration.
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Abstract: In a previous study we identified, through Next Generation Sequencing,
several mi-croRNAs as potential biomarkers of response to grape pomace administration.
We ob-served that subjects experiencing a beneficial effect on glycaemic control showed
an increased expression of seven microRNAs compared to those who did not respond to
grape pomace administration. In the present study we analyse the effects of the inter-
vention on the expression of these miRNAs and their potential relationship with the
observed positive effect on glycaemic control. For this purpose, 49 subjects with at least
two factors of metabolic syndrome were divided into responders (n= 23) and non-
responders (n= 26), depending on the variation rate in fasting insulin after sup-
plementation with grape pomace for 6 weeks. MiRNAs expression ay baseline and at the
end of the treatment was analysed by RT-PCR and MiRecords Database was used to find
potential target genes for the studied miRNAs. The increase observed in miR-23a in the
whole cohort was present in both subgroups of participants. The in-crease in miR-181a
was significant amongst non-responders but not within responders. The decrease in miR-
30c and miR-222 was found in the responders, but not in the non-responders. No changes
were observed in miR-10a, miR-151a, miR-181a and miR-let 7a. These results enables
us to propose a potential involvement of the reduced expression of miR-30c and miR-
222, two microRNAs associated with insulin resistance and diabetes, in the improvement

of glycaemic control produced by grape pomace administration.

Keywords: grape pomace; insulin response; microbiota; miR-30c; miR-122

1. Introduction

It has been estimated that almost 30% of our gene set is regulated by microRNAS
(miRNAs), which are 18-22 nucleotides long non-coding RNAs [1]. They act post-
transcriptionally, binding complementary sequences within mMRNA in the 3’ UTR region
and altering protein expression. More than 1900 precursors and 2600 mature miRNAs
have been identified in humans [2]. The miRNAs regulation network is rather complex
because one miRNA can control the expression of various mMRNA targets whereas a single

MRNA can be regulated by several miRNAs [2].
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MiRNAs present a tissue-specific distribution, reporting different miRNA expressions
depending on the analysed organ [3]. However, obtaining tissue biopsies in humans aimed
at studying the miRNA profile could be a difficult, often traumatic and non-practical
process. Nan Hee Kim et al. compared the expression of several miRNAs with a
divergence in their expression in visceral adipose tissue and blood from obese and non-
obese subjects [4]. They observed that the existing differences in visceral fat between
obese and non-obese subjects were also present in their blood. MiRNAs are considerably
stable and can display a degree of resistance to RNAse activity as well as to unfavourable
physiological conditions such as high pH or temperature, exhibiting a higher stability
compared to mRNA [5].

MiRNAs have been widely described as diagnostic and prognostic biomarkers for several
pathologies. For example, circulating miR-208a could be a useful biomarker for the
detection of an early myocardial injury in acute myocardial infarction in humans [6]. In
like manner, circulating miR-122 might be regarded as a potential biomarker in
monitoring the progression of histological changes in liver, for instance in the evolution
of liver steatosis to steatohepatitis [7]. MiRNAs have also been identified as mediators in
the reaction of a variety of drugs and compounds found in diets, such as polyphenols [8].

Taking all this into account, the aim of the present study was to analyse the effects of the
intervention on the expression of these mMiRNAs and their relationship with the observed

positive effect on glycaemic control.
2. Materials and Methods
2.1 Study subjects and experimental design

This study is a randomized cross-over controlled clinical trial, carried out with
permissions obtained from the Ethics Subcommittee of the Spanish National Research
Council (CSIC), Madrid, Spain (2016/12/13), and the Ethics Committee for Clinical
Research of the University Hospital Puerta de Hierro-Majadahonda, Majadahonda, Spain
(2016/12/02). Written informed consent was obtained from all subjects before their
enrolment in the study, which was registered in the Clinical Trials database
(NCT03076463).
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The study had a cross-over design, where 49 subjects were randomly assigned either to
supplementation with grape pomace (GP) (suspended in water) or to the control (C) arm
(since no valid placebo was found for this period, they followed their usual diet and had
the same control as in the GP period). Each experimental period had a duration of 6 weeks,
separated by a 4-week wash-out. At the beginning of the GP-treatment period, subjects
received the doses for the six-week trial and were instructed to keep them frozen, as well
as not to modify their dietary habits. Three days before each visit (at the beginning and at
the end of each period) they had to follow a low polyphenol diet, for which specific
instructions were provided. More details of the experimental design are described in a
previous articles [9].

Grape pomace (GP) was obtained from Vitis vinifera L., cv Tempranillo freshly collected
at the moment of wine devatting from Roquesan Wineries (Quemada, Burgos, Spain It
was then transported at —20°C, freeze-dried, grounded to a particle size of 0.5 mm and
sealed in monodoses (8 g), which were kept at —20°C. The product contained 6.2% of
extractable polyphenols and a 23.4% of non-extractable polyphenols, mostly as high
molecular weight proanthocyanidins and a very high content of insoluble dietary fibre
(68.2%).

2.2 Sample collection and serum parameters

Blood samples were collected at the beginning of each period following overnight fasting.
Plasma was obtained after centrifugation at 1000g for 15 minutes. Plasma in-sulin was
measured by using a commercial ELISA kit (Merck-Millipore, Burlington, MS, USA)
and blood glucose was determined by applying the enzyme electrode meth-od using a
Free Style Optimum Neo blood glucose meter from Abbott (Chicago, IL, USA). HOMA-

IR was calculated using the following formula:
HOMA-IR = Fasting plasma insulin (uU/mL) x fasting glycaemia (mg/d pU L)/405

At the end of the treatment, we observed that among participants, 23 were responder
subjects and 26 were non-responders, based on a reduction in fasting insulin of at least
10% (responders) or lower (non-responders) [10]. This cut-off was established on the fact
that fasting insulin has been defined as a predictor of type 2 diabetes inde-pendently of

insulin resistance, so treatments allowing to cause its decrease at a level proven to be
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statistically significant for subjects at high cardiometabolic risk, deserve detailed analysis
[11,12].

2.3 Isolation of miRNAs, reverse transcription to cDNA and quantitative real-time PCR

The present study focuses on the miRNAs that were differentially expressed in re-
sponders and non-responders in this cohort of subjects carried out in a previous NGS
analysis: miR-30c, miR-23a, miR-222; miR-let7a; miR-151a and miR-181a, and miR-
10a [10]. In the present study, the expression of these circulating mRNASs was measured

both at the beginning and at the end of the experimental period.

Total miRNAs were extracted by using miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit, (Qi-
agen, Venlo, Limburg, The Netherlands). Total RNA containing miRNAs was diluted up
to 20 puL with RNase-free water. MiRNAs (2 pL of the RNA solution) were re-verse-
transcribed and pre-amplified using the TagMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis
kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

CFX96™-MyiQ™ Real-Time System (BioRad, Hercules, CA, USA) was used to detect
and quantify individual miRNAs by RT-PCR. The reactions were carried out by means
of a 20 second- incubation at 95°C followed by 40 cycles at 95°C for 3 seconds and 60°C
for 30 seconds. All reactions were run in duplicate. The mRNA levels were normalized
to the values of miRNA-191 (sequence miR-191-5p 5°- CAACGGAAUCCCAAAA-
GCAGCUG-3"), and the results were expressed as fold changes of threshold cycle (Ct)

value relative to controls using the 2-DDCt method [13].

The targeted miRNA assay sequences were as follows (source miRbase.org):
hsa-miR-30c-1-5p: 3’-UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC-5’
hsa-miR-23a-3p: 3’-AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC-5’
hsa-miR-222-3p: 3>~ AGCUACAUCUGGCUACUGGGU-5’
hsa-miR-let7a-1: 3’-UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU-5’
hsa-miR-151a-5p: 3’-UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU-5’
hsa-miR-181a-1-5p: 3°-AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU-5’

hsa-miR-10a-5p: 3’-UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG-5’
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2.4 Search for miRNAs regulating target genes

Predicted and validated target genes were identified using miRecords database. Kyoto
Encyclopaedia of Genes and Genomes (KEGG) database was utilised in order to iden-
tify the involvement of the predicted or validated target genes in metabolic pathways

related to glycaemic control. In addition, a revision of the literature was carried out.
2.5 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics 24.0. Normality of the data
was tested using the Shapiro-Wilk test and homoscedasticity of variance with Levene's
test. Comparisons between two paired samples were drawn using a paired Student's t test
or Wilcoxon’s signed rank test, as appropriate. Results are presented as mean values with
their standard errors. The Pearson's or Spearman rho correlation co-efficients were used
to assess correlations between miRNAs and relevant metabolic variables. In all cases,

significance was set-up at P value < 0.05.
3. Results
3.1 Serum parameters

As we previously reported in paper devoted to analysing the effects of grape
pomace on gut microbiota in this precise cohort os volonteers, although the level of
glucose remained unchanged, a strong reduction in insulin level was found in responder

subjects (-40%), and as a consequence, HOMA-IR was also significantly reduced [14].

3.2 miRNA expression

The expression of the 7 miRNAs selected, according to the results previously
observed in this precise cohort (see Material and Methods section) are shown in Figure
1. Indeed, a significant increase was observed in miR-181 and miR-23a, and a significant
decrease in miR-30c was revealed after grape pomace treatment in the whole cohort.
Moreover, a tendency towards a lower value emerged in the expression of miR-222 and

approaching a higher value in miR-151a.

242



Anexo / Eranskina _Manuscrito 3 / 3. Eskuizkribua

3 *

] Before supplementation

i) / After supplementation
.E 6 ‘
5 24 /
e 7
g | "I /
I 1 1Y 1V 7
s 14 / / / /
< / / / /
/ / /) /
/ / / / /
1118 1P 4 ||V
0. A 1A |11 A IV
:{1} e.(\'b :\%.\o 1&,@ Q?Qe :bgo . Q:i‘_,o

S FEFPF & &<

Figure 1. Relative miRNA expression before and after the supplementation with grape
pomace. 2-DDCt method was used to calculate fold changes, relative to the expression
before supplementation. Values are presented as mean + standard error of the mean.
Comparisons were carried out using paired Student’s t test or Wilcoxon’s signed rank test

when required. *P<0.05, 6 P<0.1.

Significant differences were descried when comparing responders and non-
responders. Thus, lower expression of miR-222 and miR-30c and higher expression of
miR-23a were observed after the treatment in the responder subjects (Figure 2a).
Regarding non-responders, miR-23a, miR-let7a, miR-181a and miR-151a displayed

higher values after the supplementation with the grape pomace (Figure 2b).
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Figure 2: Relative miRNA expression before and after supplementation stratified in
responders (a) and non-responders (b), based on fasting insulin reduction after treatment.
2"-(AACt) method was used to calculate fold changes relative to the expression before

supplementation. Values are presented as mean * standard error of the mean.
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hsa-mir-222 PKM, IRS-1[15]
IGF2BP1, IGF2BP3,

hsa-let-7a
ADCY?9, IRS2,

hsa-mir-10a - GLUTL1 [16]

hsa-mir-151a -

hsa-mir-181a-5p IRS2, SIRT1, ACOT12;

hsa-mir-23a-3p PKM, PPARGCI1A

PKM, TKT; PIK3R2,

hsa-mir-30c-5
P PRKAB2, SOCS1; SOCS3

Comparisons were carried out using paired Student’s t test or Wilcoxon’s signed rank test

when required. *P<0.05, 6 P<0.1.
3.3 Target genes search

Search for target genes related to glycaemic control in miRecords database did not
yield any validated target gene. The predicted target genes are shown in Table 1. In
addition, we searched for target genes in the literature and we found that IRS-1 and

GLUT1 were direct targets for miR-122 and miR-10a respectively.

Table 1. Predicted target genes according to MiRecords database and validated target
genes found in the literature for the microRNAs analysed in the present study, which are

related to glycaemic control.

PKM: pyruvate kinase, IRS-1 and IRS-2: insulin receptor substrate 1 and 2, IGF2BP1 and
IGF2BP3: Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1 and 3, ACDY9: adenylate
cyclase 9, GLUT1: glucose transporter 1SIRT1: NAD-dependent deacetylase sirtuin-1, ACOT12:
Acyl-CoA thioesterase 12, PKM: pyruvate kinase, PPARGC1A: peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha, TKT: transketolase, PIK3R2: phosphoinositide-3-
kinase regulatory subunit 2, PRKAB2: protein kinase AMP-activated non-catalytic subunit beta
2, SOCS1 and SOCS3: suppressor of cytokine signalling 1 and 3.
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3.2 Correlation analysis

Although, in the present paper the data concerning serum glucose and insulin are
not presented because they were previously reported in other Journal, by using those data
we have carried out a correlation analysis that revealed a negative correlation between
miR-222 and glucose (r = -0.335; P = 0.038) and insulin (r = -0.310; P = 0.050) and
between miR-30a and insulin (r =- 0.35; P = 0.044) [9].

4. Discussion

Circulating miRNAs have been widely studied as potential biomarkers in diverse
pathologies, including those related to glucose homeostasis due to their abundance and
stability in several body fluids, including blood. In a previous study addressed in this
cohort, we performed a Next Generation Sequencing (NGS) analysis of miRNA in order
to find biomarkers of response to this dietary treatment [17,18]. We observed that subjects
exhibiting a beneficial effect on glycaemic control (responders) after grape pomace
administration displayed an increased expression of seven microRNAs compared with
those who did not respond [10]. In the present study, we were interested in analysing the
effect of grape pomace treatment on the expression of these miRNAs and the potential

relationship with the beneficial effects on glycaemic control.

When we compared the expression of the selected miRNAs before and after grape pomace
treatment in the whole cohort, among the seven miRNAs analysed, we observed
significant changes in miR-23a, miR-30c and 181a, but not in miR-let-7a and miR-10a,
as well as a trend to change in miR-222 and miR-151a. In consonance with the search for
target genes in MiRecords database, no validated target genes were described for these
miRNAs. In fact, as predicted, all of them had target genes involved in glycaemic control,
with the exception of miR-151a (Table 1). By analysing the expression of these miRNAS
in responders and non-responders individually, we found that the increase observed in
miR-23a in the whole cohort was present in both subgroups of participants. The increase
in miR-181a was significant amongst non-responders (76%) but not within responders
(46%). The decrease in miR-30c and miR-222 was found in the responders, but not in the
non-responders. The microRNA miR-23a was discarded as a mediator of the beneficial
effects of grape pomace on the grounds that the effect of this dietary treatment on their

expression was the same in both responders and non-responders. Moreover, miR-10a was
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rejected by virtue of a lack of changes in the entire cohort. Lastly, miR-151a, miR-181a
and miR-let 7a were discarded because the changes induced by grape pomace were only
observed in non-responders. Based on these results, we decided to focus our discussion
on miR-30a and miR-222.

Regarding miR-30c, increased expression has been reported in mice fed with a high-fat
diet, which developed insulin resistance and obesity, two metabolic syndrome risk
factors. In humans, miR-30c was up-regulated in ectosomes-enriched plasma of patients
who suffered from type 2 diabetes [19,20]. Moreover, in women with gestational diabetes
mellitus, miR-30c was significantly increased in cord blood, compared with the controls
[21]. These results suggest that miR-30c is negatively related to glycaemic control since,
in situations where glucose homeostasis is impaired, this miRNA increases. In our
previous study, which employed the present cohort, it was established that responder
subjects were those who showed a more altered glycaemic control. These subjects
displayed a higher expression of miRNA 30c than non-responders. Consequently, this
data is in good accordance with the reported literature. The treatment with grape pomace
improved glycaemic control in these subjects and this effect was paralleled by a
significant decrease in the expression of miR-30c, a change that was not observed in the
subjects who did not respond to this treatment positively. These results support the
negative role of miR-30c in glycaemic control, and show the potential role of this miRNA
in the anti-diabetic effects of grape pomace. In order to gain more insight into this issue,
we searched for the predicted target genes of this miRNA: PKM (pyruvate kinase), TKT,
(transketolase), PIK3R2 (phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 2), PRKAB2
(protein kinase AMP-activated non-catalytic subunit beta 2), SOCS1 and SOCS3

(suppressor of cytokine signaling 1 and 3).

Pyruvate kinase protein is the enzyme that catalyzes the final step of glycolysis. It has
been reported that, in subjects with disturbed glucose metabolism, glycolysis is
significantly impaired when compared with subjects showing normal glucose
metabolism. Indeed, diminished glycolysis has been directly implicated in specific cases
of type 2 diabetes [22,23]. Moreover, it has been reported that transketolase deficiency
decreases glycolysis [23]. Based on these facts, and considering that these two enzymes

are miR-30c targets, it can be proposed that the improvement in insulin action induced by
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grape pomace in responder subjects could be mediated by the aforementioned miRNA.
Thus, the reduction in its expression induced by grape pomace treatment would lead to
an increased expression of these proteins and consequently to increased glycolysis
(Figure 3).

@ @ 1 Entry of

\_/ glucose to muscle

“Mphosphorylation
AKT/PKB \ /
—— @ @

/ @ 1 Glycolysis
GLUT4
= - 5.

1 Glucose uptake \ .
Grape pomace

Figure 3. Effects of grape pomace on miR-30c and miR-222 and potential consequences in

metabolic pathways involved in glycaemic control.

Another target of miR-30c is the regulatory subunit of phosphoinositide-3-kinase (P13K),
which  phosphorylates  phosphatidylinositol ~ 4,5-bisphosphate  to  generate
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3), which in turn, allows the recruitment of
AKT1 to the membrane [24]. This enzyme plays a key role in glucose tolerance
improvement by facilitating the effect of insulin. Protein kinase AMP-activated non-
catalytic subunit beta 2 is a regulatory subunit of the AMP-activated protein kinase
(AMPK), an enzyme which enables the entry of glucose into the muscle through an
insulin-independent way [25]. In view of these facts, it can be proposed that, by means of
the decrease in miR-30c, grape pomace could might increment the expression of these
two proteins, leading to increased glucose uptake though both insulin dependent and

independent pathways (Figure 3).
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With regard to mRNA expression of SOCS 1 and SOCS3, almost all insulin-sensitive
tissues showed a strong up-regulation in rodent models of insulin resistance, revealing a
robust and direct relationship between insulin resistance and SOCS [26-28]. Indeed,
SOCS3 over-expression decreases the levels of IRS1 tyrosine phosphorylation and
inhibits the phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) activity, a downstream signaling
element of IRS1 [28,29]. Thus, SOCS3 is critical for the inhibition of the insulin-signaling
pathway. These results suggest that the suppression of SOCS3 is beneficial for the

activation of insulin signaling.

It has been established in the present study that the reduction in mir-30c may lead to an
increase in SOCS3, an effect that can be considered as negative. In spite of this potential
effect, glycaemic control was improved in responder subjects. Based on this assumption,
two hypotheses can be proposed. On the one hand, the potential activation of IRS-1 via
miR-222 could be higher than the probable inhibition induced by SOCS3 via miR-30a.
On the other hand, it has been reported that resveratrol, a polyphenol present in grapes,
reduces SOCS3 protein expression [30,31]. Hence, it could be hypothesised that this
effect may counteract the potential increment induced by decreased miR-30c expression

in responders.

The relationship between miR-222 and glycaemic control has been well documented in
the literature. Its over-expression can produce glucose intolerance in animal models, due
to an impaired insulin production and secretion from pancreatic p-cells [32]. In a study
carried out by Li et al (2020), it was stated that miR-122 expression was significantly
elevated in serum, serum exosomes and gonadal white adipose tissue of mice fed with a
high-fat diet. Accordingly, there was a corresponding down-regulation of IRS1 and
phospho-AKT levels in their liver and skeletal muscle tissues, which correlated with
impaired insulin sensitivity and glucose intolerance [33]. In like manner, miR-222 has
been shown to be up-regulated in type 2 diabetic subjects as well as in pre-diabetic ones
[34,35]. In 2017, Vivacqua et al. published a review where the up-regulation of miR-122
in insulin resistance was highlighted [36]. In the present study, the expression of this
miRNA was reduced in responder subjects after treatment with grape pomace, which is
rich in proanthocyanidins. This result is in good accordance with that reported by Castell-

Auvi et al., (2013) who showed the down-regulation of miR-222 in rats treated for 45

249



Anexo / Eranskina _Manuscrito 3 / 3. Eskuizkribua

days with 25 mg of procyanidins per kg of body weight per day [37]. According to the
search in miRecords Data Base, miR-222 and miR-30c share PKM as potential target
gene and thus it may play a role in a possible increase in glycolysis induced by grape

pomace (Figure 3).

As described in the Material and Methods section, in addition to the search in MiRecords
data Base, we searched for target genes in the literature and we found that Ono et al.
demonstrated that both mouse and human IRS-1 mRNAs are indeed direct targets of miR-
222 [15]. Based on this result, an increase in IRS-1 protein expression leading to
improved insulin action may be proposed as one of the mechanisms of action to explain

the beneficial effect of grape pomace.

The present shows some limitations. The size of the group is relatively small, which calls
for further validation in larger samples. Moreover, the actual effects of the changes
observed in miRNAs expression on genes could not be experimentally analysed on the
grounds that we had no tissue biopsies for this cohort, so we utilised samples of plasma,
which were better accessible. For the same reason, miRNAs were measured in plasma
instead of in tissues. Nevertheless, a positive correlation between miRNAs in plasma and
other biological fluids, such as urine and bile, and tissue miRNAs has been demonstrated

in healthy humans [38].

In conclusion, the present study shows that miR-30c and miR-222, two microRNAs
associated with insulin resistance and diabetes, may have a pivotal role in the
improvement of glycaemic control induced by grape pomace supplementation, and thus
could be suggested as potential biomarkers of its efficacy. In order to check this proposal,

further studies in animal models and cell cultures are needed.
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Abstract:

Infants born small for gestational age (SGA) are at increased risk of perinatal morbidity,
persistent short stature, and metabolic alterations in later life. Moreover, the post-natal
growth pattern of SGA infants may be an important contributor to health outcomes later
in life, which can be influenced by adipokines. The aims of this study were to compare
plasma adipokine profiles (leptin, adiponectin, vaspin, chemerin, and nephroblastoma
overexpressed (NOV)) among SGA newborns aged 3 months, with low, normal or high
catch-up, to search for potential differences between males and females and to analyze
the evolution of several adipokines in plasma from SGA newborns between 3 and 24
months. This prospective, longitudinal study was addressed in SGA Caucasian subjects
at Hospital Universitario de Alava-Txagorritxu. We observed that infants with fast catch-
up showed significantly lower birth weight than the other two groups. As far as adipokines
are concerned, they could have an influence on catch-up type because differences among
the three experimental groups were found. It may be proposed that health prognoses in
infants with slow and fast catch-up are opposite, not only in adulthood but also during
their first months. Finally, adipokine evolution patterns during the first 24 months of age
differ, depending on the adipokine, and 24 month-old males show lower levels of leptin,

adiponectin and omentin than females.

Keywords: SGA,; catch-up; leptin; adiponectin; omentin; chemerin; vaspin; NOV
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Introduction

Small for gestational age (SGA) status is characterized by a small birth length and/or
birth weight with respect to reference curves, and can be induced by a wide variety of
factors, such as poor nutrition, chronic disease and infections, as well as potential
environmental toxins (e.g., smoking and alcohol consumption) in the mother [1-3]. SGA
infants are at increased risk of perinatal morbidity, persistent short stature, and metabolic
alterations, such as dyslipidemia, type 2 diabetes, insulin-resistance, obesity or arterial
hypertension, in adulthood. Usually, from 6 months to 24 months after birth, catch-up
growth occurs in a spontaneous way and 85% of SGA children have reached normal
weight by the age of 24 months [4]. Although metabolic syndrome could be developed
even with catch-up growth, improvements in the immune system and neurodevelopment,

as well as normal adult height, have been demonstrated in this situation [5].

A key factor that has been shown to have a direct relationship with catch-up growth
in SGA children is the level of circulating adipokines. These molecules are defined as cell
signaling proteins secreted by adipose tissue, which nowadays are known to have a clear
endocrine function [6]. They act on several regulation processes, such as bone formation,
immune system or overall metabolism. Interestingly, some adipokines act like a signal to
the central nervous system, contributing to subject adaptation in the first years of life
through modification of energy resource management. All these changes are shown to be
strongly associated with the length and weight, thus acting on the catch up of the newborn
[7].

One of the most frequently studied adipokines is leptin, which is associated with
hepatic insulin sensitivity, through its role in energy homeostasis, as well as acting in
tissues such as liver or pancreatic cells [8]. Another well-known adipokine is adiponectin,
which is down-regulated in obese subjects, being inversely correlated with body mass
index (BMI) [9]. It plays an important role in glucose homeostasis[10]. Regarding the
SGA population, studies in pre-pubertal children have shown that low adiponectin serum
levels can interfere with insulin sensitivity and can also promote a pathogenic lipid profile
[11].

In addition, there are more recently discovered adipokines that have not been studied
in depth to date, especially in terms of their relationship with the SGA children’s growth.
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One example is chemerin, whose circulating concentration has been related to higher BMI
values and development of metabolic syndrome [12, 13]. In cord blood, this adipokine is
associated with birth weight and fetal growth, underlining its importance in processes like
myogenesis, adipogenesis or energy balance [14]. Another relevant molecule is vaspin,
which has beneficial effects on obesity and the low-grade inflammation associated. In
addition, it could protect against the development of insulin resistance and metabolic
syndrome and is also able to reduce food intake [15, 16]. An experiment with cord blood
did not find an association between vaspin and birth weight in SGA children [17].
Omentin is mainly expressed in visceral adipose tissue and it mediates glucose uptake by
adipocytes, being inversely proportional to insulin resistance and other risk factors
associated with obesity [18]. Taking into account that SGA patients can develop
metabolic syndrome, another relevant newly discovered adipokine is nephroblastoma
overexpressed (NOV-CCN3). Plasma concentrations of this molecule are associated with
fat mass and BMI. Influence of this adipokine on obesity-mediated inflammation has been

suggested [19].

The first aim of this study was to compare plasma adipokine profiles (leptin,
adiponectin, vaspin, chemerin, and NOV) at 3 months old among SGA newborns with
slow, normal or fast catch-up. Another aim was to look for potential differences between
males and females. Finally, the evolution of several adipokines in plasma from SGA

newborns from 3 months to 24 months was analyzed.

Materials and Methods
Subjects

This prospective, longitudinal study addressed 27 SGA caucasian subjects with
gestational ages ranging from 33 to 41 weeks, birth weights ranging from 1100 to 2660
grams and birth lengths ranging from 37 to 53 centimeters. All births took place at
Hospital Universitario de Alava-Txagorritxu (HUA) in the period June 2013-March 2015.
The selected subjects were infants defined as SGA at birth, that is having birth weight or
birth length below 2 standard deviations (SD) of the Spanish standard birth weight/length
curves [20]. Exclusion criteria were non-caucasian children, children from multiple
pregnancies, evidence of malformations or children with severe genetic malformations or

children who had died during the first 24 hours of life. The mothers of the infants enrolled
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confirmed the normal course of the pregnancy, without any drug administration or

pregnancy complications.

Gestational age was measured by dating the last menstrual period at the time of
registration. Birth weight and birth length were obtained immediately after delivery using
a standard electrical scale and an infantometer. Visits at 3, 12 and 24 months were
scheduled. Information concerning breast feeding or formula feeding was recorded. The
protocol was approved by the Maternal Hospital Universitario de Alava (HUA) Ethical
Committee (Ref. 2012-050) and all parents were provided with a written informed

consent.

The distribution of children in the three types of catch-up was made according to the
weight or length increase at visit 2 (12 months) compared with delivery: slow catch-up A
<0.49 SD, normal catch-up A 0.5-1 SD, and fast catch-up A >1 SD.

Blood sample collection and adipokine assays

Newborn blood was obtained at three months of age by using EDTA tubes, plasma
was obtained by centrifugation of blood at 1250 g for 20 minutes and was immediately

frozen and stored at -70°C until further analysis.

The levels of glucose, insulin, total cholesterol, low density lipoprotein cholesterol
(LDL-c), high density lipoprotein cholesterol (HDL-c), triglycerides (TG), insulin-like
growth factor 1 (IGF-1), insulin-like growth factor-binding protein 3 (IGF-BP3), cortisol,
C reactive protein (CRP), thyroid-stimulating hormone (TSH) and thyroxine (T4) in
plasma were measured using an automated Roche Autoanalyser system (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) in routine chemistry workflow of the
diagnostics. Insulin resistance was estimated from fasting values as homeostatic model

assessment (HOMA-IR) using the approximated equation of Matthews et al. [21].

Adipokine concentrations were measured by using the following commercial human
ELISA kits: RD191001100 (BioVendor, Brno, Czech Republic) for leptin,
RD195023100 (BioVendor, Brno, Czech Republic) for adiponectin, RD191100200R
(BioVendor, Brno, Czech Republic) for omentin, (Abcam, Cambridge, UK) for chemerin
ab155430, RD191097200R (BioVendor, Brno, Czech Republic) for vaspin, and
ab193710 (Abcam, Cambridge, UK) for NOV.
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Statistical analysis

Normality of the data was tested using the Shapiro-Wilk test. Data are presented as
mean + SD. Comparison between 2 paired samples was conducted with a paired Student
t test or a Wilcoxon signed ranks test, and comparison between unrelated variables was
conducted with a Student's t test or a Mann-Whitney's U test, as appropriate. Qualitative
variables, such as breastfeeding and catch-up growth type, were compared using
Pearson’s y2 test. Statistical significance was set-up at two-tailed P<0.05. Statistical

analysis was performed using IBM SPSS statistics v22.
Results
Study population profile

The three experimental groups did not show significant differences in maternal age,
mother’s BMI, gestational age, parity and feeding method. With regard to newborns,
those with fast catch-up showed significantly lower birth weights than the other two
groups. No differences were observed in birth length. Moreover, head circumference was

higher in the normal catch-up group than in the other two experimental groups (Table 1).

Table 1. Demographic data and baseline anthropometric parameters of the subjects

involved in the study, distributed according to their catch-up type.
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Slow catch-up (n=11) Mommal catch-up (#=9) Fast catch-up (n=T)
Gender (male/female) 506 6/3 3/4
Gestational age (weeks) 36(3) 381 35(3)
Birth weight (g) 1903 (485) 2300 (297" 1606 (463)
Birth length (cm) 433 (3.8) 46.8 (3.5) 42.1(3.7)
Weight at 3 months (g) 4482 (610) 5234 (507)F 4761 (588)
Length at 3 months (cm) 552(32) 573(1.6) 55.501.7)
Weight at 12 months (kg) 7.69 (0.50) 8.54 (0.45)% B63(1.21)
Length at 12 months (cm) T0.5 (1.8) T25 (2.0)F## 73.40(2.2)
Weight at 18 months (kg) 9.15(0.83) 9.91 (0.42)° 9.9100.42)
Length at 18 months (cm) T75(1LT T9.5 (1.6)% B0.102.6)
Weight at 24 months (kg) 10.24 (0.86) 10.94 (0.45)F 10.45 (0.44)
Length at 24 months (cm) 83.8(23) £5.1 (1.9 85.1(3.0)
Weight at 4 years (kg) 1451 (2.17) 14.87 (0.93) 15.59 (2.13)
Length at 4 years (cm) 986 (4.3) 100.1 (3.8) 102.0 (4.2)
BMI —0.50(0.70) —0.69(0.25) —0.61 (0.45)
Head cireumference (cm) 30,6 (22) 328 (LOfEHF 29.2(1.2)
Brachial perimeter (cm) 112 (0.9) 10.6 (0.9) 10.3(0.9)
Abdominal perimeter (cm) 34.1 (2.0) 34.1 (2.0) 33.503.1)
Matemnal age (vears) 35.6(3.1) 357 (33) 31.304.1)
Mother's BMI 255 (6.0) 21.8(23) 26.9(7.5)
Breastfeeding (yes/no) 506 54 34

Mann-Whitney's U/ Student’s t test used according to the distribution
8: Slow vs normal. %8 P <0.01

*: Normal vs fast. ** P <0.01

Adipokine profile in the three catch-up groups at 3 months

As shown in Table 2, infants from slow catch-up group, at 3 months, showed lower
concentrations of circulating leptin and vaspin and higher levels of adiponectin,
chemerin and omentin, when compared with normal catch-up group. By contrast, no
significant differences were observed between normal and fast catch-up groups.

Table 2. Plasma adipokine concentrations in SGA infants with slow, normal and fast
catch-up growth at 3 months of age.

Slow catch-up Normal catch-up Fast catch-up
(n=11) (n=9) (n=7)
Leptin (ng/mL) 3.41 (1.15)%8 5.77 (2.69) 4.52 (3.19)
Adiponectin (ug/mL) 81.96 (42.27)* 56.61 (36.78) 31.51 (13.62)
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Omentin (ng/mL) 434.98 (117.37)%8  312.80 (113.81) 305.95 (81.77)

Chemerin (ng/mL) 207.78 (35.46)%8 191.00 (19.68) 201.03 (22.06)
Vaspin (ng/mL) 0.14 (0.07)8 0.20 (0.10) 0.17 (0.07)
NOV (ng/mL) 141.77 (45.70)* 114.93 (18.54) 91.11 (20.06)

Mann-Whitney's U/ Student’s t test were used according to the distribution.

8. Slow vs normal. § P <0.05; 8§ P <0.01
*: Slow vs fast. * P <0.05; ** P <0.01

Plasma biochemical parameters in the three catch-up groups at 12 months

Table 3 summarizes plasma biochemical parameters of the three catch-up groups at
12 months. Infants in the slow catch-up group presented higher concentrations of insulin
than infants with normal catch-up, without changes in glucose concentrations.
Consequently, HOMA-IR values were also higher. No differences were found in the rest
of the biochemical parameters measured. Similarly, no differences were found between
infants with normal and fast catch-up.

Table 3. Plasma biochemical parameters at 12 months.

Slow Normal Fast
catch-up catch-up catch-up
(n=11) (n=9) (n=7)
Glucose (mg/dL) 78 (7) 80(9) 82(9)
Insulin (WU/mL) 3.5(1.3) 8 1.6(0.8) 1.8(1.3)
HOMA-IR 0.69(0.31) 0.33(0.21) 0.39(0.32)
Cholesterol (mg/dL) 164(35) 158(28) 151(38)
LDL-c (mg/dL) 89 (49) 103(22) 83(41)
HDL-c (mg/dL) 51(13) 40(14) 46(20)
TG (mg/dL) 104 (28) 89(36) 109(52)
IGF-1 (ng/mL) 34(6) 43(19) 51(27)
IGF-BP3 (ug/mL) 2.3(0.4) 2.8(0.8) 2.6(0.7)
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Cortisol (pg/dL) 13.94(3.37) 12.50(3.56) 10.55(5.24)
CRP (mg/L) 7.72(10.66) 1.38(1.13) 1.86(2.10)
TSH (uU/mL) 1.90(1.19) 2.74(0.69) 3.17(2.17)
T4 (ng/dL) 1.07(0.07) 1.13(0.10) 1.11(0.19)

8: Slow vs normal. 8 P <0.05; %8P <0.01

LDL-c: low density lipoprotein cholesterol, HDL-c: high density lipoprotein cholesterol
TG: triglycerides; IGF-1: insulin-like growth factor 1; IGF-BPa: insulin-like growth
factor-binding protein 3; CRP: C reactive protein; TSH: thyroid-stimulating hormone;
T4: thyroxine.

Evolution of adipokine concentrations during the 24 first months of life

Plasma concentrations of the measured adipokines at 3, 12 and 24 months of age are
summarized in Table 4. Leptin and NOV were decreased during the two first years of life,
and the opposite pattern was observed in omentin, with increasing concentrations during
the 2-year period. Finally, adiponectin, chemerin and vaspin remained unchanged during

the two first years of life.

Table 4. Evolution of plasma adipokine concentrations during the 24 first months of life.

Visit 1 Visit 2 Visit 3
3 months 12 months 24 months
(n=27) (n=21) (n=18)
Leptin (ng/mL) 4.47 (2.40)##; o 3.39 (1.60) 3.09 (1.87)
Adiponectin (ug/mL) 61.12 (39.21) 54.65 (28.10) 75.00 (57.87)
Omentin (ng/mL) 363.13 (119.94)#; 0 394.77 (102.43) 423.51(116.01)
Chemerin (ng/mL) 205.38 (29.20) 201.95(19.33) 192.58 (24.72)
Vaspin (ng/mL) 0.17 (0.08) 0.16 (0.07) 0.19 (0.08)
NOV (ng/mL) 120.17 (37.39)##; oo 88.03 (24.56)  73.15 (17.74)
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Mann-Whitney's U/ Student's t test used according to the distribution.
#: visit 1 (3 months) vs visit 2 (12 months). # P<0.05; ## P <0.01
a: visit 1 (3 months) vs visit 3 (24 months). & P <0.05; ma P <0.01

Gender differences

When the gender factor was examined in each visit, statistical differences were
observed between males and females, showing females higher levels of leptin,
adiponectin and omentin at 24 months, but not before this age. Also, in the case of NOV
sexual dimorphism was observed, with higher concentration in males only in the first
visit, that is at 3 months. By contrast, vaspin and chemerin were similar in both genders

in the three visits (Table 5).

Table 5. Differences in plasma adipokine concentrations between male and female SGA
infants at each visit.

Visit 1 (3 months) Visit 2 (12 months) Visit 3 (24 months)

Males (n=14) Females (n=13) Males (n=9) Females (n=12) Males (n=9) Females (n=9)

Leptin (ng/mL) 4.32 (2.41) 4.64 (2.48) 4.17 (2.00) 2.81 (0.94) 2.24(0.77) 3.95(2.28)*
Adiponectin (ug/mL)  61.53 (44.70)  60.67 (34.14)  49.26 (21.96) 58.69 (32.31) 50.79 (41.51)  106.12(63.67)*
Omentin (ng/mL) 364.29 (136.79) 361.88 (104.39) 353.77 (77.94) 42552 (110.68)  344.54 (52.48) 502.48 (108.68)**
Chemerin (ng/mL) 207.78 (30.91)  202.80 (28.26) 197.27 (17.25)  205.45(20.78)  188.88 (19.59)  196.27 (29.74)
Vaspin (ng/mL) 0.16 (0.05) 0.19 (0.10) 0.15 (0.05) 0.17 (0.09) 0.19 (0.08) 0.19 (0.09)
NOV (ng/mL) 136.32 (40.96)  102.79 (24.08)*  93.93 (25.88) 83.60 (23.67) 67.08 (20.47) 79.21 (12.92)

Mann-Whitney's U/ Student’s t test used according to the distribution * P<0.05; ** P<0.01

Discussion

In SGA infants, catch-up growth is defined as the acceleration in growth soon after
birth [22]. Maximum catch-up growth usually occurs in the first 6 months of life but may
continue up to 24 months [23]. It is well known that catch-up type has a clear influence
on the metabolic features of infants later in their life. In fact, it has been proposed that the
post-natal growth pattern of SGA infants, rather than SGA status itself, may be a more

important contributor to health outcomes later in life [24]. If catch-up growth is achieved
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gradually without accumulation of abdominal fat in the first 24 months, the incidence of
the associated metabolic syndrome is not significant. With regard to fast catch-up, there
is a concern because, although it can benefit infants by improving their nutritional status,
resistance to infection and survival, it can also contribute to the development of obesity,
impaired glucose tolerance and increased mortality from coronary heart disease later in
life.

The reasons that determine catch-up type in SGA infants are not clear. It has been
suggested that sensitivity to growth factors like insulin, insulin-like growth factors or
growth hormone (GH) may be involved [1, 25, 26]. Moreover, it has been reported that
exclusive breastfeeding during the first months of life, instead of artificial and/or
fortifying formulas in these low-weight infant, is essential to avoid excessive weight gain
during the first months and years of life, which is associated with an increased
cardiovascular risk in the adult stage [27, 28]. In our cohort of SGA infants, differences
in catch-up type do not seem to be due to different feeding types after birth.

When we looked at body weight at birth, it was realized that those infants with fast
catch-up showed significantly lower birth weight than the other two groups. Thus, it
seems that this parameter plays a role in the type of catch-up showed by infants during
the first 24 months of age [29-31]. In order to gain more insight into catch-up type, in the
present work we analyzed potential differences in adipokine plasma concentrations at 3
months of age. We observed that infants with slow catch-up showed different adipokine
profile to normal catch-up infants. By contrast, no differences were observed between
normal and fast catch-up. Thus, it can be suggested that adipokines, at very early life,

could have an influence on catch-up type.

Among all the adipokines analyzed in the present study, leptin and adiponectin are
implicated in metabolism and energy balance of fetuses, newborns and adults, and have
been suggested to play a role in fetal growth [10, 32]. Infants with slow catch-up showed
lower concentrations of leptin and similar levels of adiponectin than infants with normal
catch-up. Thus, the low concentration of leptin may be involved in the slow growth of
these infants. This fact could be related to the well-known effect of leptin on growth
hormone production. It has been demonstrated that leptin induces GH release due to the

inhibition of hypothalamic somatostatin [26]. In addition, infants with slow catch-up
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showed lower concentrations of vaspin, and higher levels of chemerin and omentin at 3
months, when compared with normal catch-up group. Among these alterations, only that
concerning chemerin was maintained at 12 months. Furthermore, they showed insulin
resistance according to insulin and HOMA values. Taking into account that vaspin
concentrations are related to insulin sensitivity, omentin can be taken as a biomarker of
insulin resistance, and chemerin is related to insulin resistance and type 2 diabetes,
altogether our results suggest that the altered adipokine profile can be responsible, at least

in part, for the impaired glycemic control [16, 19, 33].

As indicated before in this Discussion section, postnatal growth pattern of SGA
infants may be an important contributor to health outcomes later in life [23]. Bearing this
in mind, we decided to analyze whether catch-up type influenced metabolic status of
infants early in life. For this purpose, we measured several biochemical serum parameters
at 12 months of age. The results obtained show that infants with slow catch-up showed
significantly higher values of insulin and, therefore, HOMA-IR than infants in the other
two groups, meaning that, at this age, they have worse glucose homeostasis control. In
the case of infants with fast catch-up, no significant differences were found when
compared with infants with normal catch-up. Whereas it has been clearly demonstrated
that later in life, SGA infants with slow catch-up are less prone to develop metabolic
alterations than SGA infants with fast catch-up [34, 35], the present results show that,
during the first months of life, this growth pattern leads to a transitory impairment in

glycaemic control.

We also analyzed the evolution of adipokine profile during the first 24 months of age
in the whole cohort of infants, because reported data are scarce and somehow
controversial. The results show that the evolution pattern is different, depending on the
adipokine. Thus, whereas leptin and NOV decreased during the 24 first months of life,
omentin increased in the same period of time, and chemerin and vaspin remained
unchanged. With regard to leptin, our results are in good accordance with those reported
by Bozzola et al. (2010) in adequate for gestational age (AGA) and SGA infants [7]. In
this study, leptin showed a significant increase in the first month of life and then decreased
until 12 months of life. Our study provides additional data, demonstrating that values

remained unchanged at least until 24 months of age. However, other studies have shown
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higher levels of leptin at 12 months of age probably due to different environmental factors
derived from the origin of children [36].

With regard to adiponectin, in our study the evolution of this adipokine is similar to
that showed by Bozzola et al. (2010) [7], but when analyzing data at 12 and 24 months,
our study did not show the significant reduction observed by Ifiiguez et al. (2004) in AGA
and SGA infants [37].

When the gender factor was examined, statistical differences were observed between
males and females, mainly at 24 months of age. Males showed lower levels of leptin,
adiponectin and omentin. Taking into account that adiponectin is exclusively produced
by white adipose tissue, which is the main producer of leptin and omentin, this difference
may be due to the differences in body fat mass gain between males and females during
the first years of life [38]. However, in this cohort of infants, no significant differences in

brachial and abdominal perimeters were found.

Our study has strengths and limitations. One limitation is the small sample size. The
reason is that SGA represent a small percentage of newborns in Hospital Universitario de
Alava-Txagorritxu and also that it is difficult to obtain parent consent for blood collection
in infants at 3 months of age. Consequently, power limitations and type Il errors should
therefore be taken into account when interpreting the results. Another limitation is that
our study was carried out in a Caucasian population and thus data cannot be directly
extrapolated to other population groups. A strength is that a wide panel of adipokines was
measured, some of them (omentin, vaspin and NOV) very little studied in infants and
children. Moreover, to the best of our knowledge, adipokine studies in SGA infants
commonly focus on cord blood, which is not considered the ideal material because it may
present contradictory factors. In our study we worked with plasma samples, not at birth,
but at a very early age (3 months).

Taken together our results show that a) the lowest weight in SGA infants is related to a
fast catch-up growth, b) adipokines, very early in life, can have an influence on catch-up
type, c) health prognoses for infants with slow and fast catch-up are opposite, between
the first months of life and later in life, d) adipokine evolution pattern during the first 24
months of age is different, depending on the adipokine and e) males show lower levels of

leptin, adiponectin and omentin than females at 24 months old.
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Abstract:

Infants born small for gestational age (SGA) are known to have increased risk of
developing several pathologies, including the metabolic syndrome, when they grow up.
It has been described that both the growth pattern of these children as well as the risk of
their presenting future metabolic disorders can be influenced by the expression of
adipokines. Among them, chemerin has demonstrated to be implicated in lipid and
glucose metabolism, presenting higher circulating concentration in diabetic and obese
subjects. Thus, the aim of this study was to analyze the association of anthropometric
parameters and plasmatic biochemical parameters with circulating chemerin
concentration in SGA children. This prospective, longitudinal study was carried out in
plasma samples of Caucasian children born SGA at Hospital Universitario de Alava-
Txagorritxu. Significant positive correlations were observed between chemerin
concentrations at 3 months and insulin values at 3 months and also with triglyceride levels
at 24 months. These associations were maintained after adjustment by auxological
parameters. Therefore, we suggest that circulating chemerin concentration, measured at

an early age, might be an indicator of future metabolic alterations in SGA children.
Key points

e Serum chemerin and triglycerides are correlated at 3 and 24 months of life
e Chemerin could be proposed as a biomarker of prognosis for serum triglycerides

e Serum chemerin is positively associated with glycemic control parameters

Keywords: SGA; chemerin; glucose homeostasis; triglycerides, biochemical parameters
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Introduction

Being born small for gestational age (SGA) can be due to several maternal, fetal and
environmental factors like chronic diseases, exposition to environmental toxics (e.g.,
smoking and alcohol consumption), infections or an inadequate mother nutrition [7, 22,
30]. Usually, the catch-up occurs between 6 and 24 months, and about 85% of SGA
children reach normal weight at 24 months [20]. It is well known that SGA infants can
develop persistent short stature, perinatal morbidity, and metabolic alterations, such as
type 2 diabetes, dyslipidemia, insulin-resistance, obesity or arterial hypertension, in

adulthood [30, 31].

The level of circulating cytokines has been shown to be a key factor related to the
prognosis of catch-up growth consequences [1]. These proteins, produced by several
tissues and organs (adipokines secreted by white adipose tissue, mainly by visceral
depots, myokines secreted by skeletal muscle and hepatokines secreted by liver) play
important roles in metabolism. In addition, several cytokines act over the central nervous
system, influencing subject adaptation and modifying energy resource management

during the first years of life.

Chemerin, initially discovered in 2003, and also known as retinoic acid receptor
responder protein 2, tazarotene-induced gene 2 protein, or RAR-responsive protein, is
produced by white adipose tissue, liver, kidney, skin and intestine [17]. It acts through
the binding receptors chemerin chemokine-like receptor 1, the chemerin receptor 23
(chem23) and CC-motif receptor-like 2 [32, 37, 39]. This protein plays a clear role in
adipocyte metabolic pathways, such as adipogenesis, adipocyte differentiation
triglyceride synthesis and lipolysis [25]. Moreover, it is involved in glucose homeostasis
by acting on glucose transporter 4 (GLUT4) and adiponectin and leptin production [16,
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19]. In humans chemerin has been associated with several components of metabolic
syndrome, such as serum triglycerides, total cholesterol and insulin resistance [5, 6, 33].
Moreover, several studies have shown higher chemerin concentrations in patients with

type 2 diabetes mellitus (T2DM) [35, 38] and in obese subjects [11, 29].

Due to the fact that studies devoted to analyzing chemerin in children are scarce in
the literature, the aim of the present study was to analyze for the first time the association
in SGA infants between chemerin circulating concentration and plasma biochemical

parameters on one hand and anthropometric parameters on the other hand.

Materials and Methods

Subjects

This prospective longitudinal study was conducted with twenty-seven SGA
Caucasian children born in Hospital Universitario de Alava-Txagorritxu (HUA), over the
period of June 2013 to March 2015. SGA condition was assessed as infants with birth
and/or length below 2 standard deviations (SD) of the Spanish standard birth
weight/length curves [9]. Births from multiple pregnancies, non-Caucasian children and
subjects with evidence of malformations or endocrine malfunction were excluded from
the study. A normal course of the pregnancy was confirmed by the enrolled mothers, as

well as by the absence of drug administration or complications during pregnancy.

Newborn length ranged from 37 to 53 cm, weight from 1100 to 2660 grams and
gestational age, established by dating the last menstrual period at the time of registration,
from 33 to 41 weeks. All parents signed a written informed consent, and the protocol was
approved by the Hospital Universitario de Alava (HUA) Ethical Committee (Ref. 2012-
050).
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Anthropometric parameters

Body weight was measured using an electronic scale at birth, 3 months and 24
months. The crown-to-heel length was determined with an infantometer or a stadiometer.
Head circumference was assessed at the temporal level, waist circumference mid-way
between the lower side of the last rib and the upper side of the pelvis, and arm
circumference at the middle of the upper arm. All circumferences were measured to the

closest millimeter and over bare skin.
Blood collection and chemerin assay

Blood samples were obtained using EDTA tubes at 3 and 24 months of age after 5h
fasting. Blood was centrifuged at 1250 g for 20 minutes, and the plasma obtained was
stored at -70°C until analysis. The levels of glucose, insulin, total cholesterol, LDL-c,
high density lipoprotein cholesterol (HDL-c), triglycerides (TG), insulin-like growth
factor 1 (IGF-1), insulin-like growth factor-binding protein 3 (IGF-BP3), cortisol, C
reactive protein (CRP), thyroid-stimulating hormone (TSH) and thyroxine (T4) in plasma
were measured using an automated Roche Autoanalyser system (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). Sensitive and specific enzyme-linked inmunoassay was
used to determine chemerin concentration in plasma samples. The ELISA kit was
obtained from Abcam (ab155430; Cambridge, UK) and the measurements performed
with a Labsystems iEMS Reader MF analyzer plate photometer (Labsystems Diagnostics

Oy, Helsinki, Finland).

The Homeostasis model assessment (HOMA-IR) was used to evaluate insulin
sensitivity. Calculations of insulin sensitivity by the HOMA-IR technique were
performed by the approximated equation of Mathews et al. (1985) based on fasting

glucose and insulin levels [18].
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Statistical analysis

Data are presented as mean values (SD). The statistical analyses were performed
using IBM SPSS statistics v25 (SPSS, Chicago, IL, USA). Normality of the data was
tested using Saphiro-Wilks W test, and logarithmical transformation was performed in
non-normally distributed parameters for multivariate analysis. Differences in two paired
samples were elucidated with a paired Student's t test or a Wilcoxon signed ranks test,
and comparisons between unrelated variables were conducted with a Student's t test or a
Mann-Whitney U test, where appropriate. Correlation between variables was assessed
using either Pearson or Spearman’s rank tests as appropriate. Multivariate linear
regression analyses were used to adjust the effects of covariates and to identify

independent relationships. Statistical significance was set-up at P value of <0.05.
Results
Study population profile

Table 1 shows demographic and anthropometric parameters of mothers and

infants at birth.
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Table 1. Anthropometric parameters and demographic data of study population

Mean Standard Deviation

Gender (male/female) 14/13

Gestational age (weeks) 36.75 2.75
Birth weight (g) 1958.00 492.20
Birth length (cm) 44.04 3.99
Weight at 3 months (kg) 4.81 0.64
Length at 3 months (cm) 55.95 2.56
Weight at 24 months (kg) 10.54 0.72
Length at 24 months (cm) 84.56 2.39
ABMI -0.59 0.51
Head circumference (cm) 31.06 2.15
Brachial perimeter (cm) 34.00 3.10
Abdominal perimeter (cm) 10.85 1.13
Maternal age (years) 34.48 3.82
Mother’s BMI 24.59 5.63
Breastfeeding (yes/no) 13/14

BMI, body mass index

Anthropometric and plasma biochemical parameters

Infants’ weight and length data, as well as plasma biochemical parameters at 3
and 24 months are shown in Table 2. At 3 months, children presented higher values of
glucose, TG, TSH, T4 and CRP, and lower values of low density lipoprotein cholesterol
(LDL-c), IGF-1 and IGF-BP3 than those observed at 24 months. No significant
differences were observed in the remaining parameters. Circulating chemerin

concentrations were not significantly different at 3 and 24 months. These latter data were
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reported in a previous study from our group [23], but they have been included again in
this study as considered necessary.

Table 2. Differences in plasma biochemical parameters between 3 and 24 months

3 months 24 months
(n=27) (n=18)

Glucose (mg/dL) 85.04(7.87)™ 79.70(6.99)
Insulin (LU/mL) 4.66(2.74) 6.28(7.98)
HOMA-IR 1.04(0.75) 1.23(1.52)
Cholesterol (mg/dL) 147.07(37.37) 157.83(39.24)
LDL-c (mg/dL) 73.64(26.67) 103.95(29.33)
HDL-c (mg/dL) 50.06(20.51) 46.11(12.59)
TG (mg/dL) 116.86(65.53) * 58.31(23.46)
IGF-1 (ng/mL) 42.22(15.20)* 67.94(39.16)
IGF-BP3 (ug/dL) 2.06(0.42)" 2.77(0.70)
Cortisol (ug/dL) 9.59(5.65) 12.22(2.74)
CRP (mg/dL) 1.52(3.14)" 1.29(1.96)
TSH (uU/mL) 3.44(1.68)™ 2.47(1.03)
T4 (ng/dL) 1.20(0.21)" 1.03(0.10)

Mann-Whitney's U/ Student's t test used according to the distribution.
“ P <0.05; *"P <0.01
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Correlations

Correlations between chemerin concentration and biochemical parameters are
shown in Figure 1. Positive significant correlations were found between chemerin,
measured at 3 months, and TG (r=0.43), insulin (r=0.45), glucose (r=0.40), and
consequently HOMA-IR values (r=0.44) at 3 months. Also, chemerin at 3 months was
positively correlated to TG at 24 months (r=0.48). No significant correlations were

observed between chemerin and other biochemical parameters or anthropometric

parameters.
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Fig. 1 Correlations between chemerin concentration at 3 months of life and biochemical
parameters in small for gestational age infants. Chemerin concentrations vs: A) plasma
glucose at 3 months; B) insulin at 3 months; C) triglycerides (TG) at 3 months; D)
triglycerides at 24 months; E) homeostasis model assessment of insulin resistance

(HOMA-IR) index at 3 months
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Multiple linear regression analysis

Multiple linear regression analysis between chemerin at 3 months and biochemical
parameters at the same age, as dependent variables, showed that the association between
chemerin and insulin was maintained after adjustment for weight and length at birth and
gestational age (R-square=0.08; P= 0.046) (Table 3). By contrast, the associations with
glucose, HOMA-IR and TG were lost. In the case of TG at 24 months, the association
persisted after adjustment for weight and length at birth and 24 months and gestational

age (P=0.031), and the coefficient of determination (R-square) values was 0.28 (Table 4).
Discussion

As indicated in the Introduction section, it has been widely described that SGA
infants can develop alterations involved in the development of metabolic syndrome, such
as visceral obesity, insulin-resistance, high concentrations of LDL-cholesterol and TG or
arterial hypertension, in adulthood. This fact was first described by Barker et al. (1992)
and further confirmed by other studies [21, 31, 36]. By contrast, data concerning the
potential metabolic alterations, and the evolution of biochemical parameters involved in
metabolic syndrome, during the catch-up period are scarcer. Moreover, in some cases

controversial results have been reported.

A meta-analysis published by Owen et al., (2003) showed a significant inverse
association between total cholesterol and birth weight [27]. De Jong et al. (2015) observed
high prevalence of high TG levels at 1 year of age in SGA and very-low-birth-weight
(VLBW) infants, compared to appropriate for gestational age (AGA) children [14].
Moreover, at 2 years of age VLBW children showed higher glucose levels than AGA

children. However, no significant differences in insulin levels and HOMA-IR values were
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observed among groups. In other studies, Dominguez-Hernandez et al., (2016) found that
total cholesterol and LDL-cholesterol levels were not significantly different between
obese SGA and obese non-SGA children and Castanis-Mufioz et al., (2017) reported no

association between postnatal growth and lipid levels [10, 15].

In the present study, we evaluated biochemical parameters very soon after birth (3
months) and at the end of the catch-up period (24 months). By comparing data at these
two ages, it can be observed that whereas some parameters remained unchanged, others
were modified. Focusing on lipids and parameters related to glucose homeostasis, we
observed that insulin, HOMA-IR, total cholesterol and HDL-cholesterol remained
unchanged, glucose and TG were significantly reduced, and LDL-cholesterol was

significantly increased at 24 months of age.

This study was limited by the absence of a control group (AGA infants) and
consequently, the cut-off values were based on studies in other populations and on
reference values for Spanish children [13, 28]. According to these data, all values in the
present study, either at 3 or at 24 months, were in the range of physiological values for
healthy children. This means that the significant differences observed between these two
ages do not imply pathological consequences. Importantly however, this fact
demonstrates that SGA children showed a healthy biochemical profile in spite of the

alterations in weight and/or length during the catch-up period (24 months).

In a previous study carried out in this precise cohort of SGA children, we measured
serum concentrations of several adipokines [23]. In the present study we aimed to gain
more insight concerning chemerin because it has been reported that this protein plays an

important role in TG metabolism and glucose homeostasis, which in turn are closely
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related to metabolic syndrome. For this purpose we analyzed correlations between

chemerin and biochemical parameters.

Several studies have reported significant correlations between chemerin and
parameters related to glycemic control, such as serum glucose, HbAlc and insulin
concentrations, and HOMA-IR values in different cohorts. Bobbert et al. (2015) carried
out a study in 440 adult subjects of both sexes with no baseline diabetes and a mean age
of 60 years, devoted to analyzing whether chemerin predicted type 2 diabetes mellitus
(T2DM) in adult population. They observed that peripheral chemerin was significantly
correlated to fasting glucose and HbAlc [3]. In view of these results, the authors proposed
chemerin as a potential indicator of T2DM. In the same way, Bozaoglu et al. (2009)
showed a positive correlation between this adipokine and fasting glucose, insulin and
HOMA-IR in non-diabetic adult subjects, in a sample of 969 subjects with a mean age of
36 years [6]. Similarly, in a pediatric population Sledzinska et al. (2017) found that
chemerin was associated with circulating insulin and HOMA-IR values in 5-17-year-old

children with normal or excess body weight [34].

The results obtained in the present study are in good accordance with those reported
in adults and children, because we observed a positive correlation between chemerin and
serum glucose and insulin concentrations, as well as HOMA-IR values, at 3 months of
age. As far as we know, this is the first time that this correlation has been evidenced in
SGA infants at that early age. The studies reported addressing SGA infants have only
analyzed these parameters in cord blood. Our study demonstrates that the relationship
between chemerin and parameters related to glucose homeostasis observed in adults and
children also exist in SGA infants. Nevertheless, it should be emphasized that, in the case

of glucose and HOMA-IR, the significance of these correlations disappears when
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adjustments are made for height, length and gestational age in the multiple regression

analysis.

Regarding TG concentrations, as in the case of glucose homeostasis-related
parameters, several studies have reported significant correlations with chemerin in
different cohorts. Cheon et al. (2017) observed a strong correlation between circulating
chemerin and TG in obese adults showing T2DM [12]. This correlation was also present
in adult population with other diseases, such as atrial fibrillation, chronic obstructive
pulmonary disease or non-alcoholic fatty liver disease among others [4, 26, 40]. In
children and adolescents, the correlation was also found in obese and non-obese subjects,

confirming the relation of the chemerin with lipid metabolism in different cohorts [2, 24].

In the present study, a positive correlation was found between serum chemerin and
TG at 3 months. These results show that the association between these two parameters
observed in adult population and children also is present in SGA infants at an early age.
It is important to point out that in the above mentioned reported studies, correlations
between chemerin and biochemical parameters were carried out by using data obtained at
the same time, as is the case in the present study when we analyzed correlations between
chemerin and biochemical parameters obtained at 3 months of age. But, in addition to
that, we analyzed the correlations between chemerin at 3 months and biochemical
parameters at 24 months. In this case, we found that chemerin was significantly correlated
to TG, and this correlation was maintained after adjustments in multiple regression
analysis. This is an important result because it means that this adipokine could be
proposed as a biomarker of prognosis for serum TG. Nevertheless, further studies are
needed to give support and stronger scientific evidence to this hypothesis based on limited

results.
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In order to better assess the conclusions of the present study, its strengths and
limitations should be declared. One strength is that the study has been performed in infant
peripheral blood, extracted by venopunction at 3 months, while the vast majority of the
studies carried out in SGA children used cord blood. Among the limitations, the small
sample size should be mentioned. This is due to the small percentage of infants born SGA
at HUA Hospital, where the study was conducted, and the difficulty in obtaining their
progenitors' informed consent to extract blood samples at 3 months of age for no other
reason than research. The same reason, no permission for blood extraction in healthy
infants at 3 months, explains the lack of an AGA group. Finally, we analyzed total
chemerin, but it has been described that isoforms of this adipokine have different

activities as well as different distribution and concentration in tissues [8].
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