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Resumen

Los microRNAs circulantes (c-miRNAs) son reguladores de la expresion génica y mediadores de la comunicacion intercelular,
con un gran potencial como coordinadores de la respuesta molecular al ejercicio y, por tanto, con eventuales implicaciones
practicas para la salud y el rendimiento. Sin embargo, su respuesta al ejercicio agudo y al entrenamiento en personas sanas es
poco conocida, principalmente porque hasta el momento se ha publicado un nimero reducido de articulos, con resultados
dispares. El objetivo de esta revision es agrupar y sintetizar el conocimiento disponible, analizar las causas de esta heteroge-
neidad en los resultados e identificar las principales perspectivas de futuro en esta érea.

Los resultados de los trabajos incluidos en esta revisiéon muestran que el ejercicio agudo y el entrenamiento inducen una
respuesta en el perfil de c-miRNAs influida por el modelo, duracion, intensidad y dosis de ejercicio. Queda pendiente, no
obstante, conocer su origen, forma de transporte, destino, asi como validar sus dianas génicas. Sin embargo, estos estudios
muestran entre si numerosas diferencias metodoldgicas (técnica de deteccidn, numero y tipo de c-miRNAs analizados,
estrategia de normalizacién), en el disefio experimental (puntos de muestreo) y en las caracteristicas de los sujetos (edad,
historial de entrenamiento), que hace dificil, tanto establecer comparaciones directas entre ellos, como extraer conclusiones
generales sélidas. Finalmente, este papel del ejercicio, como modulador del perfil de c-miRNAs, podria constituir una alter-
nativa viable y coadyuvante a las terapias farmacolégicas y dietéticas basadas en miRNAs que actualmente se encuentran en
desarrollo. Ademds, su validacién como biomarcadores de ejercicio podria contribuir al desarrollo de recomendaciones de
ejercicio mas precisas, a optimizar su aplicacién como herramienta preventiva o terapéutica y a explorar los limites maximos
del ejercicio saludable.

Circulating microRNA as regulators of the molecular response in exercise
in healthy people

Summary

Circulating microRNAs (c-miRNAs) are cell-to-cell communicators implicated in the regulation of molecular responses with
strong potential in exercise and practical implications in health. Despite this fact, the number of papers published on this topic
is scarce and with inconsistent results. Thus, the aim of this review was to summarize the information available, to analyze the
heterogeneity of the results and to identify which are the future perspectives in this field of research.

The results of the studies included in this revision clearly show that acute exercise and training induce a response in c-miRNA
profile. This response depends on the model, intensity and dose of exercise. However, there are some questions which must
be answered: what are the secretory organs or tissues, the mechanisms of transport, and the tissue and gene targets. A
number of differences between studies in the methodologies used (detection technique, number of c-miRNAs analyzed,
normalization strategy), in the experimental design (sampling points) and in the characteristics of the participants (aging,
exercise background, dietary intake) makes it difficult to establish direct comparisons and to draw firm conclusions. Finally,
this role of exercise as c-miRNA profile modulator, could be considered a valuable alternative to upcoming pharmacological
and nutritional interventions based on miRNAs. Moreover, the validation of c-miRNAs as biomarkers of exercise will allow
the development of more specific recommendations, using training as a therapeutic and preventive tool, and exploring the
maximal limits for a safe and healthy exercise.
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Introduccion

La prdctica regular de ejercicio constituye uno de los principales
determinantes de salud, asocidndose de forma muy sélida con un
menor riesgo de mortalidad por todas las causas asi como con una
menor incidencia de multitud de patologfas altamente prevalentes en
paises desarrollados, como la enfermedad cardiovascular, el ictus, el
sindrome metabdlico, la diabetes tipo 2, los cadnceres de colony mama,
la depresion vy el riesgo de cafdas'.

La actividad fisica es algo intrinseco a nuestra propia evolucion',
A lo largo de los tiempos la especie humana ha mantenido un estilo
de vida extremadamente activo, lo que contrasta con el sedentaris-
mo implantado en la sociedad actual, tanto en lo referente a la baja
frecuencia con que se practica ejercicio como al menor componente
fisico de la mayoria de las actividades laborales. Asi, segun los datos
del Eurobarémetro 2010 sobre deporte y actividad fisica®, el 42% de la
poblacion espanola declara que nunca hace ejercicio o practica deporte
y un 19% lo hace con una frecuencia de 1 a 3 veces al mes o menos.
En la misma linea, los datos de la Encuesta de habitos deportivos en
Espafia 2015° muestran que el 46,5% de la poblacién espafiola mayor
de 15 afios no practicéd deporte en el Ultimo afo y que mas del 26% de
los que practicaron deporte lo hicieron menos de 1 vez al mes. Por ello
el sedentarismo constituye un problema de salud publica de primer
orden y la promocion de la practica regular de ejercicio debe ser una
pieza clave en las intervenciones para la salud a todos los niveles.

El efecto beneficioso del ejercicio sobre la salud organica es ademas
sistémico y no estd restringido a los tejidos y rganos mas activamente
implicados en la generacion del movimiento®’. En este sentido, ya en
1961 Goldstein describid cémo las células musculares contribufan a la
regulacion humoral de la homeostasis de la glucosa durante el ejercicio®.
A partir de este punto se han llevado a cabo innumerables investiga-
ciones que ponen de manifiesto que la respuesta al ejercicio agudo y
al entrenamiento involucra una compleja comunicacion cruzada entre
tejidos y tiene efectos profundos en la expresion génica™®™®. De esta
forma se coordina la reparacion del dafo inducido por el ejercicio, la
recuperacion y las adaptaciones fisioldgicas y metabdlicas?'' respon-
sables de los efectos sistémicos del ejercicio sobre la salud*'?'. Por
ello el estudio de la respuesta molecular al ejercicio ha emergido en
los ultimos afos como una herramienta imprescindible para entender
cOmo se integra esta respuesta y como se relaciona con el estado de
salud, permitiendo descubrir ademds nuevos mecanismos potenciales
implicados en los procesos de enfermedad, asi como nuevas dianas
terapéuticas. Conocer en detalle la respuesta molecular al ejercicio se
hace, por tanto, imprescindible para optimizar las recomendaciones de
ejercicio y explorar los limites maximos del ejercicio saludable.

Las respuestas adaptativas moleculares al ejercicio vienen deter-
minadas en gran medida por la alteracion de la expresion génica*. Los
mecanismos exactos mediante los que se regula la expresion de los
genes implicados en la respuesta molecular al ejercicio siguen siendo,
en gran parte, desconocidos’'“"*. La regulaciéon epigenética, que incluye
no solo la metilacién del DNA®, sino también la modificacion de las
histonas'” o la expresion de microRNAs (miRNAs)'#, parece desempenfar
un papel destacado. En este contexto, y considerando la naturaleza

sistémica de la respuesta al ejercicio, emerge con fuerza la necesidad
de evaluar la respuesta y la funcion de nuevos mediadores de la co-
municacion intercelular como los miRNAs, en particular, los miRNAs
circulantes (c-miRNAs)™.

Hasta el momento se ha publicado un numero reducido de
articulos sobre el efecto del ejercicio agudo y del entrenamiento en
el perfil de c-miRNAs, con resultados dispares, lo que dificulta la ob-
tencion de conclusiones generales que permitan determinar el papel
de estos reguladores de la expresion génica en la respuesta molecular
al ejercicio, ni sus eventuales implicaciones practicas para la salud y el
rendimiento. Por ello el objetivo de esta revision es agrupary sintetizar el
conocimiento disponible actualmente sobre el tema, analizar las causas
de esta heterogeneidad en los resultados e identificar las principales
perspectivas de futuro.

Material y método

Se usaron como motores de busqueda bibliografica PubMed
(US National Library of Medicine National Institutes of Health), Scopus y
Science Direct, utilizando como palabras claves distintas combinaciones
de los siguientes términos: circulating, microRNA, miRNA, miR, exercise,
physical activity, training, acute exercise y nutrition. De entre los articulos
seleccionados de esta manera, se excluyeron aquellos que: a) eran revi-
siones; b) analizaban solos miRNAs en tejidos y no miRNAs circulantes;
¢) se habian analizado exclusivamente en otras especies distintas a la
humana. Se identificaron 44 articulos, de los cuales, teniendo en cuenta
los criterios anteriores, 16 fueron incluidos finalmente.

A partir del listado de referencias bibliogréficas de los articulos
seleccionados se identificaron articulos adicionales que también han
sido consultados para llevar a cabo esta revision.

:Qué son los microRNA?

Los miRNAs son pequefas moléculas de RNA (19-25 nucledtidos)
no codificantes que participan en la regulacién epigenética a nivel
post-transcripcional, actuando ya sea a través del bloqueo de la tra-
duccion del RNA mensajero (mRNA) o de la degradacion del mRNA,
disminuyendo en ambos casos la expresion protéica®. La importancia
de su papel regulador de la expresién génica queda de manifiesto por
el hecho de que el conjunto de los miRNAs expresados en humanos,
mas de 2600 segun miRBase, la principal base de datos de miRNAs?,
tiene diana en aproximadamente el 60% de las secuencias codifican-
tes del genoma?, jugando un papel fundamental en el desarrollo, el
mantenimiento de la homeostasis y la respuesta al estrés fisioldgico y
fisiopatolégico? incluido el ejercicio.

Los genes que contienen los MiRNAs pueden estar localizados en
zonas intergénicas, donde la regulacién de su expresion es producida
por sus propios elementos, o bien en regiones intrénicas o exonicas,
donde la expresion del miRNA estd intimamente relacionada con la
expresiéon del propio gen en cuestion?,

La biogénesis de los miRNAs comienza en el nucleo celulary finaliza
en el citoplasma (Figura 1). En el nucleo, la RNA polimerasa Il genera
un transcrito largo, de cientos de nucleodtidos, denominado microRNA
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Figura 1. Biogénesis de miRNA. Los miRNA son procesados en el
nucleo y el citoplasma por enzimas con actividad RNAsa lll, Dros-
ha y Dicer respectivamente, para generar el producto maduro
que actua sobre su(s) mRNA(s) diana, inhibiendo su traduccién o
provocando su degradacion®2,

mRNA diana

RISC

T
miRNA maduro

primario (pri-miR), con estructura secundaria, que tiene en el extremo
3"una cadena de poliA y en el extremo 5’ una caperuza de 7-metil-
guanosina®. El pri-miRNA es reconocido por un complejo formado por
la ribonucleasa tipo lll'y su proteina de ligacion DGCR8 (Regién Critica
8 del sindrome de DiGeorge) o Pasha. Dicho complejo procesa el pri-
miR, dando lugar a un segundo precursor llamado pre-miR, de unos
70 nucledtidos, con estructura secundaria en forma de horquilla. Este

pre-miR es exportado hacia el citoplasma por la exportina-5 (Xpo-5) me-
diante un mecanismo dependiente de GTP#. Una vez en el citoplasma,
la horquilla se rompe por un complejo formado por RNAsa Il o Dicer y
TRPBP (Proteina de unién a ARN en respuesta a trans-activacion)®. Se
genera de esta forma una molécula de doble cadena o miRNA duplex,
que contiene el MiRNA maduro y su cadena complementaria®. El miR-
NA duplex es desnaturalizado por una helicasa que deja libre el miRNA
maduro que se une al complejo de silenciamiento inducido por RNA
(RISC) formando el complejo miRISC*. La incorporacion al complejo
RISC de una u otra cadena depende de la estabilidad termodindmica
del extremo 5) la que sea menos estable es la que es incorporada?,
si bien hay casos en los que ambas hebras del duplex (miR-X-3p o
miR-X-5p, donde “X" es cualquier miRNA) generan miRNA maduros.
Finalmente, el miRNA guia el complejo RISC a los lugares complemen-
tarios (generalmente 3-UTR) en el mRNA e inhibiendo la funcién del
mismo mediante distintos mecanismos, en general dependiendo del
grado de complementariedad entre las secuencias: degradacién del
MRNA si existe complementariedad total o represion de la traduccion
si la complementariedad es parcial. Dado que la mayorfa de los sitios
dianaen el MRNA sélo tienen complementariedad de bases parcial con
cada miRNA, un mismo miRNA puede interaccionar con mas de 100
mRNA diferentes. Ademés, cada mRNA puede contener multiples sitios
de union para diferentes miRNAs, dando lugar a una compleja red de
regulacion de la expresion génica®.

MicroRNA circulantes: mediadores de la
comunicacion intercelular

Aunque los miRNAs son reguladores intracelulares de la expresion
génica, también se han detectado en forma estable en diferentes fluidos
corporales (Figura 2), incluido el plasma?®, principalmente transporta-

Figura 2. Clasificacion de los miRNAs segun la localizacion, intracelular o extracelular, en la que pueden detectarse y la forma en la que

son transportados.
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dos en exosomas o microvesiculas®®®!, asociados a protefnas (como
Ago2 o Npm1)*, a lipoproteinas® e incluso a cuerpos apoptoticos®.
Esto sugiere que los c-miRNAs serfan secretados de forma regulada
en respuesta a una situacion de estrés, actuando como un auténtico
sistema de comunicacion intercelular, autocrina, paracrina y endocrina
regulando la expresion génica y el fenotipo de las células receptoras®.
Ademds pueden ser liberados de forma pasiva por células dafadas o
necroticas®#%.

En 1999 Kopreski et al*® describen por primera vez la presencia en
suero de moléculas de RNA circulantes que tienen la capacidad de no
ser degradados por las RNAsas presentes en el plasma. Los c-miRNAs,
como tales, fueron descritos por primera vez en 2008 por Mitchell et al.?®
también en flujo sanguineo, si bien posteriormente han sido descritos
en los demaés fluidos corporales'™.

De forma andloga a sus formas intracelulares, los c-miRNAs parti-
cipan tanto en respuestas fisioldgicas y adaptativas, como en el inicio
y en el desarrollo de estados patoldgicos®.

MicroRNA circulantes: ;biomarcadores:
Utiles en el ambito del ejercicio?

La liberacién miRNA al medio extracelular en respuesta a estrés o
al dafo celular abre la puerta a su estudio como potenciales biomarca-
dores. De hecho, los c-miRNAs presentan las propiedades bioquimicasy
fisioldgicas dptimas para constituir excelentes biomarcadores®: i) Existen
perfiles de c-miRNAs especificos de distintas situaciones fisioldgicas
y patoldgicas, que son liberados desde los diferentes tipos celulares
implicados en el proceso, ii) su secrecion en microvesiculas y comple-
jos miRNA-protefna les otorga una gran estabilidad en circulacion, iii)
presentan secuencias evolutivamente muy conservadas que facilitan su
andlisis, iv) permiten una deteccion tempranay las muestras presentan
una vida media larga, v) su determinacion se realiza de forma relativa-
mente econémica con una alta sensibilidad y especificidad, superior a
las mostradas por los biomarcardores actuales basados en proteinas, a
través de técnicas ya estandarizadas en los laboratorios clinicos.

Son numerosos los trabajos que han propuesto la utilizacion de los
miRNAs como biomarcadores diagndsticos, prondsticos y terapéuticos
de diversos procesos patolégicos, incluyendo cancer, infecciones virales,
trastornos del sistema nervioso, enfermedad cardiovascular, trastornos
musculares y diabetes, entre otras*®®. En algunos casos los miRNAs
parecen presentar un valor clinico que se sitla por encima del gold
stantard establecido, como ocurre por ejemplo con los biomarcadores
cardiacos ampliamente utilizados hs-cTnTy NT-proBNP*'. Su aplicacién
en la practica clinica en corto o medio plazo ha sido propuesta por
diversos autores®.

Algunos trabajos ponen de manifiesto una relacién entre el perfil de
c-miRNAs en respuesta al ejercicio agudo y al entrenamiento y adapta-
ciones especificas al ejercicio, lo que sugiere su valor como biomarcado-
res emergentes en este contexto®. Asi, Bye et al* observaron en adultos
sanos (40-45 anos, hombresy mujeres) un perfil basal de c-miRNAs dife-
rente en funcion de la capacidad aerdbica maxima (VO,max) y Mooren
et al* demostraron que los cambios en la concentracion plasmaética
de algunos miRNAs, como miR-1, miR-133a y miR-206, en respuesta

a un ejercicio agudo (maratén) mostraban una fuerte correlacion con
parametros clasicos de rendimiento, como VO max. Ademas, Clauss et
al* describieron que el perfil plasmatico de miRNAs relacionados con
remodelacién cardiaca (miR-1, miR-26a, miR-29b, miR-30 y miR-133a)
en respuesta a un ejercicio agudo (maratén) era diferente en corredores
de élite frente a corredores aficionados.

Por otro lado, Wardle et al* observaron que los niveles basales de
ciertos c-miRNAs, como miR-222, miR-21, miR-146a y miR-221 diferian
entre deportistas de fuerza (deportes de combate y levantamiento de
pesas) y resistencia (carreras de larga distancia y orientacion). Asimismo,
Banzet et al®é, utilizando un disefio cruzado aleatorizado, describieron
un perfil diferente de algunos c-miRNAs (miR-1, miR-133a, miR-133b,
miR-208a, miR-208b y miR-499) en respuesta a un ejercicio concéntrico
vs. excéntricoy de Gonzalo-Calvo et al* observaron que el nimero, tipo
y cinética de c-miRNAs relacionados con procesos inflamatorios diferian
significativamente después de dosis mas bajas (carrera de 10 km)y mas
altas (maratén) de ejercicio agudo en varones activos. Estos resultados
apuntan de nuevo a los c-miRNAs como biomarcadores candidatos
en relacién con la magnitud de la respuesta al modelo y a la dosis de
ejercicio (reqular y agudo).

Sin embargo, la informacién disponible hasta el momento no ha
permitido todavia validar su uso potencial como biomarcadores emer-
gentes en el contexto del ejercicio. Esta validacion debe sustentarse
en un conocimiento profundo de su respuesta al ejercicio agudo y
al entrenamiento, asi como de la influencia de factores de confusion,
como otras variables biolégicas o los métodos de procesamiento y
normalizacién de datos*®°'.

MiRNAs circulantes plasmaticos en
respuesta al ejercicio

El efecto del ejercicio agudo sobre el perfil de c-miRNAs fue des-
crito por primera vez por Baggish et al. en 2011°. Los pocos estudios
disponibles hasta el momento coinciden en que el ejercicio agudo
modifica el perfil de c-miRNAs, lo que pone de manifiesto su potencial
como mediadores en los mecanismos de respuesta aguda al ejercicio,
asf como en la recuperacién o la adaptacién. Sin embargo, muestran
resultados muy heterogéneos en cuanto al nimero, tipo y cinética de
aparicion y desaparicion de c-miRNAs plasméticos*#6484952-59 tal y como
puede observarse en laTabla 1, que recoge las principales caracteristicas
y resultados de dichos trabajos.

Por otra parte, muy pocos estudios han analizado el perfil basal
de c-miRNAs en personas activas frente a sedentarias o en respuesta a
periodos largos de entrenamiento®#7525357 En la Tabla 2 se recogen los
estudios en los que se han realizado intervenciones de entrenamiento.
Aungue los tres trabajos son heterogéneos en muchos aspectos, queda
patente que el miR-21 se ve aumentado en respuesta al entrenamiento
como describen Baggish et al>? y Nielsen et al*’. Estando dicho miRNA
implicado en procesos de funcién muscular, hipoxia e inflamacion, como
se puede ver en la Tabla 3.

Los estudios de Wardle et al*” y Bye et al.* describen las diferencias
basales de los c-miRNAs entre personas que realizan ejercicio habitual-
mente* o deportistas* frente a personas sedentarias. Los resultados en
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Tabla 1. Estudios sobre el perfil de microRNAs circulantes en respuesta a ejercicio agudo en personas sanas.

Tipo de ejercicio Caracteristicas miRs Aumento Disminucion Referencia
de los sujetos analizados bibliografica
Resistencia
Ejercicio en cicloergémetro. 10 remeros univer- | miR-20a Pre-entrenamiento, inme- Baggish et al.>?
Ejercicio incremental (25 W/ sitarios (19,1 £ 0,6 miR-21 diatamente después del
min) hasta la extenuacion, antes anos). miR-133a ejercicio: miR-21, miR-146a,
y después de un periodo de miR-146a miR-221y miR-222.
entrenamiento en equipo de remo miR-210 Los niveles basales se recupe-
(90 dias, 5 km/dia, 1-3 h a 20-24 miR-221 raron en menos de 1 h.
paladas/min). miR-222
miR-328 Post-entrenamiento inme-
diatamente después del
ejercicio: miR-146a y miR-222.
Ejercicio en cicloergémetro. 11 varones no miR-1 Inmediatamente Aoi et al >*
60 min al 70% del VO,max. entrenados (21,5 + miR-133a después del ejercicio:
4,5 anos). miR-133b miR-486.
miR-206 Los niveles basales se
miR-208b recuperaron en menos
miR-486 de 24 h.
miR-499
Ejercicio en cicloergémetro. 13 varones entre- 752 miRNA 1h después del ejercicio: Inmediatamente Nielsen et al.*’
60 min al 65 % de la potencia nados (paneles miR-139-5p, miR-143, miR- después del ejercicio:
maxima. (28 £ 8 afnos). miRNome). 223, miR-330-3p, miR-338-3p. | miR-30b, miR-106a,
miR-146, miR-151-3p,
3h después del ejercicio: miR-151-5p, miR-221,
miR-1. miR-652y let-7i.
Ejercicio en cicloergémetro. 12 varones entre- miR-126 Durante el ejercicio, desde Uhleman et al.>®
4 h al 70 % del umbral anaerdbico nados (32,4+2,3 miR-133 30 min después de iniciado
individual. anos). el ejercicio hasta el final:
miR-126.
Los niveles basales se recupe-
raron en menos de 1 h.
Maratén 14 corredores de miR-1 Inmediatamente después Mooren et al.*®
resistencia varones miR-21 del ejercicio: miR-1, miR-
(42,8 + 6,0 anos). miR-133a 133a, miR-206, miR-208b y
miR-155 miR-499.
miR-206 Los niveles basales de miR-
miR-208b 208b y miR-499 se recupera-
miR-499 ron en menos de 24 h.
Maraton 21 corredores de miR-1 Inmediatamente después Baggish et al.>®
maraton varones miR-126 del ejercicio: miR-1, miR-126,
(51,8 + 1,4 anos). miR-133a miR-133a, miR-134, miR-146a,
miR-134 miR-208a y miR-499-5p.
miR-146a Los niveles basales se recupe-
miR-208a raron en menos de 24 h.
miR-422b
miR-499-5p
Maratén 22 corredores de miR-126 Inmediatamente después Uhleman et al.*®
maratén varones miR-133 del ejercicio: miR-126 y
(56,8 + 5,2 aios). miR-133.
Medio maratén 5 corredores aficio- | miR-1 Inmediatamente después Gomes et al.*®
nados (31,6 + 4,4 miR-133a del ejercicio: miR-1, miR-133a
anos). miR-206 y miR-206.
Carrera 10 km 9 corredores no 106 c-miR Inmediatamente después de de Gonzalo-Calvo

profesionales (39,1 +
2,2 anos)

relacionados
con respuesta
inflamatoria

la carrera: miR-150

etal®

(continva)
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miRs
analizados

Caracteristicas
de los sujetos

Tipo de ejercicio

Aumento

Disminucion

Referencia
bibliografica

Maraton 30 corredores de miR-1
maratén, 15 aficio- miR-26a
nados (40,1 + 1,4 miR-29b
anos) y 15 de élite miR-30a
(40,0 + 1,7 anos) miR-133a

Inmediatamente después
del ejercicio: miR-1, miR-30a
y miR-133a, de forma mas
acusada en los corredores de
élite.

Los niveles basales se recupe-
raron en menos de 24 h.

24 h después del
ejercicio: miR-26a en
corredores de élite.

Clauss et al.*®

12 varones activos
(29,9 £ 1,2 anos).

Press de banca y Press de piernas.
5 series de 10 repeticiones al 70 %
de 1RM.

microarray

y validacion
con gRT-PCR:
miR-149%,
miR-1908,
miR-20a, miR-
21, miR-133a,
miR-146a,
miR-210, miR-
221, miR-222
y miR-328.

Tres dias después del ejerci-
cio: miR-149*.

Tres dias después del
ejercicio: miR-146a and
miR-221.

Sawada et al.>®

miR-126
miR-133

Jalon, Press de piernas y Mariposa.
3 series de 15 repeticiones, con

un 25 % mas de carga en la fase
excéntrica que concéntrica.

11 sujetos entre-
nados, 4 varones y
7 mujeres (37 + 2
anos).

Inmediatamente del ejerci-
cio: miRNA-133.

Los niveles basales se recupe-
raron en menos de 1 h.

Uhleman et al.*¢

Carrera a pie cuesta arriba y cuesta | 9 varones activos miR-1
abajo. (27-36 anos) miR-133a
30 mina 1 m/s, con 25 % de incli- miR-133b
nacion y sobrecarga del 12 % del miR-208a
peso corporal. miR-208b
miR-499

2y/o 6 hdespués dela
carrera cuesta abajo: miR-1,
miR-133a, miR-133b y miR-
208b.

Los niveles basales se recupe-
raron en menos de 24 h.
Inmediatamente después
de la carrera cuesta arriba:
miR-181b and miR-214.

Los niveles basales se recupe-
raron en menos de 2 h.

Banzet et al.*®

Test de Wingate miR-1
miR-16
miR-122
miR-133a
miR-133b
miR-206
miR-499

18 varones activos
(20,23 + 0,97 afnos)

Inmediatamente
después del ejercicio:
miR-1, miR-16, miR-122,
miR-133ay miR-133b.

Cui et al>*

dichos estudios son contradictorios; mientras Wardle et al.¥, la concen-
tracion plasmdtica de miR-21, miR-221, miR-222 y miR-146a muestra
niveles basales més elevados en deportistas de resistencia jovenes
frente a controles sedentarios. Sin embargo, contrariamente, Bye et al.*
en un estudio con varones y mujeres adultos sanos, observaron que los
niveles basales de miR-21 y miR-222 eran mayores aquellas personas
con un menor VO, max.

La dificultad para extraer conclusiones sélidas a partir de estos
estudios puede deberse a diferencias metodoldgicas, en el disefio
experimental, en el modelo de ejercicio o en las caracteristicas de
los sujetos (edad, historial de entrenamiento, etc.), entre otros, cuya
influencia analizaremos a continuacion.

Diferentes aproximaciones metodoldgicas y disefio

experimental

Aunque existen numerosas técnicas para la deteccion de miRNAs®,

las mas utilizadas para la identificacion y cuantificacion de c-miRNAs
en plasma o suero son la secuenciacion masiva, los microarray y la
gRT-PCR®®", Cada una de estas técnicas tiene unas caracteristicas dife-
renciadas y unas ventajas e inconvenientes especificos®*®* que deben
considerarse en funcion del disefio experimental y de las caracteristicas
del estudio para que los resultados sean realmente informativos®.
Latécnica mas utilizada en los estudios que han analizado c-miRNAs
en respuesta al ejercicio ha sido la qRT-PCR#*#5474952545659  qunque
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Tabla 2. Estudios sobre el perfil de microRNAs circulantes en respuesta al entrenamiento en personas sanas.

Modelo de ejercicio Tiempo de entrenamiento

miRs modificados Referencias

Ciclismo
(cicloergémetro)

12 semanas
5 veces/semana
60 min al 65% Pmax

Aumento post-entrenamiento (3-5 dias): Nielsen et al.>”
miR-342-3p, let-7d, miR- 766, miR-25, miR-148a,

miR-185, miR-21.

Disminucion post-entrenamiento (3-5 dias):

miR-103, miR-107

4 semanas
3 veces/semana
30 min al 70% VO,max

Ciclismo
(cicloergémetro)

Disminucion post-entrenamiento: miR-486 Aoi et al.>

Remo 90 dias
entrenamiento para optimizar
el rendimiento en 5 km

Aumento post-entrenamiento: miR-146a,miR-21,
miR-221y miR-222.

Baggish et al.*?

Tabla 3. miRNA circulantes analizados en distintas publicaciones agrupados segtin los procesos bioldgicos en los que estan implicados.

Ruta metabdlica Referencia bibliografica

miRNAs analizados

Funcién muscular
(cardiaca y esquelética)

Baggish et al.*
Aoi et al.>
Uhleman et al.*®
Mooren et al.#
Baggish et al.*®
Gomes et al.*®
Clauss et al.*®
Banzet et al.*®
Cui etal>*

Respuesta Inflamatoria Baggish et al *?
Mooren et al.*®
Baggish et al.*®

de Gonzalo-Calvo et al.*

Uhleman et al.>
Baggish et al.*®

Dano endotelial

Angiogénesis
Hipoxia
Tejido cerebral

Proliferacién celular

Baggish et al.**
Baggish et al.*
Baggish et al.*®

Cui etal>*

miR-21, miR-133a

miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206, miR-208b, miR-486, miR-499
miR-133

miR-1, miR-133a, miR-206, miR-208b, miR-499

miR-1, miR-133a, miR-499-5p, miR-208a

miR-1, miR-133a, miR-206

miR-1, miR-26a, miR-29b, miR-30a, miR-133a

miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-208a, miR-208b, miR-499

miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206, miR-499

miR-21, miR-146a

miR-155, miR-21

miR-146a

106 c-miR relacionados con respuesta inflamatoria

miR-126
miR-126

miR-20a, miR-221, miR-222, miR-210, miR-328
miR-21, miR-210, miR-146a

miR-134

miR-16, miR-122

Sawada et al** se decantaron por el uso de microarray, con posterior
validacién y cuantificacion mediante gRT-PCR.

La mayoria de los autores ha analizado los niveles circulantes de
una seleccion de uno o unos pocos MiRNAs (tipicamente entre 5y 8),
principalmente los denominados myomiRs, cuya expresion es especi-
fica del musculo estriado esquelético y/o cardiaco: miR-1, miR-133a,
miR-133b, miR-206a, MiR-208b, MiR-486 y miR-499%#85354585965 Otros
autores, por su parte, han acompanado el andlisis de myomiRs con
algunos miRNAs descritos previamente como marcadores circulantes
de procesos directamente relacionados con la respuesta al ejercicio
agudo como queda recogido en la Tabla 3.

Eltejido o tipo celular del que proceden estos c-miRNASs es poten-
cialmente diverso tal y como proponen Nielsen et al*’, aunque no ha
sido analizado y es desconocido. Por ello, considerando la naturaleza

sistémica de la respuesta al ejercicio agudo, este tipo de andlisis aporta
una perspectiva incompleta de la respuesta de los c-miRNAs. Es més,
incluso con estas aproximaciones limitadas los resultados obtenidos
son heterogéneos, entre otras cosas porque no todos los autores han
analizado los mismos myomiRs y muy pocos los han analizado todos.
Asf,Baggish etal*?y Sawada et al*> no observan cambios en la expresién
de ningdin myomiR en respuesta a distintos modelos de ejercicio. Por
el contrario, Uhleman et al*¢, Mooren et al**, Baggish et al*®, Banzet et
al*®y Clauss et al“¢, observan aumentos significativos postejercicio de
miR-1, miR-133, miR-206, miR-208b y/o miR-499y Cui et al** solo obser-
van una disminucion significativa postejercicio en algunos de ellos. Sin
embargo, la mayoria coincide en que la respuesta al ejercicio agudo de
los myomiRs circulantes no es consecuencia de una liberacion pasiva
por parte del tejido muscular dafiado, ya que ni sus niveles plasméaticos
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ni su cinética muestra correlacion con los de marcadores clasicos de
dafio muscular, como la concentracion plasmatica de creatina qui-
nasa*3°%%%9 por lo que podria tratarse de un proceso regulado. Sin
embargo, no se conoce en qué forma son secretados ni si son captados
por algun tejido. Sus dianas génicas tampoco han sido validadas.

Solo el estudio de de Gonzalo-Calvo et al*’, en el que se analizaron
106 miRNAs inflamatorios, los de Bye et al*, Nielsen et al>” y Davalos
et al®, en los que se utilizd un panel comercial de mds de 750 de los
miRNAs expresados en diferentes tejidos humanos, y el de Sawada
et al*®, que utilizé microarray, llevaron a cabo una aproximacion mas
amplia. Curiosamente, ninguno de estos autores observa cambios en la
expresion de myomiRs en respuesta al ejercicio agudo. Tanto el andlisis
bioinformatico como estadistico de estos datos difiere notablemente
del de aproximaciones mas limitadas, lo que dificulta las comparaciones
directas entre estudios.

En este sentido, y con respecto al anélisis de resultados de qRT-
PCR, la estrategia utilizada para la normalizacion también varié entre
los distintos estudios, especialmente debido a que hasta el momento
no se ha establecido ni validado ningiin miRNA constitutivo estable
para normalizar la expresion de miRNAs, tampoco en el contexto de la
respuesta al ejercicio®. Asi, varios autores se han decantado normalizar
en funcion de los niveles de cel-miR-39, un miRNA de Caenorhabditis
elegans afiadido de forma externay en igual cantidad a todas las mues-
tras#4653555659 "Otros, por su parte, basdndose en software especificos
para detectar qué gen o grupo de genes se expresan de forma mas
estable en un conjunto de muestras, han utilizado dichos miRNAs,
diferentes en cada caso, para normalizar sus datos de qRT-PCR*“,
La eleccion de una estrategia inadecuada puede sesgar la capacidad
para identificar diferencias entre los grupos de estudio y, desde luego,
la falta de homogeneidad entre estudios representa una desventaja
importante en la comparacion de resultados®'®’. Aunque serfa desea-
ble una estrategia de normalizacion soliday comun, lo cierto es que la
naturaleza del andlisis de c-miRNAs no lo permite, por lo que lo ideal es
identificar, validar y utilizar los normalizadores que mejor se adaptan a
las caracteristicas especificas de cada estudio®'.

Finalmente, tal y como puede observarse en la Tabla 1, otro de los
elementos de divergencia metodoldgicos son los diferentes modelos de
ejercicio agudo a los que se sometieron a los voluntarios que participa-
ron en los distintos estudios. Aunque los hemos agrupado en ejercicios
de resistencia®#6495253%65859 ferza>>¢, concéntrico vs. excéntrico® y
potencia anaerdbica maxima*, la diversidad dentro de algunos grupos,
tanto en el modo como en la duracién y la intensidad del ejercicio, es
también importante. Incluso en aquellos estudios en los que el mo-
delo de ejercicio fue el mismo, como ocurre en los que han analizado
la respuesta aguda a un maraton*#649°658 tanto las caracteristicas de
los sujetos (edad, género, afos de entrenamiento), que analizaremos
mas adelante, como los puntos de toma de muestras o el control die-
tético podrian influir en la respuesta observada. Asf, en algunos casos
la muestra basal se extrajo justo antes del inicio del maraton**¢, pero
en otros se tomd uno’, dos* o incluso entre dos y cinco dias antes de
la prueba®. En estos casos, las diferencias observadas en la expresion
de c-miRNAs entre la muestra basal y la tomada después de la prueba
no permiten aislar el efecto del ejercicio, debido al potencial efecto de

variabilidad de factores no controlados, entre los que el mas destacado
es la alimentacion.

En este sentido, cada vez hay mas evidencias sobre la influencia
de los componentes de la dieta en la expresion de miRNAs y en los
niveles de c-miRNAs®70, asf como una nueva e intrigante relacion entre
la ingesta de miRNAs a partir de fuentes alimentarias, su absorcion y
su aparicion en fluidos bioldgicos, como el plasma’’. A pesar de esto,
solo el articulo de de Gonzalo-Calvo et al** ha llevado a cabo un control
estricto de laingesta de alimentos antes, durante y después del ejercicio.

Caracteristicas de los sujetos de estudio

Como ya comentamos anteriormente, se observan grandes diferen-
cias en las caracteristicas de los sujetos incluidos en los distintos estudios,
especialmente en lo que se refiere a la edad y la experiencia deportiva
(Tabla 1). Asi, mientras en el estudio de Baggish et al** participaron
remeros universitarios de 19,1 afios de media de edad, Uhleman et al.*
reclutaron a varones adultos de 56,8 afos que los autores consideran
“corredores de maratén”y en el estudio de Gomes et al® se analizé la
respuesta a un medio maratén de corredores aficionados, obesos y con
sobrepeso, algunos de los cuales llevaban practicando ejercicio menos
de 6 meses. Ambos factores podrian introducir un elemento mas de
variabilidad que explique la heterogeneidad en la respuesta observada.

No existe demasiada informacion acerca del efecto de la edad en
el perfil de c-miRNAs en humanos. Asi, en un estudio pionero, Noren
Hooten et al’? observaron que la expresion de miR-151a-5p, miR-181a-
5p and miR-1248 estaba reprimida significativamente en hombres
y mujeres mayores (64 aflos de media) frente a jovenes (30 afos de
media). Por su parte, Zhang et al.” sugieren que los perfiles circulantes
de miR-29b y miR-92a deben cambiar gradualmente con el proceso
de envejecimiento al observar diferencias entre sujetos de 22, 40, 59
y 70 anos de media. Por ello, las diferencias en la edad de los sujetos
podrian determinar diferencias, no solo en la respuesta al ejercicio, sino
de partida, en los niveles basales de algunos c-miRNAs, introduciendo
un elemento confusor.

Por su parte Baggish et al*® sugieren que el entrenamiento sistemé-
tico podria estar asociado a niveles basales elevados de c-miRNAs per
se, particularmente algunos myomiRs, de acuerdo con lo observado por
Nielsen et al>” a nivelintracelular en células musculares esqueléticas. Esto
podria enmascarar el efecto del ejercicio agudo sobre estos c-miRNAsy
explicarfa por qué en algunos estudios con personas entrenadas no se
observan cambios en los niveles circulantes de myomiRs*#253%,

Conclusiones

Elejercicio agudo induce una respuesta en el perfil de c-miRNAs que
varfa en funcion del modelo, intensidad o dosis de ejercicio y que pone
de manifiesto su potencial papel requlador enlos procesos sistémicos de
recuperacion y adaptacién al ejercicio. Sin embargo, los perfiles descritos
enlos distintos estudios estan muy influidos por factores confundidores
bioldgicos, técnicos y metodoldgicos. Ademas, su respuesta durante el
ejercicio sigue siendo desconocida.

Finalmente, los resultados de los trabajos incluidos en esta revision
sugieren que el ejercicio, como modulador del perfil de c-miRNAs, podria

Arch Med Deporte 2016;33(6):394-403 401



Manuel Fernandez-Sanjurjo, et al.

constituir una alternativa viable y coadyuvante a las terapias farmacol -
gicas y dietéticas basadas en miRNAs que actualmente se encuentran
en desarrollo. En este sentido, la modulacién terapéutica de la funcion
de miRNAs implicados en procesos patoldgicos o degenerativos puede
implicar tanto la inhibicion como la ganancia de funcién de un miRNA
en particular y ambas caracteristicas se han observado en la respuesta
de los c-miRNAs al ejercicio.

Perspectivas de futuro

Todos los estudios incluidos en esta revision tienen un marcado
carécter descriptivo, asociativo, y sigue pendiente, por o tanto, conocer
el origen, la forma de transporte, el destino y las dianas génicas de los
c-miRNAs que responden al ejercicio. Esta informacion es imprescindible
para conocer el papel funcional de estos reguladores epigenéticos en
la respuesta molecular al ejercicio, la cual, en Ultimo término, coordina
los efectos beneficiosos del ejercicio para la salud.

Su validacién como biomarcadores de ejercicio podria contribuir
también al desarrollo de recomendaciones de ejercicio mds precisas
o incluso personalizadas, a optimizar su aplicacién como herramienta
preventiva o terapéutica y a explorar los limites maximos del ejercicio
saludable.
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