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MICROARNS COMO
BIOMARCADORES

DE SALUD

Y BIENESTAR ANIMAL
EN CERDOS

Los microARNs (miARNs) son pequeias moléculas de ARN no codificante
muy conservadas que intervienen en una amplia gama de  procesos
bioldgicos mediante la regulacion postranscripcional de la expresion  génica.

Un aspecto intrigante en la identificacion de estas moléculas como biomarcadores se deriva
de su papel en la comunicacion entre células, su secrecion activa desde las células al
medio extracelular, su alta estabilidad en los fluidos corporales y su facilidad de obtencion.

Todas estas caracteristicas confieren a los miARNs el potencial para convertirse en
una herramienta no invasiva que permita evaluar el bienestar animal en condiciones de
estrés metabolico, ambiental y de manejo. Esta revision ofrece una vision general de
los conocimientos actuales sobre el uso potencial de miARNs tisulares y/o circulantes
como biomarcadores para la evaluacion del estado de salud y bienestar en el porcino.
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ANIMAL WELFARE
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MICRORNA AS BIOMARKERS OF HEALTH AND WELFARE IN SWINE

Dani
Resaltado
MicroRNAs (miRNAs) are highly conserved small non-coding RNA molecules involved in a wide range of biological processes through post-transcriptional regulation of gene expression.

Dani
Resaltado
An intriguing aspect in identifying these molecules as biomarkers is derived from their role in cell-to-cell communication, their active secretion from cells into the extracellular environment, their high stability in body fluids, and their ease of collection.

Dani
Resaltado
All these features confer on miRNAs the potential to become a non-invasive tool to score animal welfare. There is growing interest in the importance of miRNAs as biomarkers for assessing the welfare of livestock during metabolic, environmental, and management stress. This review provides an overview of the current knowledge regarding the potential use of tissue and/or circulating miRNAs as biomarkers for the assessment of the health and welfare status in swine.


NUEVOS PARAMETROS DE
EVALUACION DEL
BIENESTAR ANIMAL

Monitorizar el bienestar y la salud
de los cerdos es fundamental para
la produccion de alimentos seguros
y de alta calidad. Este desafio
es muy relevante, tanto para la
industria porcina como para los
consumidores que prestan cada
vez mas atencién a la forma en
la que se crian los animales y, en
consecuencia, a la forma en que se
obtienen los productos alimentarios
de origen animal.

Recientemente, el  protocolo
Welfare Quality introdujo el
uso de pardmetros basados
en los animales centrados en
sus necesidades e incluyendo
la evaluacion de indicadores
adecuados (vélidos, fiables 'y

viables) que permitan evaluar su
bienestar fisico y mental'.

El deterioro del bienestar de los
animales suele estar causado por
el estrés crénico resultante de la
incapacidad para hacer frente a los
factores ambientales combinado
con la wvulnerabilidad genética
(por ejemplo, la concentracién
de  neurotransmisores  como
la serotonina y la respuesta
inmunitaria individual)?*.

Por ello, los parametros basados
en los animales son especialmente
Utiles porque reflejan los efectos de
la interaccién entre el animal y su
entorno.

Segun la bibliografia actual, los
indicadores de bienestar del ganado
se clasifican en tres categorias
principales®®:

Parametros fisiolégicos

Observaciones
del comportamiento

Calidad del producto
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Los  pardmetros fisioldgicos,
incluidos los sanguineos®™ y la
observacion del comportamiento

permiten evaluar el bienestar
animal in vivo'.
La perturbacion  metabdlica

sisttmica resultante del estrés
créonico también se ha investigado
mediante la metabolémica vy
ha permitido la identificacion
de  pardmetros  directamente
asociados a las condiciones de
manejo y alojamiento, y regulados
por el eje hipotalamo-hipdfisis-

suprarrenal  (HHA)®Y.  Otros
estudios han tratado de identificar
hormonas y otras moléculas

encontradas en niveles fuera de los
“rangos fisioldgicos
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DIAGNOSIS
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NEW ANIMAL WELFARE ASSESSMENT PARAMETERS
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Monitoring the welfare and health of pigs is essential for the production of safe and high quality food. This challenge is highly relevant, both for the pork industry and for consumers who are paying more and more attention to the way animals are raised and, consequently, to the way food products of animal origin are obtained.

Dani
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Recently, the Welfare Quality protocol introduced the use of animal-based parameters focused on the needs of the animals and including the evaluation of appropriate (valid, reliable and feasible) indicators to assess their physical and mental well-being1.

Dani
Resaltado
Impaired animal welfare is often caused by chronic stress resulting from inability to cope with environmental factors combined with genetic vulnerability (e.g., concentration of neurotransmitters such as serotonin and individual immune response)2-4.

Dani
Resaltado
Therefore, animal-based parameters are particularly useful because they reflect the effects of the interaction between the animal and its environment. 

According to current literature, livestock welfare indicators fall into three main categories5-8:
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Physiological parameters
Behavioral observations 
Product quality

Dani
Resaltado
Physiological parameters, including blood parameters9-11 and behavioral observation allow assessment of animal welfare in vivo12.

Dani
Resaltado
Systemic metabolic disturbance resulting from chronic stress has also been investigated by metabolomics and has allowed the identification of parameters directly associated with management and housing conditions, and regulated by the hypothalamic-pituitary-adrenal (HHA) axis13,14. 13,14 Other studies have attempted to identify hormones and other molecules found at levels outside the "physiological ranges "15-17.
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MIARNS COMO
POTENCIALES
BIOMARCADORES

Los miARN son segmentos cortos
de ARN (aproximadamente 22
nucledtidos) que no codifican para
proteinas. Codificados en el genoma
de la célula, son trascritos en el
nucleo, dando lugar a los pri-miARN
que son procesados y exportados al
citoplasma para realizar su funcion
como MiARN maduros'8:

La funcién regulatoria de la expresion
génica postranscripcional de los
miARN reside en su capacidad para
unirse a la regién 3'UTR del ARN
mensajero (ARNm) del gen diana.

De esta forma, la union de un MIARN
a un segmento complementario de
ARNmM se traduce en una disminucion
de la sintesis de la proteina codificada
por el gen diana'®.

&
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FIGURA 1

Formacion y mecanismo de accidn de los miARNS. (1) La transcripcidn
de los miARNs se inicia en el ndcleo celular, gracias a la accidn de

la polimerasa Il (Pol II), dando lugar a transcritos de miARN primario
(pri-miARN) que son procesados por la ribonucleasa DROSHA para
generar pre-miARN. (2) Estas moléculas son transportadas al citoplasma
por la exportina 5 (EXP05). Sequidamente, el complejo DICER elimina
el bucle en el pre-miARN para dar lugar al miARN maduro que se
incorpora al complejo de silenciamiento del ARN (RISC - del inglés,
RNA-induced silencing complex). La union del miARN a sus
secuencias complementarias en el ARNm impide la sintesis proteica
al bloguear la traslacion del ribosoma o favorecer su degradacion al
acelerar el proceso de deadenilacion | /oo & Suh 207579
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MIRNAS AS POTENTIAL BIOMARKERS
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miRNAs are short segments of RNA (approximately 22 nucleotides) that do not code for proteins. Encoded in the cell genome, they are transcribed in the nucleus, resulting in pri-miRNAs that are processed and exported to the cytoplasm to perform their function as mature miRNAs18.

Dani
Nota adhesiva
These paragraph has been added, including a reference to the source article (reference 18) in order to introduce the concept of miARNs. 

Dani
Nota adhesiva
The figure has been created based on the cited article. 
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The regulatory function of miRNAs post-transcriptional gene expression lies in their ability to bind to the 3'UTR region of the messenger RNA (mRNA) of the target gene.
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Thus, binding of a miRNA to a complementary mRNA segment results in a decrease in the synthesis of the protein encoded by the target gene18.
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FIGURE 1 Formation and mechanism of action of miRNAs. (1) Transcription of miRNAs is initiated in the cell nucleus by polymerase II (Pol II), resulting in primary miRNA transcripts (pri-miRNA) that are processed by DROSHA ribonuclease to generate pre-miRNAs. (2) These molecules are transported to the cytoplasm by exportin 5 (EXPO5). Next, the DICER complex removes the loop in the pre-miRNA resulting in mature miRNA that is incorporated into the RNA-induced silencing complex (RISC). Binding of the miRNA to its complementary sequences in the mRNA prevents protein synthesis by blocking ribosome translation or promoting its degradation by accelerating the deadenylation process.
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TRANSCRIPTION
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PROCESSING
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NUCLEUS
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CYTOPLASM
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MATURATION
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RISC COMPLEX FORMATION
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PROTEIN 
SYNTHESIS 
BLOCKAGE
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Degradation of mRNA
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ACCELERATION OF
DEADENYLATION
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BLOCKING 
TRANSLATION OF
RIBOSOME
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Mature miRNA


Los miARNs coordinan procesos
celulares, incluyendo la modulacién
del desarrollo del animal, la
homeostasis, las respuestas
inmunitarias y el control de las
infecciones, y también son cruciales
para la regulacién de la renovacién de
las células madre y la diferenciacién
de los tejidos?023.

Tras un estimulo fisiolégico o una
lesion, los miARNs circulantes
(c-miARNs) pueden ser liberados
por las células a la sangre o a otros
fluidos corporales de forma activa
(secrecién) o pasiva (filtracion a
través de la membrana)?*-2°.

Por ello, parte del interés suscitado
por los c-miARNs se relaciona con
su implicaciéon en la regulacién
de vias moleculares en las
células receptoras y su notable
potencial como biomarcadores de
enfermedades y trastornos®’.

Algunos de los aspectos maés
interesantes de la identificacion
de moléculas de mMIARN como
biomarcadores se derivan de su?®:

|
>Expresion espacial y temporal
altamente regulada

>Secrecidn activa desde las
células al entorno extracelular

>Gran estabilidad en los fluidos
corporales

BIOMARCADORES

DE ESTADOS
FISIOLOGICOS
A 4

Los perfiles de los c-miARNs
cambian en el caso de
enfermedades e infecciones
viricas o bacterianas®®, vy
segun el estado fisiolégico (por
ejemplo, la gestacién)®>*, lo que
implica que estas moléculas
son biomarcadores adecuados

para monitorizar diferentes
condiciones fisioldgicas en los
animales.

BIOMARCADORES
DE ESTRES

v

Evidencias obtenidas en modelos de
roedores indican que los c-miARNs
también pueden servir como
biomarcadores de resiliencia o
vulnerabilidad al estrés®, ya que los
miARNs contribuyen a numerosos
aspectos de la neurogénesis, la
plasticidad neuronal y la respuesta
al estrés, a la vez que modulan la
expresion de genes implicados en el
estrés psicosocial cronico® 3.

Relacionarlascondicionesestresantes
y sus efectos psicoldgicos es par-
ticularmente dificil en los animales
de granja, pero se ha demostrado la
asociacion entre el estrés crénico y
los conflictos sociales, el aislamiento
y el hacinamiento®%°.

Hasta la fecha, ningin estudio ha
investigado el papel de los miARN
en los mecanismos moleculares
que subyacen a las respuestas al
estrés psicolégico en las especies
ganaderas, pero, dado el inherente
caracter social de estos animales,
la capacidad de estas moléculas
para modular las redes moleculares
asociadas al estrés mental merece
una mayor atencion.

DETECCION DE
miARN - DEL
LABORATORIO AL
CAMPO

h 4

Debido al alto nivel de homologia
de las secuencias, los miARNs
pueden ser detectados facilmente
sin necesidad de utilizar anticuerpos
0 ensayos especificos para cada
especie. Por ello, la identificacién
de miARNs adecuados es un
interesante campo de investigacion
que puede proporcionar una vision
mas amplia del bienestar y la salud
de los animales a nivel molecular.
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Los c-miARNs se encuentran
entre los biomarcadores clinicos
mas prometedores para la
identificacion de trastornos
relacionados con el estrés en los
animales, siendo herramientas
vélidas para evaluar el bienestar
de un animal a lo largo de su
vida, ademas de permitir puntuar
la calidad de sus productos a lo
largo de la cadena de suministro
de alimentos.

Recientemente, se ha propuesto
restringir el concepto de estrés a
“las condiciones en las que una
demanda ambiental excede la
capacidad natural de regulacion
de un organismo, en situaciones

particulares que incluyen lo
impredecible e incontrolable”,
y debe estar estrictamente

relacionado con una condicién

de salud®®. Dentro de estas
situaciones  “imprevisibles e
incontrolables” pueden incluirse
varios  eventos  desafiantes
durante la vida productiva de los
animales:

|

> Estrés inmunoldgico y
metabolico

> Estrés asociado al manejo y
la manipulacion

> Estrés por separacion y
reagrupacion de los animales
durante su ciclo de produccién

> Estrés asociado al destete

> Estrés asociado a cambios
en la dieta

> Estrés asociado al transporte
> Estrés ambiental
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miRNAs coordinate cellular processes, including modulation of animal development, homeostasis, immune responses and infection control, and are also crucial for the regulation of stem cell renewal and tissue differentiation20-23.
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Following a physiological stimulus or injury, circulating miRNAs (c-miRNAs) can be released by cells into the blood or other body fluids actively (secretion) or passively (leakage across the membrane)24-26.
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Therefore, part of the interest in c-miRNAs is related to their involvement in the regulation of molecular pathways in receptor cells and their remarkable potential as biomarkers of diseases and disorders.
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Some of the most interesting aspects of the identification of miRNA molecules as biomarkers derive from their28:
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Highly regulated spatial and temporal expression 
Active secretion from cells to the extracellular environment 
High stability in body fluids
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BIOMARKERS OF PHYSIOLOGICAL STATES
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The profiles of c-miRNAs change in the case of viral or bacterial diseases and infections29-31, and according to physiological state (e.g. gestation)32,33, which implies that these molecules are suitable biomarkers to monitor different physiological conditions in animals.
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BIOMARKERS OF STRESS
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Evidence from rodent models suggests that c-miRNAs may also serve as biomarkers of resilience or vulnerability to stress34, as miRNAs contribute to numerous aspects of neurogenesis, neuronal plasticity and stress response, while modulating the expression of genes involved in chronic psychosocial stress35,36.
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Correlating stressful conditions and their psychological effects is particularly difficult in farm animals, but the association between chronic stress and social conflict, isolation and overcrowding has been demonstrated37-39.
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To date, no studies have investigated the role of miRNAs in the molecular mechanisms underlying psychological stress responses in livestock species, but, given the inherent social nature of these animals, the ability of these molecules to modulate molecular networks associated with mental stress deserves further attention.
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MIRNA DETECTION - FROM THE LAB TO THE FIELD

Dani
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Due to the high level of sequence homology, miRNAs can be easily detected without the use of antibodies or species-specific assays. Therefore, the identification of suitable miRNAs is an exciting field of research that can provide a broader view of animal welfare and health at the molecular level.

Dani
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c-miRNAs are among the most promising clinical biomarkers for the identification of stress-related disorders in animals, being valid tools to assess the welfare of an animal throughout its life, as well as to score the quality of its products along the food supply chain.

Dani
Resaltado
Recently, it has been proposed to restrict the concept of stress to "conditions in which an environmental demand exceeds the natural regulatory capacity of an organism, in particular situations that include the unpredictable and uncontrollable", and must be strictly related to a health condition40. Within these "unpredictable and uncontrollable" situations may be included several challenging events during the productive life of animals:

Dani
Resaltado
Immunological and metabolic stress 
Stress associated with handling and manipulation 
Stress due to separation and regrouping of animals during their production cycle 
Stress associated with weaning 
Stress associated with changes in diet Stress associated with transportation 
Environmental stress
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MIARNS RELACIONADOS
CON LA SALUD Y EL
ESTRES EN CERDOS

Muchos de los efectos de los factores estresantes en las granjas porcinas FIGURA 2
son evidenciables, por ejemplo, la expresién irregular del celo, el aumento de Resumen de los miARNSs alterados en
las tasas de aborto, la reduccién de la vitalidad de los lechones o el aumento respuesta al estrés en cerdos. La lista

se limita a los miARNs confirmados
por secuenciacion y validados
mediante técnicas moleculares como
laRT-gPCR y la hibridacidn in situ.

de infecciones. Los efectos del estrés a lo largo del ciclo vital de los cerdos
implican cambios fisiol6gicos que afectan a su salud y bienestar [Figura 2).

MARNS  SSTEMAENDOCRNO
& ESTRES

INMUNIDAD

miR-122, miR-125a, miR-125b, miR-126-3p, miR-126-5p, miR-1307,
miR-145-5p, miR-15a-5p, miR-18a-5p, miR-21-5p, miR-221-5p, miR-23,
miR-23a, miR-26a, miR-27b-3p, miR-29a, miR-29b-3p, miR-30c, miR-30e-5p,
miR-451, miR-590-3p, miR-92a

= ' : let-7a, let-7c, let-7d, let-7f, miR-148a-3p, miR-181a,
® miR-182-5p, miR-191, miR-193a-3p, miR-200c-3p, miR-219,

miR-25-3p, miR-30a-5p, miR-30a-3p, miR-30c, miR-30d-5p,
: miR-320, miR-338, miR-365-5p, miR378, miR-423-5p,

miR-4334, miR-574-3p, miR-769-3p
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MIRNAS ASSOCIATED 
WITH HEALTH
HEALTH AND
STRESS IN PIGS
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Many of the effects of stressors on pig farms are evident, e.g., irregular expression of estrus, increased abortion rates, reduced piglet vitality or increased infections. The effects of stress throughout the life cycle of pigs involve physiological changes that affect their health and welfare (Figure 2).
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FIGURE 2 Summary of miRNAs altered in response to stress in pigs. The list is limited to miRNAs confirmed by sequencing and validated by molecular techniques such as RT-qPCR and in situ hybridization.

Dani
Resaltado
MIRNAS & STRESS
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ENDOCRINE SYSTEM
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IMMUNITY

Dani
Resaltado
MILK
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MANAGEMENT
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ENVIRONMENTAL STRESS


EL SISTEMA
ENDOCRINO.Y LA
RESPUESTA AL
ESTRES

h 4

La primera reaccién frente a
un factor estresante es una
alteracién adaptativa del eje HHA.
Sin embargo, el estrés persistente
puede inducir cambios en las
redes de regulacidon génica,
incluyendo alteraciones en los
niveles de los miARNs*"
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ESTUDIOS RECIENTES HAN DESTACADO EL
PAPEL DE LOS MIARNS EN LA REGULACION DEL
EJE HHA EN LOS CERDOS**

MIARN VS CRH

Ante un evento estresante, la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) activa
al eje HHA, promoviendo la secrecion de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH) por
parte de la hipdfisis y de glucocorticoides
por parte de las glandulas adrenales.

En este sentido, la relacién entre la CRH
y miR-375 en la regulacién de la sintesis
de catecolaminas se ha estudiado en la
glédndula adrenal de cerdas.

Los resultados demuestran que la CRH
inhibe la expresion de miR-375, que a su
vez inhibe la expresion de catecolaminas42.

Ademés, el miR-375 tiene como diana al
gen SP7, un efector descendente de la via
de la proteina quinasa A, disminuyendo
la esteroidogénesis y la produccion de
glucocorticoides*?.

MIARN VS FSH

Ye et al investigaron la capacidad
de los miARNs para  regular
post-transcripcionalmente la expresion in
vitro de la hormona foliculoestimulante
(FSH) en células de la hipofisis anterior de
cerdas*®, demostrando que los niveles de
expresion de miR-361-3p y la abundancia
de FSHB estdn  correlacionados
negativamente.

Tras la estimulacion de las células con la
hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), el nivel de miR-361-3p disminuyo,
mientras que el de FSHB aumento. El
mecanismo subyacente esta relacionado
con la capacidad de miR-361-3p para
unirse directamente a la UTR 3’ del gen
FSHB*3,

MIARN VS ZEN

La capacidad de los miARNs para modular
la expresién de la FSH también se ha
reportado en el contexto de la exposicidon
a zearalenona (ZEN), una micotoxina
no esteroidea producida por Fusarium
que se puede encontrar en los piensos y
que provoca alteraciones en el sistema
reproductor porcino*4.

Los efectos de la ZEN en la hipéfisis
incluyeron la modulacién de miR-7,
que actla como regulador de la
sintesis y secrecion de gonadotropinas.
Los autores demostraron que la ZEN
aumentd la expresion de miR-7,
inhibiéndose la expresion de FSH
al actuar directamente sobre el gen
FOS*.

porci

Sap

iens IR 7


Dani
Resaltado
THE ENDOCRINE SYSTEM AND STRESS RESPONSE
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The first reaction to a stressor is an adaptive alteration of the HPA axis. However, persistent stress can induce changes in gene regulatory networks, including alterations in the levels of miRNAs41.

Dani
Resaltado
RECENT STUDIES HAVE HIGHLIGHTED THE ROLE OF MIRNAS IN THE REGULATION OF THE HPA AXIS IN PIGS42-45

Dani
Resaltado
Upon a stressful event, corticotropin-releasing hormone (CRH) activates the HPA axis, promoting the secretion of adrenocorticotropic hormone (ACTH) by the pituitary and glucocorticoids by the adrenal glands.

Dani
Resaltado
In this regard, the relationship between CRH and miR-375 in the regulation of catecholamine synthesis has been studied in the adrenal gland of sows.

Dani
Resaltado
The results demonstrate that CRH inhibits the expression of miR-375, which in turn inhibits the expression of catecholamines42.

Dani
Resaltado
Additionally, miR-375 targets the SP1 gene, a downstream effector of the protein kinase A pathway, decreasing steroidogenesis and glucocorticoid production42.

Dani
Resaltado
Ye et al. investigated the ability of miRNAs to post-transcriptionally regulate follicle-stimulating hormone (FSH) expression in vitro in sow anterior pituitary cells43, demonstrating that miR-361-3p expression levels and FSHB abundance are negatively correlated.

Dani
Resaltado
After stimulation of the cells with gonadotropin-releasing hormone (GnRH), the level of miR-361-3p decreased, whereas that of FSHB increased. The underlying mechanism is related to the ability of miR-361-3p to bind directly to the 3' UTR of the FSHB gene43.

Dani
Resaltado
The ability of miRNAs to modulate FSH expression has also been reported in the context of exposure to zearalenone (ZEN), a non-steroidal mycotoxin produced by Fusarium that can be found in feed and causes alterations in the porcine reproductive system44.

Dani
Resaltado
The effects of ZEN on the pituitary included modulation of miR-7, which acts as a regulator of gonadotropin synthesis and secretion. The authors demonstrated that ZEN increased miR-7 expression, inhibiting FSH expression by acting directly on the FOS gene.
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MIARN VS GH

Qi et al. exploraron los cambios en la
expresion de miARN tras la estimulacién
de células hipofisarias porcinas con
hormona liberadora de la hormona del
crecimiento (GHRH) y con cortistatina

e identificaron 19 y 35 miARNSs con
expresion diferencial, respectivamente.

MIARN VS INFLUENZA

El papel de los miARNs como reguladores de la respuesta
inmunitaria innata inducida por el virus de la Influenza A HIN2 (IAV)
en los pulmones y los leucocitos se ha investigado en un modelo
porcino in vivo46:47.52,

Brogaard et al. demostraron que varios miARNs y genes

Las pruebas funcionales demostraron
que let-7c modulaba la expresion
de los genes de la hormona del
crecimiento 1 (GHT) y del receptor
de la hormona liberadora de la
hormona del crecimiento (GHRHR)
uniéndose a sus respectivos 3'UTRs
y promoviendo una disminucién de la
secrecion de GH4.

INMUNIDAD
v

Varios estudios han analizado la
implicacién de los miARNs en la
respuesta inmunitaria de los cerdos
frente a virus, bacterias y parasitos,
mientras que otros han comparado
cerdos sanos de diferentes razas
utilizando métodos de secuenciacion,
microarrays y RT-qPCR.

Los genes a los que se dirigen los
miARNs identificados en estos
estudios  mediante  prediccién
in silico o mediante validacién
experimental estan implicados en
vias relacionadas con la inmunidad,
como la apoptosis, la inhibicién de la

replicacion viral y el reconocimiento
viral46-51,

En este apartado, nos centramos
en los estudios que incluyeron la
validacion experimental de los genes
diana y demostraron el potencial de
los miARN como biomarcadores o
para su uso en la terapia antiviral.

relacionados con el sistema inmunitario presentan una expresion
diferencial en los pulmones y los leucocitos de los cerdos
infectados#4’. En los pulmones, los autores correlacionaron la

expresion de algunos miARNs y genes*’:
|

> miR-29b-3p y miR-15a-5p desempefian un papel en la
apoptosis al afectar la expresion de los genes BCL2'y MCLI.

> miR21-5p modula la expresién de citoquinas pro- y
antiinflamatorias.

> miR-18a-5p y miR- 590-3p actian sobre el gen del factor de
iniciacion de la traduccion eucaridtica 2 alfa quinasa 2 (EIF2AK2)
que codifica un inhibidor de la replicacién viral.

En los leucocitos, se detectaron diferentes miARNs en tres
momentos tras la infeccién y el andlisis de las interacciones
entre miARNs y genes demostré que estaban implicados en la
apoptosis y en las respuestas inmunitarias innatas4”.

miR-29B-3P Y miR-21-5P REPRESENTAN

POSIBLES DIANAS CANDIDATAS PARA LA
MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA
FRENTE AL VIRUS INFLUENZA A HIN1

MIARN VS PRRS

Se ha investigado ampliamente la capacidad de los miARNs para

modular la respuesta inmunitaria durante la infeccién por el PRRSV.
|

> miR-27b-3p y miR-26a inhiben la replicacién del PRRSV
al actuar sobre la proteina no estructural 2 del virus en los
macréfagos alveolares®0, afectando también a factores
implicados en la via del IFN, incluidos los genes MX7e
IFl44/IFI44, las quimioquinas, las citoquinas y el factor del
complemento en las células MARC-14553.

> miR-29a regula la replicacién del PRRSV al unirse directamente
a su ARN gendémico y promover su replicacién mediante su union
al extremo 3'UTR del gen AKT348.

> miR-23 aumenta la expresion de Interferon tipo | (IFN-1) al
actuar sobre los genes IRF3/IRF7, lo que puede contribuir a la
supresién de la infeccion por el PRRSVS4.

> miR-30c puede ser estimulado por el PRRSV para impedir
la sefalizacién mediada por IFN-I al unirse directamente a los
genes JAKTy de la cadena g del receptor de interferén a/g,
promoviendo asf la replicacién viral%.
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Qi et al. explored changes in miRNA expression after stimulation of porcine pituitary cells with growth hormone-releasing hormone (GHRH) and cortistatin and identified 19 and 35 differentially expressed miRNAs, respectively.
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Functional tests demonstrated that let-7c modulated the expression of growth hormone 1 (GH1) and growth hormone-releasing hormone receptor (GHRHR) genes by binding to their respective 3'UTRs and promoting a decrease in GH45 secretion.
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IMMUNITY
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Several studies have analyzed the involvement of miRNAs in the immune response of pigs against viruses, bacteria and parasites, while others have compared healthy pigs of different breeds using sequencing, microarrays and RT-qPCR methods.
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The genes targeted by miRNAs identified in these studies by in silico prediction or by experimental validation are involved in immune-related pathways such as apoptosis, inhibition of viral replication and viral recognition46-51.
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In this section, we focus on studies that included experimental validation of target genes and demonstrated the potential of miRNAs as biomarkers or for use in antiviral therapy.
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The role of miRNAs as regulators of the innate immune response induced by Influenza A H1N2 virus (IAV) in lungs and leukocytes has been investigated in an in vivo swine model46,47,52.

Dani
Resaltado
Brogaard et al. demonstrated that several miRNAs and immune-related genes are differentially expressed in the lungs and leukocytes of infected pigs46,47. In the lungs, the authors correlated the expression of some miRNAs and genes47:
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miR-29b-3p and miR-15a-5p play a role in apoptosis by affecting the expression of BCL2 and MCL1 genes. miR21-5p modulates the expression of pro- and anti-inflammatory cytokines.
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miR-18a-5p and miR- 590-3p act on the eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 2 (EIF2AK2) gene encoding an inhibitor of viral replication.
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In leukocytes, different miRNAs were detected at three time points after infection and analysis of miRNA-gene interactions showed that they were involved in apoptosis and innate immune responses47.
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miR-29B-3P AND miR-21-5P REPRESENT POSSIBLE CANDIDATE TARGETS FOR MODULATION OF THE IMMUNITARY RESPONSE TO INFLUENZA A H1N1 VIRUS.
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The ability of miRNAs to modulate the immune response during PRRSV infection has been extensively investigated.
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miR-27b-3p and miR-26a inhibit PRRSV replication by acting on the virus non-structural protein 2 in alveolar macrophages50, also affecting factors involved in the IFN pathway, including MX1 and IFI44/IFI44 genes, chemokines, cytokines and complement factor in MARC-14553 cells.
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miR-29a regulates PRRSV replication by binding directly to its genomic RNA and promoting its replication by binding to the 3'UTR end of the AKT348 gene.
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miR-23 increases the expression of type I interferon (IFN-1) by acting on the IRF3/IRF7 genes, which may contribute to the suppression of PRRSV54 infection.
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miR-30c can be stimulated by PRRSV to impede IFN-I-mediated signaling by binding directly to the JAK1 and β-chain genes of the interferon α/β receptor, thereby promoting viral replication55.


MIARN VS PESTE PORCINA AFRICANA

El efecto de la infeccién por el virus de la peste porcina africana
(VPPA) sobre la expresion diferencial de miARNs de los cerdos
se ha investigado in vivo comparando su expresién en animales
infectados con dos cepas virales (virulenta vs atenuada)®®.

SeseleccionarondiezmiARNSs parala prediccién de dianas basandose
en la mayor representacion en tejidos: miR-23a, miR-30e-5p,
miR-92a, miR-122, miR-125b, miR-126-5p, miR-145-5p, miR-1253,
miR-451y miR-126-3p.

Los potenciales genes diana estaban relacionados con la respuesta
inmunitaria, afectando a las vias de sefalizacién de los receptores
de linfocitos B y T, la citotoxicidad mediada por células NK o la
fagocitosis mediada por receptores Fc gamma, asi como a procesos
relacionados con la patogénesis de la infeccién y la interaccién
virus-huésped®®.

MIARN VS/FIEBRE AFTOSA

Se ha descrito que la expresion del miR-1307 se encuentra
aumentada en células renales porcinas en relaciéon a una
preactivacién y potenciacion de la sefalizacion del sistema
inmunitario innato en la fase inicial de la infeccién por el virus de
la Fiebre Aftosa (VFA). Este miARN promueve la degradacion de la
proteina viral estructural VP3 a través de la via del proteasoma y la
regulaciéon de genes relacionados con el sistema inmunitario®'.

El potencial terapéutico del miR-1307 también se ha demostrado
mediante la inyeccion subcutanea de miR-1307 agomir en ratones
lactantes, donde retraso la letalidad inducida por el VFA®',

MIARN VS DIARREA EPIDEMICA PORCINA

El aumento de la expresiéon del miR-221-5p en células MARC-145
infectadas con el virus de la Diarrea Epidémica Porcina (PEDV)
se relaciona con la inhibicion de la replicacion viral al actuar
directamente sobre su 3'UTR, ademas de mejorar la respuesta
inmunitaria del hospedador4®.

DIAGNOSTICO

LECHE
v

Los exosomas presentes en la leche
pueden transportar miARN desde las
células donantes a las receptoras,
regulando asi la expresién de los genes
diana y la funcién de las receptoras,
pudiendo llegar a diferentes tejidos
tras su absorcién intestinal®’.

miARN - CALOSTRO VS LECHE

Gu et al investigaron el perfil de
expresion de miARNs en cerdas a
lo largo de toda la fase de lactacién
(desde el parto hasta los 28 dias),
centrandose en la expresion de
miARNSs relacionados con el sistema
inmunitario®8.

Demostraron que los miARNs
relacionados con el sistema
inmunitario  (mMiR-148a-3p, mIR-
182-5p, miR-200c-3p, miR-25-3p,
miR-30a-5p, miR-30d-5p y
miR-574-3p)  estaban  presentes

en mayor cantidad en el calostro
que en la leche, y también eran
mas abundantes en la sangre de
los lechones alimentados sélo con
calostro en comparacién con los
alimentados sélo con leche®®.

Los miARNs liberados por los
exosomas de la leche porcina también
han sido caracterizados mediante
secuenciacion y los 10 miARNs maés
abundantes identificados han sido:
mMiR-193a-3p, MiR- 423-5p, miR-320,
miR-181a, miR-30a-3p, mIiR-378,
miR-191, let-7a, let-7f, y let-7c59.

miR-30A Y LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA LET-7
TIENEN UN PAPEL CRUCIAL EN LA PROTECCION
DE LA SALUD DEL LECHON RECIEN NACIDO

porci .
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AFRICAN SWINE FEVER
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MILK
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COLOSTRUM VS MILK
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FOOT AND MOUTH DISEASE
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PORCINE EPIDEMIC DIARRHEA
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The effect of African swine fever virus (ASFV) infection on the differential expression of miRNAs in pigs has been investigated in vivo by comparing their expression in animals infected with two viral strains (virulent vs. attenuated)56.
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Ten miRNAs were selected for target prediction based on the highest representation in tissues: miR-23a, miR-30e-5p, miR-92a, miR-122, miR-125b, miR-126-5p, miR-145-5p, miR-125a, miR-451, and miR-126-3p.
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The potential target genes were related to the immune response, affecting B and T lymphocyte receptor signaling pathways, NK cell-mediated cytotoxicity or Fc gamma receptor-mediated phagocytosis, as well as processes related to the pathogenesis of infection and virus-host interaction56.
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It has been described that the expression of miR-1307 is increased in porcine renal cells in relation to a pre-activation and potentiation of the signaling of the innate immune system in the initial phase of infection by the foot-and-mouth disease virus (FMDV). This miRNA promotes the degradation of the structural viral protein VP3 through the proteasome pathway and the regulation of immune-related genes51. 

The therapeutic potential of miR-1307 has also been demonstrated by subcutaneous injection of miR-1307 agomir in suckling mice, where it delayed FMDV-induced lethality51.
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Increased expression of miR-221-5p in Porcine Epidemic Diarrhea Virus (PEDV)-infected MARC-145 cells is associated with inhibition of viral replication by acting directly on its 3'UTR, in addition to enhancing the host immune response49.
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Exosomes present in milk can transport miRNA from donor to recipient cells, thus regulating the expression of target genes and the function of the recipients, and can reach different tissues af