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RESUMEN

La produccion lechera constituye una parte importante de la economia asturiana, que en
la actualidad esta sufriendo un proceso de intensificacion, disminuyendo el nimero de
ganaderias familiares de pequefio tamafio, aumentando el ndmero de cabezas por
explotacion y de produccién diaria por vaca, lo que conlleva problemas ambientales y
bienestar animal. La ganaderia extensiva ofrece grandes ventajas en cuanto al
mantenimiento del paisaje y preservacion de ecosistemas y representa una alternativa

sostenible a las explotaciones intensivas.

Al tratarse de un territorio con una arraigada tradicion minera e industrial, la calidad de
la leche puede verse afectada por la cercania de las ganaderias con sistemas de produccion
intensivos y que, por tanto, alimenten al ganado a base de produccion propia a zonas con

elevada presencia de elementos potencialmente toxicos (EPT).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es evaluar las diferencias de los niveles de
expresion de miRNA en la grasa de la leche de vaca con el fin de comprobar si estos
pueden ser utilizados como biomarcadores que informen acerca de la calidad ambiental
del entorno. Para ello, se han seleccionado 3 marcadores de miRNA: bta-miR-26a; bta-
miR-146a; bta-miR-223 y se ha comparado y agrupado su expresion en funcion de la
distancia de las ganaderias a focos de contaminacion. Para el grupo “cerca” se tomaron
24 muestras de diez explotaciones situadas a menos de cinco kilometros de zonas de alta
actividad industrial y para el de “lejos” 16 muestras de seis ganaderias a mas de cinco

kildbmetros de estas zonas.

Se hallaron diferencias significativas en funcion de la distancia de los tres miRNAs
analizados, aunque se hace necesaria la realizacion de estudios que puedan confirmar esta
asociacion. siendo menores en las muestras cercanas a las fuentes de contaminacion. Los
tres miRNA estaban fuertemente asociados entre ellos, pero no estaban asociados a un
contaminante concreto. Se ha demostrado que los perfiles de miRNA en grasa de la leche
cambian como consecuencia de la distancia a focos de contaminacion, aunque no sabemos

el contaminante concreto que puede estar detras de las diferencias de expresion.

Palabras clave: microARN, produccion de leche, contaminacion, gPCR
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ABSTRACT

Milk production is an important part of the Asturian economy, which is currently
undergoing a process of intensification, decreasing the number of small family farms and
increasing the number of heads per farm of daily production per cow, leading to
environmental problems and animal welfare. Extensive livestock farming offers great
advantages in terms of landscape maintenance and ecosystem preservation and represents

a sustainable alternative to intensive farming.

As this is an area with a long-standing mining and industrial tradition, the quality of milk
can be affected by the proximity of livestock farming to intensive production systems,
which therefore, feed livestock from own production to areas with high presence of

potentially toxic elements (PTE).

Hence, the objective of this work is to evaluate the differences in miRNA expression
levels in cow’s milk fat in order to check if these can be used as biomarkers that inform
about the environmental quality of the environment. To do this, 3 miRNA markers have
been selected: bta-miR-26a; bta-miR-146a; bta-miR-223 and their expression has been
compared and grouped according to the distance from livestock to pollution sources. For
the "fence" group, 24 samples were taken from ten farms located less than five kilometres
from areas of high industrial activity and for the "far" group, 16 samples from six farms

more than five kilometres from these areas.

Significant differences were found based on the distance of the three miRNAs analyzed,
although it is necessary to conduct studies that can confirm this association. being lower
in samples close to sources of contamination. The three miRNAs were strongly associated
with each other, but were not associated with a particular contaminant. It has been shown
that miRNA profiles in milk fat change as a result of the distance to pollution foci,
although we do not know the specific contaminant that may be behind the differences in

expression.

Keywords: microRNA, milk production, pollution, g°PCR
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1. INTRODUCCION

Un rasgo comun de los modelos de produccién de leche en la cornisa cantabrica es el
caracter familiar de las explotaciones y la produccion forrajera propia. Las explotaciones
son en general de pequefia dimensidn, situadas en zonas de vocacion y tradicion lechera,
que emplea mano de obra familiar y cuya capacidad de crecimiento se ve limitada por la
disponibilidad de la tierra. Estas explotaciones pequefias constituyen el 60 % de las
granjas y son responsables del 20 % de la produccion de leche. De éstas, mas del 85 %
emplean la hierba fresca en la alimentacion de vacuno de leche, fundamentalmente como
pastoreo, y algo menos del 75 % emplean ensilado de hierba como principal forraje
conservado (Flores-Calvete et al., 2016).

Actualmente, la nueva estrategia europea y nacional en materia agraria intenta promover
la agricultura sostenible, la cual se entiende como una gestion ecosistémica de complejas
interacciones entre el suelo, el agua, las plantas, los animales de produccion y los
silvestres, el clima y el ser humano cuyo objetivo es integrar todos estos factores en un
sistema de produccién que sea Optimo tanto para el medio ambiente como para sus
habitantes y, al mismo tiempo, para obtener el mayor rendimiento econémico posible.
Las granjas deberian llegan a ser y perpetuarse como sostenibles, mimetizandose en la
medida de lo posible con el paisaje natural que les rodea.

Este panorama actual, en el que los suministros de alimento para el ganado se ven
seriamente comprometidos, junto con la nueva reforma PEPAC, plantea a los ganaderos
el reto de mantener las necesidades nutricionales para su ganado asegurando al mismo
tiempo que sus suministros son seguros y a la vez rentables. La cada vez mas elevada
demanda de uso de alimentos de alto valor nutritivo no sélo se fundamenta en proveer al
animal de los macro y micronutrientes esenciales, sino que también requiere que este
alimento esteé libre de factores no-nutritivos y de riesgos microbioldgicos y toxicologicos.
Aunque la prevalencia de los contaminantes quimicos es menor que los riesgos
microbioldgicos derivados del manejo y consumo de alimentos de origen animal, existe
gran preocupacion por los efectos subclinicos que pueden provocar. Los animales actdan
como filtros en los cuales la toxina ingerida a través del alimento contaminado es reducida

como resultado de su biotransformacion y eliminacion por el propio animal. Sin embargo,
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hay varias excepciones a este paradigma ya que existen contaminantes persistentes que
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se acumulan en el organismo de los animales (Fink-Gremmels, 2012).

Como se ha mencionado anteriormente, el sistema de produccion de vacuno de leche en
Asturias esta basado en pequefias ganaderias ampliamente distribuidas por el territorio
con produccion propia de los alimentos para los animales (Flores-Calvete et al., 2016).
Por tanto, la calidad y la seguridad quimica y microbioldgica tanto de los insumos como
del producto final (la leche) van a depender en gran medida de las caracteristicas del

entorno de la ganaderia.

En este sentido, el noroeste de Esparia en general y Asturias en particular, tienen una larga
tradicion minera e industrial. En algunas zonas, principalmente la Zona Central interior y
costera de Asturias, donde se concentran muchas de las ganaderias de vacuno de leche,
esta huella antropogénica se hace patente. Principalmente, la presencia de industrias
metaldrgicas, minas de carbon y de metales y una elevada densidad de poblacion y de
trafico de vehiculos en esta zona provocan una elevada presencia de elementos
potencialmente tdxicos (EPT) (Boente et al., 2017; Orddfiez et al., 2013; Sanz-Prada
et al., 2020) y contaminantes organicos (Garcia-Martinez et al., 2018) en los suelos, asi
como particulas PM10 (tamafio entre 2,5 — 10 um) en la atmoésfera (Almeida et al., 2013).
Varios estudios en la region han mostrado diferencias significativas en la concentracion
de algunos EPT en animales criados en zonas industrializadas respecto a las zonas rurales
(Miranda etal., 2003, 2005). Otros estudios también han puesto de manifiesto la
transferencia de algunos de estos EPT y de otros contaminantes organicos a la leche
(Gonzalez-Montafia et al., 2019; Ramos et al., 1997).

Estudios previos han demostrado que los perfiles de miRNA pueden variar dependiendo
del grado de contaminacion en el entorno de explotaciones (Forcada, 2023), donde
incluso se ha encontrado un marcador (miR-7-5p) cuya abundancia es significativamente
menor en leche de granjas que se encuentran cerca de focos de contaminacion. Esta
evidencia nos permite pensar que la variacion de los perfiles de miRNA en leche puede
utilizarse como un biomarcador que informe de manera indirecta sobre la calidad
ambiental del entorno de las granjas. Ademas, trabajos recientes, indican que la

exposicion tanto a cadmio (Chen etal., 2021) como a plomo (Chen etal., 2022)
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promueven la inflamacion en la glandula mamaria por mecanismos relacionados con los
miRNA.
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El Area de Nutricion, Pastos y Forrajes del SERIDA investiga en las caracteristicas
productivas de los prados, praderas, cultivos forrajeros y sus rotaciones o asociaciones,
evaluando in vivo e in vitro sus valores nutricionales para las explotaciones lecheras.
Ademaés, ofrece un servicio analitico de caracter multidisciplinar con herramientas de
control que garanticen la inocuidad y la calidad de los alimentos para animales y sus
producciones. En este contexto, ante las directrices europeas (PEPAC 2022) hacia una
ganaderia sostenible, basada en la alimentacion de recursos propios, que no dependa de
insumos procedentes del exterior que la hagan dependiente de la alta volatilidad de
precios y que, al mismo tiempo garantice la calidad y seguridad a lo largo de la cadena
agroalimentaria, se hace necesario desarrollar estrategias alternativas de control y cribado
rapido de la situacion ambiental y sanitaria de estas ganaderias, muy vinculadas al entorno

donde desarrollan su actividad.

La presente memoria de Trabajo Fin de Master esta vinculada a los proyectos 1D2021-
1260100R-100: Desarrollo de una plataforma genérica para la identificacion de acidos
nucleicos en la industria lactea: Autentificacidon de la leche ecoldgica (NanoNAMiIlK);
ID1/2021/000102: GRUPIN NySA, y RTA2015-00061-C02-01: Desarrollo de validacién
de estrategias de monitorizacion del impacto ambiental y sanitario en produccion lechera,
desarrollados en el Area de Nutricion, Pastos y Forrajes del Servicio Regional de
Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA) del Principado de Asturias y en
colaboracidon con la Universidad de Oviedo. Estos proyectos persiguen el desarrollo de
herramientas alternativas y novedosas para su aplicacién en el control y la monitorizacion

de contaminantes quimicos y sanitarios a lo largo de la cadena de produccién lactea.

El objetivo de este Trabajo Fin de Master es el estudio del impacto ambiental en
explotaciones ganaderas sostenibles de vacuno de leche, en concreto la asociacion entre
la presencia de contaminacion ambiental en forma de metales pesados como cadmio,
plomo y arsénico, asi como la abundancia relativa de microRNA, relacionados con el

proceso inflamatorio de la glandula mamaria, en la grasa de la leche cruda.
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2. CONSIDERACIONES TEORICAS

2.1.Leche

Segun la definicion del Codigo alimentario espafiol: “se entiende por leche natural el
producto integro, no alterado ni adulterado y sin calostros del ordefio higiénico, regular y
completo e ininterrumpido de las hembras domésticas sanas y bien alimentadas”. La leche
ha formado parte de la nutricion humana desde la aparicion de las sociedades agricolas,
en primer lugar como constituyente de alimentos fermentados y, posteriormente, en un
periodo de entre hace 5.000 y 20.000 afios, en forma de leche liquida, con la mutacion y
el surgimiento del fenotipo LP (lactase persistence) entre las poblaciones del norte de
Europa, ya que la digestion de este alimento requiere de la produccion de lactasa, un
enzima que no es expresado de forma constitutiva en el sistema digestivo de los

mamiferos (Brussow, 2013; Silanikove et al., 2015).

2.1.1. Tendencias en el consumo de leche

La leche representa un producto de gran importancia en la industria alimentaria,
especialmente en Espafia, donde un amplio porcentaje del consumo de lacteos total
corresponde a la leche liquida, en contraste con los habitos de consumo de otros paises
europeos, en los cuales el queso y los productos lacteos en polvo y derivados concentran
mayores cifras. Segun los Gltimos datos, en noviembre de 2022 se consumieron un total
de 4.720,15 millones de kilogramos de productos lacteos, y de ellos, 3.268,70 millones
de kg de leche liquida, un 69,24% (MAPA, 2022).

En lo que concierne a la evolucion en el tiempo del consumo de leche liquida, se observa
una disminucion general. Sin embargo, se realiza un mayor gasto per capita debido al

incremento del precio medio a causa de la situacion actual.

En cuanto al tipo de leche, a lo largo de los afios se ha ido reduciendo el consumo de leche
entera en detrimento de la desnatada y semidesnatada, que desde el afio 2006 han
experimentado un aumento notable de la cantidad media por persona, desde los 33,6 hasta
los 50,56 litros anuales (MAPA, 2022).

10
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Figura 1. Gréfico de tendencias de consumo de leche liquida en Espafia (2006-2021). Elaborado
a partir de los ultimos datos del INE y MAPA.

Asimismo, la leche de corta duracién aumenta su importancia y los hogares sin hijos son
los mayores consumidores de leche liquida (INE, 2015) (MAPA, 2022). Algunas posibles
causas del incremento del consumo de leche cruda son la tendencia de la sociedad hacia
productos de origen mas natural y el enaltecimiento de la compra local. Este crecimiento
se nutre de la percepcién de que el calentamiento de la leche destruye ciertas propiedades
nutricionales y que, incluso, puede tener efectos perjudiciales. Sin embargo, debido a sus
caracteristicas nutricionales, a su pH cercano a la neutralidad, de 6,6 en el caso de la leche
cruda de vaca y a una actividad del agua elevada, la leche constituye un medio 6ptimo
para el crecimiento de microorganismos. Para garantizar la seguridad alimentaria y
prolongar la vida util del producto, se han desarrollado procesos que incluyen

tratamientos térmicos (Claeys et al., 2013; Moazami Goodarzi et al., 2020).

La pasteurizacién, introducida hace méas de 100 afios, contribuyé a reducir la incidencia
de enfermedades asociadas al consumo de leche cruda y la prevalencia de patégenos en
este alimento. A inicios del siglo XX, hasta un tercio de muestras de leche cruda contenian
microorganismos patdgenos, incluso cuando estas procedian de animales clinicamente
sanos (Lucey, 2015; Sozanska, 2019).

2.2.Tipos de leche

Los tratamientos termicos de la leche liquida de vaca se pueden llevar cabo mediante tres

procedimientos: pasteurizacién, esterilizacion y UHT, siendo el primero de ellos

11
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considerado como tratamiento suave y los otros dos como intensos (S. Li etal., 2021;
Xing et al., 2020).
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La leche pasteurizada es sometida altas temperaturas en un corto tiempo (HTST), en torno
a 72°C durante 15-20 segundos, sin producir cambios significativos en las propiedades
nutricionales y organolépticas, aunque se han observado ciertos dafios en proteinas del
grupo B (Tadjine et al., 2019). A través de este método no se consigue la destruccion de
las esporas resistentes al calor que se generan en la materia prima y la vida util es de

apenas una semana en condiciones de refrigeracion (S. Li et al., 2021).

En segundo lugar, la esterilizacion de la leche se lleva a cabo después de su envasado.
Este método busca prolongar la vida util y destruir microorganismos patdgenos, asi como
las formas esporuladas, aunque también produce la inactivacién de enzimas y la
eliminacién de microorganismos banales, ademas de alteraciones en su sabor y color, ya
que la leche constituye un medio ideal para las reacciones de Maillard (Aalaei et al., 2019;
Bylund, 2003; van Asselt et al., 2008).

Por Gltimo, durante el proceso UHT se producen cambios deseables, como la destruccion
de patogenos y la desactivacion de enzimas y efectos indeseables tales como
oscurecimiento, pérdida de nutrientes, sedimentacion, separacion de grasas y sabor a
cocido (Chavan et al., 2011). Este tratamiento UHT se basa en la concepcion de que la
degradacion de ciertos componentes de la leche cruda sigue la misma cinética de
destruccion que los microorganismos patdgenos. Por lo tanto, la aplicacién de altas
temperaturas (130-145°C) durante tiempos reducidos permite minimizar la degradacién

de compuestos beneficiosos (S. Li et al., 2021).

2.3.Composicion nutricional

Una cantidad mayoritaria de la leche comercializada a nivel mundial procede del ganado
vacuno. En términos de composicién, la leche cruda de vaca representa un alimento
formado un 87% de agua y en torno a un 13% de extracto seco total (Bylund, 2003;
Pendini, 2012). EI componente mayoritario de este EST es la lactosa, principal aztcar de
la leche y que, al igual que una parte de los minerales, se encuentran en disolucion
verdadera. Los minerales restantes se encuentran unidos a fraccion proteica, que se puede

englobar en tres principales grupos:
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- Caseinas, que forman polimeros de estructura micelar debido a la asociacion de
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submicelas mediante puentes de fosfato célcico y que a su vez se pueden clasificar
en a-caseina, k-caseina y B-caseina.

- Proteinas del lactosuero, que son aquellas que permanecen en disolucion cuando
se produce un cuajado tanto &cido como enzimético. Poseen un gran valor
bioldgico, ya que su aminograma se asemeja al de una proteina 6ptima. Dentro de
este grupo de proteinas, la que se encuentra en la leche en mayor proporcion es la
beta-lactoglobulina, seguida de la alfa-lactoalbimina (que posee un papel
fundamental en el proceso de sintesis de lactosa en la ubre de la vaca) y las
inmunoglobulinas (Alais, 2003; Pendini, 2012).

- El tercer grupo, y a su vez el mas minoritario, es el conjunto de proteinas de la
membrana del glébulo graso, que ayudan a la estabilizacién de la emulsion

aceite/agua presente en le leche (Bylund, 2003).

Otro de los componentes proteicos presentes en la leche son las enzimas, cuyas
propiedades maés significativas derivan de su elevada y estricta especialidad en las
reacciones que catalizan y de su sensibilidad (Bylund, 2003; Pendini, 2012). La leche
cruda de vaca posee distintos sistemas con propiedades antimicrobianas que van a
contribuir en la inmunidad del ternero, entre ellos, se encuentran varios enzimas. Un
ejemplo son las peroxidasas, oxidorreductasas secretadas por las glandulas mamarias,
salivales y lagrimales de los mamiferos y de ellas, la que es aislada de la leche recibe el
nombre de lactoperoxidasa. El sistema lactoperoxidasa representa un método alternativo
y naturalmente presente en la leche de defensa frente a hongos, virus y bacterias, asi como
de participacion en la degradacion de componentes carcindgenos y de especies reactivas
de oxigeno (ROS). A su vez, este sistema antimicrobiano ha sido utilizado en zonas donde
la conservacion de la leche por refrigeracidn no representa una alternativa viable (Claeys
et al., 2013; Lara-Aguilar & Alcaine, 2019; Seifu et al., 2005; Silva et al., 2020).

Otros de los enzimas presentes son la xantina oxidorreductasa, que contribuye a la
activacion de la lactoperoxidasa, la lisozima, activo contra bacterias de tipo Gram positivo
y de efectos bactericidas al combinar su accion con la lactoferrina y la fosfatasa alcalina,
de gran utilidad en la industria lactea como indicador de una suficiente pasteurizacion
(Claeys et al., 2013; Fox & Kelly, 2006).
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Asimismo, es posible encontrar en la leche cruda componentes como: células sométicas
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cuyo recuento, con un maximo establecido en torno a las 200.000 células/ml representa
una herramienta de gran utilidad para diagnosticar la mastitis subclinica;
microorganismos (ya que la leche cruda constituye un medio éptimo para el crecimiento
de un amplio espectro de especies de bacterias, aunque los recuentos indican cada vez
una menor presencia de microorganismos, en especial debido a las mejores condiciones
e higiene de los animales y del proceso del ordefio); y gases disueltos (Robles et al., 2020;
Yuan et al., 2019; Zecconi et al., 2020).

2.4.Grasa de la leche

La grasa estd presente en la leche en forma de emulsion, constituyendo ésta la fase
dispersay la leche desnatada la fase continua. Estos glébulos grasos, de un tamafio de 1,5
a 10 um, poseen propiedades estructurales complejas y en numerosas ocasiones se ha
propuesto su uso como nutracéutico debido a sus efectos beneficiosos sobre la salud
humana (Kietczewska et al., 2021; Liu et al., 2021; Tokas & Punia, 2019). Entre otros,
los componentes que Ilevan a considerar estas estructuras como Utiles en este aspecto son
los inhibidores del crecimiento de: células cancerosas, de la proliferacion de Helicobacter
pylori, de la beta-glucuronidasa de Escherichia coli en el intestino, el factor reductor de
colesterolemia o las posibles acciones de la butirofilina como supresor de la esclerosis
maltiple (Spitsberg, 2005; Tokas & Punia, 2019).

En cuanto a su composicion, los glébulos de grasa estan formados por microgotas de
lipidos, principalmente triglicéridos, que tienen su origen en el reticulo endoplasmatico
de las células secretoras de la glandula mamaria, cada una recubierta por una estructura
protectora que adquieren durante la secrecion, la membrana del glébulo de grasa lactea
(milk fat globule membrane, MFGM), que evita la floculacion y la coalescencia de los
lipidos, permitiendo que estos formen la fase dispersa de la emulsion. Estos glébulos de
grasa de la leche y, en especial, la MFGM, adquieren un papel relevante en los procesos
industriales a los que es sometida la materia prima, como son la homogenizacion o la
formacion de mantequilla, por lo que entender las propiedades de estas estructuras es
crucial para llevar a cabo la fabricacion de productos lacteos con propiedades
homogéneas (Kietczewska et al., 2021; Spitsberg, 2005; Vanderghem et al., 2008; Ye
et al., 2002; Zamora et al., 2012).
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Figura 2. Esquema del proceso de biosintesis del glébulo de grasa lactea durante la lactacion.
Modificado de Kosmerl et al., 2021.

2.5.Produccion de leche
2.5.1. Sistemas de produccion lechera

A grandes rasgos, se pueden distinguir dos sistemas de produccion lactea: intensivo y
extensivo. Considerando estos dos modelos como los extremos de un gradiente, entre
ambos se pueden definir una gran variedad de sistemas de produccion en funcion de sus

caracteristicas individuales (Abou el gassim et al., 2022).

En el caso de las granjas extensivas, su impacto sobre el medio ambiente es reducido
respecto a otros sistemas de produccién debido a la menor densidad de animales por
explotacion, a los efectos del pastoreo y a la no estabulacion. Respecto a su alimentacion,
ésta esta basada en el pasto de la zona. Generalmente este tipo de sistemas de produccién
se utilizan en zonas templadas, en las cuales el pasto representa el alimento mas barato
para la produccién de leche (Wrobel et al., 2023). Segun estudios recientes, algunos
factores enddgenos de las plantas son capaces, cuando son incluidos de forma adecuada
a la dieta de los rumiantes, de modular la digestion del alimento y mejorar la absorcién

de nutrientes, aumentando la eficacia del sistema y, por lo tanto, su sostenibilidad
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(Cabiddu et al., 2019). Asimismo, los productos resultantes poseen una mayor calidad
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nutricional, ya que, en comparacion con el ganado alimentado a través de una dieta
convencional basada en granos o ensilado de maiz, la alimentacion con pasto de mayor
diversidad botanica desemboca en cambios acusados en el perfil de acidos grasos (niveles
mas altos de &cidos grasos poliinsaturados de la serie n-3,particularmente acido a-
linolénico, menos &cidos grasos saturados y una ratio omega 6:omega 3 menor, con un
aumento asociado del acido linoleico conjugado (CLA) de un 300%) junto con una mayor
cantidad de vitaminas A y E, terpenos y carotenoides, todos ellos compuestos
beneficiosos para la salud y el bienestar de los consumidores (Faulkner etal., 2018;
Veskoukis et al., 2019). Estos &cidos grasos y los metabolitos secundarios de las plantas
digeridas (compuestos organicos volatiles presentes en el forraje en concentraciones muy
bajas pero que son transferidos al alimento), también pueden afectar al sabor y a otros
atributos organolépticos y tecnoldgicos de los productos finales, como su estabilidad
oxidativa, su textura y su sabor (Cabiddu et al., 2019; Marshall et al., 2020).

Otro aspecto de vital importancia acerca de los sistemas de produccion extensivos es su
contribucion al mantenimiento del paisaje, brindando servicios ecosistémicos que
incluyen la regulacion de flujos de agua, el ciclo de nutrientes a través de los ecosistemas
y el secuestro de carbono (Wrabel et al., 2023). Asimismo, constituyen un elemento clave
para evitar la despoblacion y la degradacion de las zonas rurales, mejorando el estilo de
vida de los agricultores, la salud animal y creando una imagen positiva de la ganaderia
(Abou el gassim et al., 2022; Elgersma, 2015).

Las granjas intensivas se basan en una alta carga ganadera. Sus principales objetivos
difieren en gran medida de aquellas extensivas, ya que estas buscan maximizar la
produccién de leche y reducir los costes de las instalaciones. A lo largo de las Gltimas
décadas ha habido una tendencia creciente hacia la adopcion de sistemas mas intensivos,
principalmente a través de la adquisicion de ganado lechero mejorado genéticamente, el
aumento del numero de vacas por hectarea de tierra y la utilizacion de concentrados en la
dieta (Alvarez et al., 2008). Los animales se encuentran estabulados permanentemente y
se alimentan principalmente con forrajes conservados o concentrados (Wrobel et al.,
2023).
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Existen otras explotaciones que combinan ciertas caracteristicas propias de ambos

Universidad de Oviedo

sistemas de produccion, permaneciendo en establos o pastando y alimentandose de
concentrados, de forrajes ensilados o de pasto en funcion de las condiciones climaticas

de la zona (Abou el gassim et al., 2022).

2.5.2. Sistemas de produccion lechera en Asturias

En el caso de Asturias, la produccion de leche constituye una parte importante de su
economia. Esto se debe a algunas de sus caracteristicas, que la convierten en una regién
idonea para la actividad lechera: un clima atlantico lluvioso marcado por temperaturas
suaves, elevada humedad y precipitaciones de forma regular que, en conjunto, permiten
el mantenimiento de abundantes praderas naturales y la presencia de zonas ricas en
nutrientes. Ademas de por sus factores medioambientales, la produccion de leche en
Asturias también se ve impulsada por su arraigada tradicion ganadera, asi como por el
apoyo institucional y las cooperativas creadas, ocupando esta region el cuarto puesto en
términos de produccion de leche cruda, Unicamente superada por Castilla y Leon,
Catalufia y Galicia (Arango Fernandez, 2001; Chao, 2002).

En la actualidad, se observa una tendencia a la desaparicién de las explotaciones de
pequefio tamafio y, en general, del nimero de ganaderias en funcionamiento. Segln la
informacion publicada por el MAPA (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion),
el nimero total de ganaderos en el Principado de Asturias se ha visto reducido de 2.172
en 2015 a 1.513 en 2023, es decir, en torno a un 30 %. Asimismo, se ha registrado un

aumento del nimero de vacas por explotacion (Lopez Iglesias et al., 2022).

Una de las principales causas de esta pérdida generalizada de ganaderias familiares y de
pequefio tamafio es el aumento del coste de produccion. El impacto econémico derivado
de la interrupcion de las exportaciones de cereales causada por la guerra de Rusia y
Ucrania ha provocado un aumento del coste de las materias primas necesarias para la
alimentacion del ganado, resultando en un acercamiento del precio de los productos y su
coste de produccion (Rose et al., 2023; MAPA, 2023).
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Asturias han sido el aumento de la produccion media por explotacion y la reduccién del
numero de vacas ordefiadas, como se observa en la Figura 3. Por lo tanto, se esta
produciendo un proceso de intensificacion en el cual cada vez se hace mayor uso de
alimentacion externa para suplir las necesidades nutricionales de los animales y menor de
los pastos propios (Abou el gassim et al., 2022; Barrio-Pedro, 2008; SERIDA, 2008).
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Figura 3. Evolucién del nimero de ganaderias, nimero de cabezas por explotacion y de
produccion de leche por vaca ordefiada entre los afios 1993 y 2006. Extraido de Barrio-Pedro,
2008.

2.6.miRNA

Los miRNA son pequefios fragmentos de ARN no codificante altamente conservados que,
con una longitud aproximada de entre unos 18 y 25 nucleotidos, son producidos en un
tejido y un tiempo especifico con el fin de llevar a cabo un papel fundamental en la
regulacién postranscripcional de la expresion génica. Estas moléculas inducen la
supresion postranscripcional mediante la hibridacion con secuencias complementarias en
las regiones no traducidas (3’UTR) del ARNm diana a través del apareamiento de bases
para posteriormente producir la desestabilizacion y degradacion del ARN mensajero o

18



&M €A

bloguear la maquinaria de traduccién (Bavelloni et al., 2017; Dasgupta & Chatterjee,
2021; Hossain et al., 2012).
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En el afio 1993 fue descubierto el primer gen de miRNA, lin-4, implicado en el desarrollo
larvario de Caenorhabditis elegans. Este nematodo sapréfito, de en torno a 1mm de
longitud y perteneciente a la familia Rhabditidae posee unas caracteristicas ideales que lo
han convertido en uno de los seres vivos mas ampliamente utilizados a lo largo de la
historia de la investigacion en biologia del desarrollo, genética y biologia molecular
(Hunt, 2017). Las razones que han contribuido al éxito de este organismo como modelo
animal son su manipulabilidad genética (ya que su genoma ha sido completamente
secuenciado, por lo que es posible modificar genes con el fin de conocer su funcion
especifica), su ciclo de vida (de aproximadamente tres dias y con una capacidad
reproductiva de en torno a 300 descendientes por adulto hermafrodita por
autofertilizacion), un programa de desarrollo invariable y completamente descrito y sus
pequefias dimensiones corporales. Asimismo, comparte una gran similitud genética y
procesos fisioldgicos basicos, como la respuesta al estrés, con organismos superiores.
(Kaufman & Miska, 2010; Leung et al., 2008).

El gen lin-4 es complementario a las secuencias de la region no traducida (3’UTR) de lin-
14, un mensajero que forma parte de la via reguladora que desencadena la transicion de
las divisiones celulares de la primera etapa larvaria a la segunda. Este gen actla
reprimiendo la expresién de lin-14 y, por lo tanto, la acumulacion de la proteina LIN-14,
sin un cambio apreciable de los niveles de mRNA de lin-14 (Bartel, 2004; Olsen &
Ambros, 1999).

Afios después del hallazgo de este primer miRNA, no existian evidencias de la existencia
de otros genes no codificantes en nematodos, hasta que, en el afio 2000, se observo que
let-7, otro gen implicado en la via heterocrénica de C.elegans, codificaba un fragmento
de RNA de 22 nucleo6tidos implicado en la transicion del primer estado larval al segundo,
de forma similar a lin-14. Asimismo, ese mismo afio, fueron identificados genes
homologos y el propio gen let-7 en el genoma humano, organismos del género Drosophila
y otros once animales bilaterales, lo cual llevé a pesar en el posible papel universal de
estos fragmentos de RNA (Bartel, 2004; Reinhart et al., 2000; Vella & Slack, 2005).
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Escasos meses después, tres laboratorios informaron de un total de mas de cien genes de
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RNA no codificante en gusanos, moscas y humanos (Lagos-Quintana et al., 2001).

Desde el afio 2001 hasta el momento actual, el namero de miRNA encontrados ha ido
creciendo exponencialmente, habiéndose encontrado en organismos eucariotas y virus
(Annese et al., 2020). Estos hallazgos se han incluido en una base de datos denominada
miRBase, considerado el principal repositorio publico que cataloga, nombra y ordena las
secuencias de genes de miRNA y contiene unas 38.000 entradas correspondientes a mas
de 270 organismos (Kozomara et al., 2019). De estos, en torno a 4500 corresponden a los
seres humanos y se estima que regulan mas del 30% de los genes codificadores de
proteinas involucrados en multitud de procesos bioldgicos (Dasgupta & Chatterjee,
2021).

Debido a que, segun las evidencias, la desregulacion o disfuncion de genes de miRNA
pueden estar asociados al inicio y progresion de patologias como el cancer, trastornos de
retina y otras enfermedades genéticas, neurodegenerativas, inflamatorias e infecciosas,
en estas Ultimas décadas ha habido un aumento dréstico del interés por las terapias
basadas en este tipo de material genético. A modo de ejemplo, en el caso de circunstancias
en las cuales la reduccion de la expresion de miRNA produce la enfermedad, puede ser
adecuado el uso de moléculas miméticas que restauren su funcién, existiendo asimismo
oligonucle6tidos antisentido modificados quimicamente (o antimiR) idéneos en casos en
los que la inhibicion dirigida de miRNA puede desempefiar un papel crucial en el
tratamiento de la patologia (Dasgupta & Chatterjee, 2021; Z. Li & Rana, 2014; Vishnoi
& Rani, 2017).

2.6.1. Biogénesis de miRNA

El ensamblaje de la maquinaria para la biogénesis de miRNA comienza durante la
transcripcion del gen, tratdndose de un proceso fluido, dindmico e interconectado en el
que los componentes se regulan mutuamente (Achkar et al., 2016). Los miRNA de
animales pueden ser generados a partir de transcripciones de mayor tamafio denominadas
pri-miRNA (miRNA primarios), siguiendo, en el caso de la biogénesis canonica, un
proceso de dos pasos con escision nuclear y citoplasmica (Santovito & Weber, 2022;
Treiber et al., 2017). En el nucleo, estos componentes primarios son procesados por un

complejo denominado microprocesador, que contiene la endonucleasa RNAsa I11 Drosha
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y la proteina de unién a RNA de doble cadena del gen 8 de la region critica del sindrome
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de DiGeorge (DGCRS, también conocida como Pasha en moscas y nematodos). Drosha
escinde las secuencias monocatenarias flanqueantes y se genera un precursor de miRNA
en forma de horquilla denominado pre-mRNA, que es transportado al citoplasma,
generalmente a través de Exportin-5y RAN-GTP (Treiber et al., 2017; Vishnoi & Rani,
2017).

Una vez en el citoplasma, los pre-mRNA se siguen procesando mediante la accion de
Dicer, endonucleasa de RNAsa Il que se caracteriza por la presencia de una helicasa, un
dominio PAZ, un dominio de unién a ARN de doble cadena (dsRBD) y dos dominios
cataliticos y que escinde 22 nucle6tidos y separa el bucle y la doble hebra, generando una
estructura imperfecta con un fosfato en 5’ y un saliente en 3’ de 2 nucle6tidos en cada
extremo (Bartel, 2018; Vishnoi & Rani, 2017). El ultimo paso en la biogénesis y
maduracion de miRNA consiste en la seleccidn de una de las dos hebras con ayuda de los
TRBP (terminal dsRNA binding domains) para cargarla en el complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC), donde interactia, con ayuda de las proteinas chaperonas
HSC70/HSP90, con un miembro de la familia de proteinas Argonaute, mientras que la
otra hebra es degradada. La eleccién de la hebra que va a convertirse en miRNA y cual
es desechada depende generalmente de la orientacion con la que estas se unen a
Argonaute y de cual de ellas posee un extremo 5’ mas adecuado. El miRNA una vez
cargado en el complejo silenciador es emparejado con secuencias complementarias en los
RNA mensajeros objetivo y acaba por producir su represién postranscripcional o
degradacion. Dependiendo del grado de complementariedad entre la secuencia y el
objetivo, la represion de la expresion génica se puede llevar a cabo con escision especifica
del sito y/o sin escisién, siendo el primer mecanismo caracteristico de plantas, mientras
que en animales la forma dominante consiste en la inhibicion de la traduccion y una mayor

degradacion del RNAm.

La mayoria de miRNAs canonicos derivan de los intrones o exones de transcritos
primarios no codificantes (pri-miRNAS), que pueden contener méas de una horquilla y de
intrones de pre-mRNA. Las opciones alternativas, como la eleccion de la hebra cargada

en Argonaute ya mencionada o la escision imprecisa de Drosha o Dicer, pueden generar
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maltiples isoformas a partir de un mismo gen de miRNA (isomiR) (Bartel, 2018; Bofill-

De Ros et al., 2020).
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Figura 4.Esquema de biogénesis de RNA por vias candnicas (A) y no candnicas. Extraido de
Bartel, 2018.

Asimismo, en los ultimos afios se han identificado vias alternativas de biogénesis de
miRNA que se han denominado no canonicas. Una gran cantidad de miRNA no candnicos
estan implicados en diferentes enfermedades humanas como el cancer o activos en células

inmunes.

Algunos genes de miRNA producen pri-mRNA que eluden la escision por Drosha o Dicer
y que ingresan a la via de biogénesis como horquillas pre-miRNA con los extremos
definidos por el spliceosoma, denomindndose miRtrons. Aunque este tipo de miRNA no
han de pasar por el microprocesador, su ruta converge posteriormente en el ntcleo con la
via candnica durante la exportacion de la horquilla mediada por Exportin-5. Los miRtrons

componen una pequefia fraccion de miRNA de mamiferos y Drosophila.

Otra clase de genes de miRNA no candnicos produce RNA enddgenos de horquilla corta
(endo-shRNA), también independientes del microprocesador y que se asemejan a los

RNA de horquilla corta artificiales utilizados en experimentos de eliminacion de genes.
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El miRNA no canonico presente en mamiferos con una funcidn mas claramente
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establecida es miR-451, de los mas expresados en eritrocitos de organismos vertebrados.
A diferencia de los otros miRNA no candnicos, estos requieren de Drosha pero no de
Dicer para su biosintesis. Esto es, después de la escision provocada por Drosha, la
horquilla pre-miR-451 es demasiado corta para que Dicer actle sobre ella, por lo que
ingresa directamente en Argonaute 2 (Ago2) y el centro catalitico de este ayuda en el
proceso de maduracion de este miRNA (Miyoshi et al., 2010; Santovito & Weber, 2022;
Stavast & Erkeland, 2019).

Como conclusién, las células presentan de forma constitutiva una amplia variedad de
mecanismos para generar miRNA a partir de distintas fuentes. Hoy en dia, a pesar de que
el conocimiento acerca de este tipo de estructuras ha aumentado exponencialmente en los
ultimos afios, se siguen identificando funciones inesperadas (Santovito & Weber, 2022;
Stavast & Erkeland, 2019).

Asimismo, las vias no canonicas de biogénesis de miRNA evidencian la capacidad y
flexibilidad de las células para generar horquillas similares a pre-miRNA que se acoplen
a Dicer en la via can6nica o que se unan directamente a Argonaute a partir de un amplio
espectro de mecanismos (Abdelfattah et al., 2014; Miyoshi et al., 2010).

2.6.2. miRNA en leche de vaca

Los primeros estudios que demostraron la expresion de miRNA en tejidos bovinos fueron
realizados en el afio 2007. Desde entonces, se han identificado un total de 1.025 miRNA
maduros (version 22.1 de miRbase), en todos los cromosomas del genoma de Bos taurus
excepto en el Y. Su genoma estd conformado por 29 pares de autosomas y un par de
cromosomas sexuales (Coutinho et al., 2007; miRBase, 2023; Romao et al., 2014). Estos
miRNA se han agrupado en familias en funcién de la similitud de la secuencia de la region
semilla, la secuencia madura o de su secuencia precursora. Muchos miRNA humanos,
incluidos algunos de los relacionados con el sistema inmunoldgico, comparten similitudes
funcionales y de secuencia con los bovinos, lo cual indica conservacion evolutiva y
supuestamente, también conservacion de su funcion (Lawless et al., 2014). Los miRNA
en vacas han sido reportados en procesos como la adipogenesis, desarrollo de la glandula
mamaria (implicados en la regulacion de la sintesis de proteinas de la leche y la formacion

de la glandula), ovariogénesis y en tejidos como timo, intestino delgado, testiculos y
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ganglio linfatico mesentérico entre otros (Z. Gu et al., 2007; Hossain et al., 2009; Huang
etal., 2011; Z. Lietal., 2012).

Universidad de Oviedo

Debido a que los miRNAs se han considerado durante mucho tiempo moléculas que
actian exclusivamente de forma enddgena, la secrecidon y las posibles funciones de
sefializacion interespecificas no han sido un foco de investigacion durante la Gltima
década. En los ultimos afios se ha demostrado que la leche es el fluido bioldgico con
mayor contenido en miRNA, dependiendo los perfiles de éstos y de isomiR del estado de
salud del animal. Los miRNA de la leche poseen una gran resistencia a condiciones acidas
y tratamientos con RNasas, es decir, estan altamente estabilizados y podrian soportar el
tratamiento industrial (del Pozo-Acebo et al., 2021; Izumi et al., 2012). Esta resistencia
deriva de que, de forma natural los miRNA se transportan en su mayoria empaquetados
en vesiculas extracelulares denominados exosomas, de entre 30 y 120 nanémetros que
derivan de todo tipo de células, principalmente de las células epiteliales de las glandulas
mamarias, y se pueden encontrar en los espacios extracelulares de los tejidos, asi como
en todos los fluidos bioldgicos, como plasma sanguineo, suero, orina, saliva, leche
materna y calostro (Benmoussa et al., 2020; Herwijnen et al., 2018; Myrzabekova et al.,
2022). Los contenidos de estos exosomas pueden transferirse al tacto gastrointestinal y
contribuir al desarrollo y a la regulacion de la expresién génica, ademas de conferir un
efecto protector sobre el sistema inmunitario al transportar macromoléculas hasta las

células diana sin desencadenar una respuesta inmune (Wang et al., 2022).

space
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Exosome

Lysosome

Figura 5. Esquema del proceso de biogénesis de exosomas. Extraido de de la Torre Gomez
et al., 2018.
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Dado que los exosomas se pueden aislar a partir de estos fluidos corporales, mediante
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ultracentrifugacion (gold standard) y cromatografia de exclusién por tamafios, estan
surgiendo gran cantidad de estudios que permitan determinar el proceso de liberacion
activa de sus componentes en las células, la posible participacién de los miRNA en la
comunicacion célula-célulay su utilidad como biomarcadores para la deteccién temprana
de enfermedades mediante biopsia liquida no invasiva (del Pozo-Acebo et al., 2021;
Myrzabekova et al., 2022).

2.7.Contaminantes de la leche

La leche puede ser utilizada como un indicador del grado de contaminacion ambiental del
lugar donde es producida. Habitualmente, la calidad del producto se valora
exclusivamente en funcion de su calidad microbioldgica y ciertos parametros quimicos.
Sin embargo, el contenido de minerales en la leche constituye un indicador directo del
estado higiénico de la leche y uno indirecto del grado de contaminacion de la zona. Estos

minerales se pueden clasificar en 4 categorias:

- Esenciales, necesarios para la dieta del animal, como hierro, zinc, manganeso,
yodo, molibdeno, cobalto, selenio y fluoruro.

- Posiblemente esenciales y requeridos en las dietas de algunos animales bajo
estricta vigilancia, pero no necesarios para humanos, como cromo, niquel, silicio,
estafio y vanadio.

- Sustancias téxicas, que causan problemas por exceso en el organismo, como el
aluminio, el arsénico, el cadmio y el plomo.

- Otros elementos considerados como contaminantes esporadicos en animales
(Gonzalez-Montana et al., 2019; Meshref et al., 2014).

Los metales pesados son elementos naturales de alto peso atdbmico y de una densidad de
al menos cinco veces la del agua que pueden suponer un peligro tanto para el medio
ambiente como para la salud. Estos elementos se encuentran de forma natural en la corteza
terrestre desde la formacion de la Tierra. Debido, en su mayor parte, a la actividad
antropogeénica, las cantidades de sustancias metalicas en los medios terrestres y acuaticos
han aumentado exponencialmente (Briffa et al., 2020; Mohammadi et al., 2022). Las
fuentes de contaminacion por metales pesados son, principalmente, la quema de

combustibles, la proximidad a carreteras, zonas mineras e industriales y, en especial, las
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plantas siderdrgicas, centrales eléctricas de carbon e instalaciones relacionadas con el
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petroleo, existiendo asimismo fuentes secundarias de contaminacion como el uso de
pesticidas, insecticidas y fertilizantes. Para que estos elementos se incorporen a la cadena
trofica, las plantas asentadas en la zona de pasto han de ser regadas con agua contaminada,
permitiendo el paso de los metales tanto a la tierra y la atmosfera como a los animales.
Algunos de estos agentes contaminantes como el plomo, el cadmio o el zinc, una vez
ubicados en el organismo, pueden afectar a organulos y componentes de la célula como
mitocondrias, lisosomas, membrana celular e incluso al nucleo, interactuando con las
proteinas nucleares y provocando dafios en el material genético, lo que conduce a la
modificacion del ciclo celular, la apoptosis y la carcinogénesis (Briffa et al., 2020).

Asimismo, se ha observado que son capaces de atravesar la barrera mamaria, lo que los
convierte en factores de alto riesgo para los consumidores, estando sus limites maximos
establecidos indicados en el Codex Alimentarius (Gonzéalez-Montafia et al., 2019; Ismail
et al., 2015; Norouzirad et al., 2018).

2.7.1. Cadmio

El cadmio es un metal pesado que se acumula facilmente en el suelo y el agua. Posee
ciertas propiedades, como su larga vida media (superior a 10 afios debido a que no puede
sufrir degradacion microbiana ni quimica) y sus efectos mutagénicos, carcinogénicos y
teratogénicos que lo convierten en un importante contaminante ambiental. Algunas de sus
aplicaciones industriales son la fabricacion de pesticidas, fertilizantes, baterias de niquel-
cadmio o revestimientos resistentes a la corrosion. La presencia de este metal en la leche
no posee ninguna funcién bioldgica. EI cadmio ha sido asociado con la promocion de la
apoptosis, el estrés oxidativo y la metilacion del DNA, siendo ademas un potente
carcindgeno que afecta a rifiones, pulmones, pancreas y préstata, debido a que induce los
genes de respuesta temprana e inmediata (IEG), estimulando la proliferacion y divisién
celular. Esta carcinogenicidad también es causada por la induccion de la expresion de
genes de respuesta al estrés, entre ellos los que codifican la sintesis de metalotioneinas,
glutation y proteinas de choque térmico. Se cree que la toxicidad causada por el cadmio
proviene de la desactivacion de un mecanismo vital de reparacion del DNA: inactiva el
sistema de reparacion de errores de emparejamiento (MMR, DNA mismatch repair)
mediante mutaciones, lo cual conduce a un aumento considerable de la inestabilidad del

genoma. El cadmio no genera radicales libres por si mismo, sino de forma indirecta, como
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el radical superoxido, 6xido nitrico y radical hidroxilo (Briffa et al., 2020; Chen et al.,
2021).
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Un estudio realizado en el afio 2021 sugiere que el eje circ08409/mir-133a/TGFB2 puede
desempefiar un papel fundamental en la mediacion del efecto del cadmio sobre las células
epiteliales mamarias bovinas (BMEC). Este metal puede promover la apoptosis celular y
la inflamacion debido a que el RNA circular circ08409 es capaz de unirse al miRNA mir-
133a y disminuir su efecto inhibidor sobre la expresion del factor de crecimiento
transformante beta 2 (TGFB2), que aumenta la division celular y altera el nivel de

expresion de una serie de factores inflamatorios en las BMEC (Chen et al., 2021).

2.7.2. Plomo

El plomo es el metal pesado mas utilizado en la industria debido a su maleabilidad y su
resistencia a la corrosion. Ha sido utilizado hasta hace poco tiempo como aditivo de
combustible y actualmente se utiliza en la produccion de baterias de vehiculos,
municiones, pinturas, revestimientos de cables y tuberias (Botté etal., 2022). Este
elemento es dificil de degradar y, ademéas de suponer un alto riesgo ambiental, una vez
ingresa al cuerpo humano, es capaz de causar efectos toxicos agudos y crénicos. La
exposicion cronica al plomo contribuye al aumento de la presion arterial debido a que los
sistemas hormonales y neuronales, que desempefian papeles criticos en la regulacién de
la frecuencia cardiaca, la resistencia vascular periférica y el gasto cardiaco, se ven
afectados. Esta hipertension causada por el plomo se asocia con anomalias del sistema
adrenérgico que incluyen una activacién directa o indirecta del sistema renina-
angiotensina-aldosterona a traves de la estimulacion del sistema nervioso simpatico.
Otros de sus efectos sobre el organismo incluyen la constriccion de los musculos lisos
vasculares, funciones respiratorias anormales en las mitocondrias de las células del tabulo
proximal, interrupcion de la homeostasis del calcio y afectacion del sistema
hematopoyético (la biosintesis del grupo hemo se ve alterada en presencia del
plomo)(Briffa et al., 2020; Chen et al., 2022).

Segun afirma un estudio publicado en 2022, el plomo promueve la inflamacion y la
apoptosis a través del eje circ05280/miR-146a/IRAK1. De forma analoga a lo que sucede

con el cadmio, existe un sitio de unién entre mir-146a y circRNA-05280, por lo que este
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ultimo puede liberar la expresion del miRNA en el gen objetivo, IRAK1 (quinasa
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asociada al receptor de interleucina-1) (Chen et al., 2022).

2.7.3. Arsénico

El envenenamiento por arsénico es un problema altamente comun que afecta a millones
de personas en todo el mundo. Es un metaloide ubicuo en la corteza terrestre y en las
aguas subterréneas, por lo que los procesos de liberacion de arsénico son la combustidn
a altas temperaturas de combustibles fésiles y vegetales, la actividad minera y fendmenos
naturales como la actividad volcanica. Este elemento, toxico y acumulativo, es el Unico
carcindégeno humano con evidencia registrada de riesgo tanto por inhalacion como por
ingestion y se ha relacionado con distintos tipos de cancer en humanos, como son los de
pulmén, higado, piel y vejiga (Hong etal., 2014). Asimismo, los estudios
epidemioldgicos sugieren una fuerte correlacion entre la exposicion crénica al arsénico y
enfermedades no cancerosas como la hiperqueratosis, la aterosclerosis, la diabetes y las

enfermedades pulmonares obstructivas cronicas (Mandal, 2017).

Los niveles de arsénico en agua podrian afectar a la salud humana a través del consumo
de leche cuando este se incorpora a la cadena alimentaria mediante el agua de riego. Las
vacas pueden alimentarse de pasto, heno o agua contaminada por este elemento, aunque
la leche producida por estos animales puede mantenerse libre del tdxico si este se
encuentra en pequefias cantidades (Gonzélez-Montafia et al., 2019; Kuivenhoven &
Mason, 2023).

3. METODOLOGIA UTILIZADA

3.1.Muestreo

Las explotaciones de vacuno seleccionadas para llevar a cabo este estudio fueron
explotaciones de pequefio tamafio (menos de 50 cabezas de ganado) cuya produccion de
forraje se llevase a cabo en el mismo terreno donde los animales son alimentados, es decir,
sin pasar necesariamente por controles de calidad. De las dieciséis explotaciones lecheras
seleccionadas, diez se encontraban a una distancia menor de 5 kilometros de zonas con
alta actividad industrial y elevada densidad de trafico de vehiculos a motor, y las seis

restantes se situaban a mas de 5 kildmetros de estas fuentes de contaminacion.
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En cada una de estas ganaderias, se realizaron tres campafias de muestreo en diferentes

épocas y a lo largo de dos afios, obteniendo un total de 47 observaciones, debido al cese

de la actividad de una de ellas a lo largo del periodo de muestreo. En cada muestreo se

recogieron 500 ml de leche cruda del tanque que contenia ordefios pares, para evitar

posibles diferencias en la expresion de marcadores debidas a que la leche sea del ordefio

de la mafiana o de la tarde. En estas muestras se midieron, entre otros elementos

inorganicos, el cadmio, el plomo y el arsénico mediante ICP-MS (Forcada, 2023), como

puede verse en la Tabla 1.

Tabla 1. Ganaderia muestreada, distancia a foco de contaminacion, época de muestreo, y valores
de presencia de contaminantes en leche: cadmio, plomo y arsénico (expresados en pg kg-1).
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cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

cerca

Estacion
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Primavera
Primavera

Primavera

Cadmio (ug kg-1)

0,0339792
0,0034347
0,0550944
0,013088
0,0116986
0,0262747
0,0071504
0,0185753
0,0288098
0,0310491
0,0116337
0,0098393
0,0254093
0,0159574
0
0,0212212
0,079383
0,0267383
0,0033631
0,027164

Plomo (ug kg-1)

1,5186588
1,6185792
2,1431692
0,2530042
0,7835839
1,8013777
0,6906593
1,5259252
1,1421731
1,4107853
0,6876126
2,7011493
0,6026214
0,6887536
0,7260139

1,033659
0,6736823
0,5801389
0,8247555
0,6442055

Arsénico (ug kg-1)

0,0014668
0,0012271
0,0013644
0,0026402
0,003703

0,0020143
0,0014508
0,0015207
0,0015581
0,0015464
0,0041711
0,0016189
0,0016166
0,0014275
0,0018425
0,0042379
0,0024836

0,00185

0,0014217
0,001404
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12
13
14
15
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4

14
15
13
12
14
13
4

15
16
12

3.2.Extraccién del RNA total de la grasa de la leche

cerca
cerca
cerca
cerca
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos
lejos

lejos

Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera

Primavera

0,1154678
0,0289076
0,0421677
0,018905
0,0103135
0
0,0325246
0,0191094
0,0164887
0,0121608
0,0328868
0,0206482
0
0,0159511
0,0166671
0,0162214
0,0190305
0,0231177
0,0053242
0

OM=A

2,2451721
2,2180491
2,0480106
0,4712893
0,6683033
0

0,170363
0,7098397
0,8564217
0,5422522
1,2270175
0,2308899
0,5127338
0,7397907
1,438332
0,5115489
0,3469832
0,5422015
0,2683904
0,2173879

0,0073997
0,0014602
0,0160146
0,0036701
0,0018602
0,0016876
0,0012635
0,0018324
0,001897
0,0014916
0,0015412
0,0020346
0,001994
0,0014835
0,0017188
0,0015008
0,0013735
0,0014681
0,0039135
0,0017611

Tanto los datos de las explotaciones seleccionadas como los tubos que contenian las

muestras de RNA total ya procesadas y congeladas para su preservacion, fueron obtenidos

de una tesis doctoral previamente realizada en la Universidad de Oviedo (Forcada, 2023).

La extraccion del RNA total se realizé segun el protocolo mirVana™ miRNA lIsolation

Kit (Life Technologies, ThermoFisher Sci., MA, EE. UU.). Previamente, se separo la

fraccion grasa de la leche del suero y las células somaticas mediante centrifugacién

durante 20 minutos a 4200 x g y a una temperatura de 4°C. La fraccion grasa resultante

fure conservada en 4 mL QlAzol a -80°C hasta el momento de su analisis. Posteriormente,

se tomaron 2 mL de grasa de leche y se siguieron los pasos del protocolo. Se afiadié una

décima parte del volumen empleado (200 pL) de miRNA Homogenate Additive y, despues
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de agitarlo para mezclar el contenido se incub6 en hielo durante 10 minutos.
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Posteriormente, se afiadieron 2 mL de acido fenol:cloroformo (5:1), se centrifug6 durante
5 minutos a maxima velocidad 10.000 x g a temperatura ambiente con el fin de separar la
fase acuosa de la organica. El sobrenadante obtenido de esta centrifugacion, es decir, la
fase acuosa, se trasladé a otro tubo y se afiadié un volumen de 2,5 mL (1,25 volimenes)
de etanol 100% a temperatura ambiente y se hizo pasar por las columnas por
centrifugacion. Después de haber realizado la filtracion, las columnas fueron lavadas dos
veces con miRNA Wash Solution. Por ultimo, la columna se traslada a los tubos, en los
que se afladen e 100 puL de nuclease-free water precalentada a 95 °C para eluir el RNA
mediante una centrifugacién durante 20 a 30 segundos.

3.3.Sintesis de cDNA a partir de RNA total

Los miRNA son moléculas dificiles de amplificar mediante PCR (reaccién en cadena de
la polimerasa) debido a que el tamafio de un miRNA después de su completa maduracion
no difiere en gran medida de la longitud de un cebador de PCR estandar. Por lo tanto, es
necesario convertir estas moléculas en DNA complementario (cDNA), de mayor
estabilidad que el RNA y que puede ser almacenado por un periodo de hasta dos meses a
-20°C protegido de la luz. Para llevar a cabo esta conversion, se ha utilizado el protocolo
para sintesis de DNAc TagMan Advanced ADNc Synthesis Kit (ThermoFisher Sci., MA,
EE. UU.), que se compone de cuatro etapas. Durante todas ellas, es necesario mantener
el lugar de trabajo en buenas condiciones higiénicas y utilizar guantes en todo momento

para evitar la contaminacién de las muestras.

Reaccidn de poliadenilacién (poly(A) tailing reaction)

En primer lugar, una vez extraidas las muestras y los reactivos necesarios para llevar a
cabo esta reaccion, consistente en la adicion de sucesivos adenosin monofosfatos que en
conjunto forman una cola poly(A) y cuyo proposito es extender el extremo 3’ del
transcrito maduro, se comienzan a afiadir en cada pocillo 2 uLL de cada muestra en la placa
donde se lleva a cabo el proceso. Para preparar la mezcla de los reactivos o Poly(A)
Reaction Mix, se introducen 0,5 uL. de Poly(A) Buffer (10X), 0,5 uL de ATP, 0,3 de
Poly(A) Enzyme y 1,7 uL de RNase free-water. Estos volumenes corresponden a cada
pocillo en el que se introdujo una muestra, habiendo aumentado las cantidades en un 10%

para evitar la falta de reactivos en mitad del proceso debido a errores de los instrumentos
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utilizados. A cada pocillo de la placa se le afiadieron 3 pL de la Poly(A) Reaction Mix,
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resultando en un volumen total de 5 pul. La placa se cubre de una tapa de sellado de
silicona y se agita suavemente durante unos segundos para mezclar ambos componentes
de la reaccion y eliminar posibles burbujas de aire. Seguidamente, la placa con la mezcla
formada se introduce en un termociclador y se incuba segln la siguiente configuracion y

ciclo definido en la guia por el fabricante (Tabla 2).

Tabla 2. Protocolo de temperaturas introducido en el termociclador para la reaccién de
poliadenilacién

Etapa Temperatura Tiempo

Polyadenylation 37°C 45 min

Stop reaction 65°C 10 min
Hold 4°C Hold

Reaccidn de ligadura del adaptador (Adaptor Ligation Reaction)

Una vez se ha afiadido a las secuencias iniciales la cola poly(A), el siguiente paso se basa
en la adicion de un adaptador en el extremo 5’ que actle como sitio de unién para la
siguiente etapa del proceso. Para ello, en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL se prepara
un volumen de Ligation Reaction Mix suficiente para el nimero de muestras empleadas.
Por cada una de ellas, se afladen 3 uL. de DNA Ligase Buffer (5X), 0,6 uL de Ligation
Adaptor (25X), 1,5 uLde RNA Ligase, 0,4 uL de RNase-free water y 4,5 uL. de 50% de
PEG 8000, un reactivo altamente viscoso y que se debe mantener a temperatura ambiente.
Del mismo modo que en la etapa anterior, la mezcla total incluye un 10% de volumen de
margen. La Ligation Reaction Mix se centrifuga durante unos segundos y se transfieren
10 uL a los pocillos de la placa, resultando en un volumen total en cada uno de ellos de
15 uL. La placa se cubre nuevamente y se introduce en un termociclador GeneAmp PCR

System 9700 configurado con los distintos tiempos y temperaturas (Tabla 3).

Tabla 3. Programa de temperaturas introducido en el termociclador para la reaccién de unién del
adaptador

Etapa Temperatura Tiempo
Ligation 16°C 60 min
Hold 4°C Hold
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Reaccidn de transcripcion reversa (RT)

En esta tercera etapa, los miRNA modificados se someten a una transcripcion inversa
universal mediante la union de un cebador denominado Universal RT Primer que se une
en el extremo 3’ a la cola poly(A) afiadida en la primera de las etapas, dando como
resultado DNA complementario. En un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL se afiaden por
cada muestra 6 uLL de RT Buffer (5X), 1,2 uL de dNTP Mix (25mM), 1,5 uL de Universal
RT Primer (20X), 3 uL de RT Enzyme Mix (10X) y 3,3 uL de RNase-free water. La mezcla
resultante, RT Reaction Mix, posee un volumen final de 15 pL por reaccion. Una vez esta
se haya centrifugado brevemente, se transfiere a los pocillos de la placa, que ya contenian
15 uL procedentes de las mezclas de etapas anteriores, dando como resultado un volumen
total de 30 pL. La placa se cubre y se agita durante unos segundos para posteriormente

volver a introducirla en el termociclador con las siguientes etapas (Tabla 4)

Tabla 4. Programa de temperaturas introducido en el termociclador para la transcripcion reversa

Etapa Temperatura Tiempo
Reverse transcription 42°C 15 min
Stop reaction 85°C 5 min
Hold 4°C Hold

Al finalizar esta etapa es posible continuar con el proceso o almacenar las muestras a una

temperatura de -20°C hasta por un periodo de dos meses.

Reaccidén de amplificacién (miR-Amp)

En esta Gltima etapa antes de llevar a cabo la PCR en tiempo real, los primers directos e
inversos universales aumentan el nimero de moléculas de DNA complementario y por lo
tanto el anélisis cuantitativo. En un tubo Falcon de 14 mL se afiaden para cada reaccién
25 uL de miR-Amp Master Mix (2X), 2,5 pL. miR-Amp Primer Mix (20X) y 17,5 pL de
RNase-free water. Una vez afadidos los tres componentes, el tubo se centrifuga durante
unos segundos y se transfieren 45 L. de miR-Amp Reaction Mix a cada uno de los pocillos
de una nueva placa junto con 5 pL del producto resultante de la reaccion de la
transcriptasa inversa. El volumen total en este momento de 50 pL por tubo. Una vez

afiadidos los volimenes correspondientes, la nueva placa se cubre con la tapa de silicona
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y se centrifuga nuevamente. Para finalizar, esta se introduce en un termociclador con la
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configuracion indicada en la Tabla 5.

Tabla 5. Programa de temperaturas introducido en el termociclador para la reaccion de
amplificacién

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Enzyme activation 95°C 5 min 1
Denature 95°C 3s
14
Anneal/Extend 60°C 30s
Stop reaction 99°C 10 min 1
Hold 4°C Hold 1

3.4.PCR a tiempo real (rtPCR)

A partir de las muestras de cDNA resultantes de la etapa de amplificacion anterior, se
prepara una dilucion 1:10. Para ello, en una nueva placa se situan pocillos y a cada uno
se le afladen 135 ulL de RNase-free water y 15 ul a cada una de las muestras de cDNA,
incluyendo un control negativo, con 150 uL. RNase-free water. En un tubo Falcon de 14
ml se prepara la PCR Reaction Mix. Para ello, para cada una de las muestras se afiaden
10 uL de TagMan Fast Advanced Master Mix (2X), 1 uL de TagMan Advanced miRNA
Assay (20X) y 4 uL de RNase-free water. Este tubo Falcon se agita brevemente para
homogeneizar la mezcla y de su volumen total se afiaden 32 pL a cada pocillo de una
nueva placa junto con 12 pL de la dilucién 1:10 de cDNA que se habia preparado
anteriormente. Este volumen se divide en dos pocillos de la placa para constituir las dos
réplicas de amplificacion. Una vez finalizado el proceso, la placa se cubre con un film
adhesivo de sellado que impida la contaminacion y el derrame de reactivos y se lleva a
cabo la reaccidn en un termociclador a tiempo real StepOnePlus Real-Time PCR System

(Life Technologies) configurado con los parametros que se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Programa de temperaturas introducido en el termociclador a tiempo real StepOnePlus
Real-Time PCR System

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos

Enzyme activation 95°C 20s 1
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Denature 95°C 1s
40

Anneal/Extend 60°C 20s

Una vez finalizados los ciclos, se observa una cinética de amplificacion de la PCR con
una fase exponencial, una lineal, donde se mantiene constante a lo largo de los ciclos y
una fase estacionaria, marcada por el agotamiento de los reactivos y el decaimiento de la
actividad enzimaética. Estas tres fases se pueden apreciar en la Figura 6.

Amplification Plot

ARn

2 4 ] a 10 12 14 16 18 20 2 24 b2 23 0 a2 M 2] 338 40

Cycle

Lesgend

A B Mc D MWE HF Bc BH

Figura 6.Curva de amplificacion de PCR de las dos réplicas de una muestra

3.5.Seleccion de miRNA utilizados

Para llevar a cabo la seleccion de miRNA, se realiz6 una blsqueda entre la bibliografia
existente. De este modo, se seleccionaron tres miRNA que poseian papeles relevantes en
los procesos de inflamacion en las células epiteliales mamarias bovinas, como son el bta-
miR-223 y el bta-miR-26a (Jiao et al., 2022; Tzelos et al., 2022) y el bta-miR-146a, que
forma parte del eje circRNA-05280/miR-146a/IRAK1 en la glandula mamaria y también
se encuentra asociado con la inflamacion (Chen etal., 2022). Las secuencias de los

miRNAs utilizados estan recogidos en la Tabla 7.
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Tabla 7. Secuencias de miRNAs utilizados

MiRNA Secuencia
bta-miR-26a UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
bta-miR-146a UGAGAACUGAAUUCCAUAGGUUGU
bta-miR-223 UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA

3.6.miRNA normalizadores

Los resultados de la PCR dependen de la intensidad de la sefial fluorescente emitida. A
lo largo de los primeros ciclos, los niveles de fluorescencia son minimos y posteriormente
comienzan a aumentar. El pardmetro adimensional Crindica el nimero de ciclo de laPCR
en el cual la sefial de fluorescencia alcanza un valor umbral determinado automéaticamente
por el software utilizado (StepOne Software v2.3, Life Technologies) en funcion de las
muestras analizadas. La cantidad de fluorescencia en el punto de corte de cada una de las
muestras con el umbral sera directamente proporcional a la cantidad inicial. Para poder
comparar las muestras, habria que asumir que todas parten de la misma cantidad de
miRNA inicial, cosa que sabemos que no es cierta, ya que no todas las muestras de leche
tienen la misma cantidad de grasa inicial, existen diferencias en la eficiencia de la
extraccion RNA total, en la calidad del RNA extraido, y a que este RNA total tiene
diferentes componentes: RNA mensajero, ribosomal, de transferencia y miRNA, que
hacen imposible disponer todas las muestras con cantidades iguales de miRNA. Debido
a esto, se hace necesario el uso de miRNAs de referencia denominados normalizadores,
que permiten la comparacién de la expresion de cada una de las muestras para cada uno

de los miRNA seleccionados.

En base a los datos extraidos de un trabajo previo (Forcada, 2023) en el que se llevd a
cabo un analisis geNorm (QBase+), a través del cual se determino la estabilidad de varios
miRNAs y permitié seleccionar a los miRNA bta-miR-99 y bta-miR-27b como
normalizadores. Ademas, este trabajo garantizaba una normalizacion adecuada de los
miRNAs en las en las condiciones del estudio cuando se utiliza la media aritmética de la
expresion de estos dos marcadores. Las secuencias de los miRNAs normalizadores se

encuentran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Secuencias de miRNAs normalizadores

miRNA normalizador

bta-miR-27b

bta-miR-99

Secuencia
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UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC

4. RESULTADOS EXPERIMENTALES

4.1.Andlisis de datos de expresion

CAAGCUCGCUUCUAUGGGU

Las PCR en tiempo real de los miRNA seleccionados (miR-146a, miR-223 y miR-26)

fueron realizadas por duplicado, por lo que cada una de las muestras posee una réplica, y

se permitio una diferencia maxima entre ambos valores de Ct de 0,5. Ambos datos son

normalizados con la media aritmética de los datos de expresion de los normalizadores, en

este caso miR-27b y miR-99, utilizando un software de andlisis de PCR, QBase+ V3.4.

Los datos de expresion de los 3 marcadores se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Media y desviacion de la expresion de miRNAs expresados en escala logaritmica.

Muestras

620
622
624
626
628
658
660
678
680
684
688
690
692
694
696
698
700

146a

-2,379E-001
1,713E-001
-9,516E-001
6,366E-001
-1,369E-001
-1,591E-001
-7,372E-001
-4,411E-001
-1,047E+000
-2,000E-001
1,317E-001
-1,759E-001
2,470E-001
-1,352E-002
2,420E-001
-3,146E-001
-1,699E-001

146a SE

6,403E-002
6,666E-002
6,836E-002
7,358E-002
7,473E-002
5,563E-002
6,360E-002
7,961E-002
6,098E-002
7,734E-002
6,518E-002
7,410E-002
6,524E-002
7,714E-002
7,294E-002
5,969E-002
7,817E-002

223

4,843E-001
1,643E-001
-6,974E-001
4,344E-001
4,377E-002
8,350E-002
-5,072E-001
-3,337E-001
-6,295E-001
-4,540E-001
-4,453E-002
-5,577E-001
3,032E-001
9,063E-002
3,378E-002
-2,438E-001
-5,230E-001

223 SE

7,972E-003
2,236E-002
6,576E-002
6,772E-002
1,478E-002
3,922E-002
3,982E-002
3,894E-002
4,662E-002
2,023E-002
2,110E-002
1,168E-002
1,962E-002
2,581E-002
4,785E-002
4,328E-002
4,001E-002

26a

2,234E-001
5,859E-002
-3,382E-001
5,273E-001
2,377E-001
4,872E-001
1,792E-001
-3,807E-001
-1,753E-001
2,073E-001
3,168E-001
-5,198E-001
3,692E-001
4,621E-001
6,515E-001
-3,737E-001
2,771E-001

26a SE

4,273E-002
3,456E-002
5,100E-002
7,200E-002
6,200E-002
6,074E-002
3,072E-002
6,703E-002
7,997E-002
2,121E-002
1,866E-002
2,417E-002
2,098E-002
4,012E-002
2,401E-002
8,120E-002
7,931E-002

37



Universidad de Oviedo

708
710
712
714
716
718
720
722
724
726
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
803

-3,434E-001
1,252E-002
-1,268E+000
-6,300E-001
-7,216E-001
1,286E-001
-2,516E-001
7,078E-001
1,211E+000
1,357E+000
-4,809E-001
1,180E+000
9,695E-002
7,438E-001
-3,952E-001
3,172E-001
-1,229E+000
1,040E+000
3,885E-001
3,225E-001
8,424E-001
2,533E-001
1,892E-001
-3,139E-001

8,153E-002
8,228E-002
8,284E-002
1,728E-002
4,107E-002
7,379E-002
1,500E-002
7,014E-002
8,065E-002
4,047E-002
5,453E-002
7,372E-002
6,159E-002
9,138E-003
7,668E-002
8,308E-002
6,274E-002
8,034E-002
7,924E-002
6,697E-002
8,350E-002
7,285E-002
7,758E-002
7,095E-002

4,563E-001
2,398E-001
-1,276E+000
-5,640E-001
-7,502E-001
5,541E-001
-3,830E-001
1,101E+000
1,625E+000
1,427E+000
-4,803E-001
1,409E+000
-1,550E-002
9,142E-001
-2,999E-001
1,857E+000
-9,267E-001
7,400E-001
9,562E-001
1,283E-001
1,062E+000
4,414E-001
-1,278E+000
-4,594E-001

4.2 Anélisis en funcion de la distancia

Nivel de expresion (escala logaritmica)

5,000E-001
4,000E-001
3,000E-001
2,000E-001
1,000E-001

0,000E+000

-1,000E-001

-2,000E-001

H Cerca

Lejos

3,977E-002
4,766E-002
3,640E-002
6,663E-002
5,140E-002
2,964E-002
1,460E-002
4,538E-002
3,075E-002
6,644E-002
3,744E-002
1,330E-002
4,720E-002
5,294E-002
6,687E-002
7,916E-002
2,634E-002
4,041E-002
4,162E-002
1,418E-002
6,139E-002
2,181E-002
3,479E-002
3,123E-002

Expresion en funcién de la distancia

146a
-1,669E-001
3,022E-001

-1,292E-001
0,260718185

5,569E-001
-1,236E-001
-6,940E-001
-2,727E-001
-4,910E-001
9,963E-001
3,838E-001
1,417E+000
1,095E+000
1,783E+000
-1,798E-001
1,071E+000
-2,581E-001
8,863E-001
6,184E-002
1,226E+000
-8,980E-001
7,797E-001
6,183E-001
3,374E-001
9,926E-001
4,202E-001
-6,482E-001
-5,936E-001

26
9,255E-002
0,459624813
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4,279E-002
6,577E-002
8,161E-002
5,081E-002
7,386E-002
7,988E-002
6,190E-002
7,843E-002
5,811E-002
6,940E-002
7,025E-002
6,485E-002
6,987E-002
7,251E-002
8,471E-002
8,297E-002
6,740E-002
7,681E-002
6,897E-002
2,395E-002
8,367E-002
7,560E-002
7,641E-002
7,402E-002

Figura 7. Gréfico que representa la expresion de los miRNAs seleccionados en funcion de su
distancia a las fuentes de contaminacion.
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A partir de los datos recogidos en la Tabla 9, se ha elaborado una figura en la que se
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representan gréficamente las diferencias de expresion entre los grupos situados cerca y

lejos (ver Figura 7)

Posteriormente, se ha realizado la prueba T de student, con el objetivo de determinar si
existen diferencias entre las medias de los grupos de ganaderias de cerca y los de lejos.
Para ello, se establece un 95% de confianza, es decir, si el p-valor es menor de 0,05, se
rechaza la hipétesis nula y se podra concluir que no existen diferencias significativas entre
las medias de los grupos. Los p-valores de los tres miRNA se pueden observar en la Tabla
10.

Tabla 10. Valores p de la prueba T de student de miRNAs seleccionados

mMiRNA p-valor
bta-miR-26a 0,042228
bta-miR-223 0,01864604

Otro de los andlisis realizados a partir de los datos de la Tabla 9 ha sido el test de
correlacion lineal de Pearson, con el objetivo de determinar la intensidad y el sentido de
la relacién entre dos variables, en este caso, entre los miRNAS, que puede adoptar valores

entre -1 (relacion lineal negativa) y 1 (relacion lineal positiva perfecta).

Tabla 11. Test de correlacion lineal de Pearson de miRNAs

Pearson

146a-223 223-26a 26a-146a

0,82565116 0,88764848 0,79787184

4.3.Andlisis de contaminantes

Al igual que con los miRNAs, a partir de los datos de la Tabla 1, se ha realizado la prueba
T de student sobre los valores de los contaminantes presentes en la grasa de la leche en

los grupos “cerca” y “lejos”.
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Tabla 12. Valores p de la prueba T de student de contaminantes en leche

Universidad de Oviedo

Contaminante p-valor
Cadmio 0,120692372
Plomo 0,003123302
Arsénico 0,184756508

Al obtener un p-valor menor de 0,05 en la prueba T de student del plomo, se ha llevado a
cabo el test de correlacion de Pearson, con el proposito de caracterizar la asociacién con
cada uno de los tres miRNAs relacionados con la inflamacion, obteniendo los resultados
de la Tabla 13.

Tabla 13. Test de correlacién lineal de Pearson de los datos de plomo con los tres miRNA

analizados

Pearson (plomo)

26a -0,10236425
146a -0,12747887
223 -0,14802082

4.4 Discusion de resultados

Lo primero que hay que decir, es que los valores encontrados de los tres metales
analizados en la leche de tanque de las explotaciones de vacuno de leche se encuentran
por debajo del limite m&ximo permitido por la Unién Europea, tanto en las explotaciones
de lejos como de cerca de focos de contaminacion (Forcada, 2023).

En funcion de los p-valores obtenidos a partir de los datos de la Tabla 9, se puede concluir
que existen diferencias significativas entre la expresion de los marcadores cuando estos
son medidos en grasa de leche de explotaciones cerca y lejos de focos de contaminacion.
Ademas, como se observa en la Figura 7, la expresion es mayor cuando las muestras se
tomaron en ganaderias situadas a mas de cinco kilometros de focos de contaminacion, es
decir en ambientes mas libres de contaminacion ambiental. Ademas, el test de correlacion

lineal de Pearson (Tabla 11) indica una relacion muy fuerte y positiva entre los tres
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miRNAs que se estan analizando, ya que, como se podia ver en la grafica de expresion
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en funcidn de la distancia (Figura 7), estos presentaban comportamientos muy similares,
lo cual puede indicar que los tres estan relacionados con la respuesta inmune de la

glandula mamaria en la misma via de activacion.

En el caso del bta-miR-146a, como se indica en (Chen et al., 2022), esto podria ser debido
al papel de este miRNA en el eje circRNA-05280/miR-146a/IRAK1, ya que, al producirse
una sobreexpresion de miR-146a, que se observa en las ganaderias englobadas en el grupo
“lejos”, se regula negativamente la expresion de IRAK1, que contribuye a la produccién
de citocinas proinflamatorias y a la regulacion de la via de transduccion de sefiales NF-
kB, participando en comportamientos bioldgicos malignos en las células (Yu et al., 2022).
Estos resultados coinciden con lo expuesto en otros articulos, en los que se observa que
ratones knockout para miR-146a poseen respuestas inflamatorias exageradas (Boldin
etal., 2011; S.-X. Gu et al., 2015; Wu et al., 2021).

A falta de estudios realizados en vacas y, en concreto, sobre su papel en la mastitis bovina,
el miR-223 ha demostrado constituir un regulador de la respuesta inflamatoria regulando
la proliferacion de macréfagos proinflamatorios y uniéndose a genes diana especificos
para inhibir las citocinas proinflamatorias y las sefiales inflamatorias en estas células,
resultando los ratones deficientes en miR-223 muy sensibles a estimulos desencadenantes
de respuestas inmunoldgicas (Jiao et al., 2022; R. Li et al., 2015; Neudecker et al., 2017).

En cuanto a miR-26a, al igual que los dos miRNAs anteriores, diversos articulos han
confirmado sus funciones inmunomoduladoras y de reduccidn de respuestas inflamatorias
en pez cebra (Danio rerio) y raton. Asimismo, una sobreexpresion de mir-26a en raton
suprimid significativamente la expresion de citoquinas proinflamatorias (Pimentel Falcao
etal., 2021; Yu et al., 2022; Zhang et al., 2021)

Esta informacion coincide con los resultados de las PCR cuantitativas llevadas a cabo, a
pesar de que no se han realizado hasta el momento suficientes estudios que permitan
asegurar con total seguridad qué miRNAs poseen propiedades proinflamatorias o
antiinflamatorias y el mecanismo subyacente de las interacciones moleculares derivadas
del aumento o disminucion de la expresion de miRNAs sigue sin estar claro. La mastitis
supone un trastorno asociado a las respuestas inmunitarias e inflamatorias, por lo que el

pleno conocimiento de la funcion de los miRNAs en la homeostasis inmunitaria permitiria
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su utilizacién como biomarcadores en la lache afectada por la mastitis bovina. Esta
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disminucion de niveles de miRNA encontrados en leche de explotaciones cercanas a
focos de contaminacion, podria ser la consecuencia de una exposicion cronica a
contaminantes ambientales, que estd intimamente relacionado con la disminucion de la

respuesta inmune (Q. Li et al., 2018).

En cuanto a los p-valores obtenidos de la realizacion de la T de student (Tabla 12) con las
cantidades de contaminantes registradas en la Tabla 1, Unicamente el plomo presento
diferencias significativas (p<0,05), encontrandose los niveles mayores de este
contaminante en aquellas ganaderias que se situaban cerca de focos de contaminacion. Al
realizar el test de correlacion de Pearson entre el plomo y los tres miRNAs, se obtuvieron
valores que indican una relacion lineal débil y negativa, lo que quiere decir que su
respuesta no depende concretamente de los niveles de este metal, y ademas podemos
afirmar que no es posible utilizar estos mMiRNAs como marcadores de contaminacion por
altos niveles de plomo. Es necesario estudiar otras posibles fuentes de contaminacién a
parte de estos metales, que puedan ser las responsables directas de la alteracion de la

expresion de estos miRNA.

Hay que tener en cuenta que este estudio se ha realizado con muestras reales procedentes
de explotaciones ganaderas comerciales, que ya de por si tienen una variabilidad de
manejos y de distancias a los focos de contaminacion. Sin embargo, este trabajo si que
advierte que los perfiles de miRNA en leche cruda varian dependiendo de la localizacién
de las ganaderias, mas o menos cerca de focos de contaminacion. Se desconoce ademas
la cantidad y tiempo de exposicion de un determinado contaminante a partir de los cuales
se produciria una alteracion de la expresion de miARN, pudiendo darse el caso de que la
ingestion de contaminantes en los forrajes o directamente del ambiente por otras vias,
como la respiratoria o cutanea, sea demasiado baja como para provocar una respuesta
perceptible en el metabolismo del animal, a diferencia de lo que sucederia en una
intoxicacion aguda, dado que, como ya hemos dicho, en ningun caso los niveles de
contaminantes en leche medidos de la Tabla 1 supera los limites establecidos por la

legislacion.
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5. CONCLUSIONES

Aunque es necesario el estudio de mas miRNA en un muestreo mas amplio, esta evidencia
demuestra que la variacion de los perfiles de miRNAen leche puede utilizarse como un
biomarcador que informe de manera indirecta sobre la calidad ambiental del entorno de
las granjas de donde proviene la leche. Ademas, indica que las condiciones ambientales
se ven reflejadas en el contenido de miRNA de la leche cruda, y por lo tanto el ambiente
mas o menos libre de contaminacion donde se asientan las ganaderias, podria modificar

las propiedades funcionales de la leche.

Por lo tanto, la utilizacion de miRNAs puede servir para medir de manera indirecta el

grado de contaminacion en leche cruda, pero no de los contaminantes concretos.

Este trabajo ha sido financiado por el Gobierno Regional del Principado de Asturias
(proyecto 1D1/2021/000102) cofinanciado por la Unién Europea a través del FEDER
(Fondo Europeo de Desarrollo Regional), y los proyectos del Ministerio de Ciencia e
Innovacion (AEI) PID2021-1260100R-100, y RTA2015-00061-C02-01.
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