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Resumen

Una parte creciente de la poblacion a nivel mundial sufre de sobrepeso u obesidad debido a
la ingesta de una dieta inadecuada siendo el desencadenante de multitud de problemas de
salud. Sin embargo, el problema es mayor por la existencia del fenotipo falso delgado u
obesidad normopeso. Los individuos que presentan este fenotipo no tienen sobrepeso ni
obesidad, pero si grasa visceral incrementada, pudiendo presentar las mismas alteraciones
y riesgo de patologias que los obesos sin estar identificados al no presentar signos evidentes
de adiposidad. Por ello es de vital importancia identificar de manera temprana a los
individuos en riesgo, para poder poner en marcha estrategias de prevencion adecuadas. La
identificacién de biomarcadores tempranos de alteraciones relacionadas con la dieta
inadecuada y la adiposidad es un campo cientifico en auge. En este trabajo de revision
bibliografica se presentan los tipos y posibles fuentes de biomarcadores tempranos, con
especial atencion al gran potencial que presentan las células sanguineas como fuente de
biomarcadores relacionados con la nutricion.
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1. Introduccion

Uno de los principales problemas de salud en la sociedad actual es el gran aumento de
enfermedades crénicas causadas por la dieta y los hébitos de vida inadecuados. Una dieta
desequilibrada es aquella que proporciona una combinacién inadecuada tanto de energia
como de nutrientes, esta induce deterioro metabolico y un mayor riesgo de desarrollar
diferentes tipos de enfermedades (2). Desde 1975, la obesidad se ha casi triplicado en todo
el mundo y cada afio mueren, como minimo, 2,8 millones de personas a causa de la obesidad
0 sobrepeso. En 2016, 41 millones de nifios menores de 5 afios y 340 millones de
nifios/adolescentes tenian sobrepeso u obesidad, 1900 millones de personas mayores de 18
afios tenian sobrepeso y 650 millones tenian obesidad (5). La obesidad esta intimamente
relacionada con el sindrome metabd6lico. Se considera que una persona presenta sindrome
metabolico cuando tiene tres de los siguientes 5 criterios: circunferencia de cintura > 90 cm
en hombres y 80 cm en mujeres, presion arterial > 130/85 mmHg o antecedentes de
hipertension, glucosa plasmaética circulante en ayunas > 5,6 mmol/L o antecedentes de
diabetes mellitus, triglicéridos > 1,7 mmol/L y HDL < 1,03 mmol/L en hombres y < 1,29
mmol/l en mujeres (11). El sindrome metabdlico aumenta el riesgo de padecer diabetes tipo
Il y enfermedades cardiovasculares, principal causa de muerte a nivel mundial en los
altimos 15 afios segin la OMS.

El sistema tradicionalmente utilizado para clasificar el peso corporal de la poblacién es el
indice de masa corporal (IMC), que se calcula dividiendo el peso (en Kg) por la altura (en
m?), considerandose que una persona es normopeso si el IMC esta entre 18,5 y 24,9 Kg/m?,
sobrepeso si es mayor a 25 Kg/m?y obeso si es mayor a 30 Kg/m? (126). Sin embargo, el
sindrome metabdlico no esta vinculado al IMC, por lo que ser normopeso u obeso no es
sinénimo salud o riesgo metabolico. Asi, teniendo en cuenta el IMC y, ademas, el estado
metabolico, se puede dividir la poblacion general en 4 grupos: obeso metabolicamente
anormal (MAO -metabolically abnormal obese-), obeso metabolicamente saludable
(MHO —metabolically healthy obese—), normopeso metabdlicamente saludable (MHNW —
metabolically healthy normal-weight-) y normopeso metabolicamente obeso (MONW —
metabolically obese normal-weight-). Se estima de que un 30% de la poblacién mundial
presenta el fenotipo MONW (8), al que nos referiremos en el presente trabajo como
fenotipo “falso delgado”, aunque se ha observado una prevalencia muy heterogenea
estadisticamente significativa entre los diferentes estudios. Este hecho indica que los
criterios de identificacion de falsos delgados no estan claros (110). Todo ello implica un
grave problema de salud ya que una parte importante de la poblacion puede presentar un
mayor riesgo metabodlico no diagnosticado debido a la ausencia de sobrepeso u obesidad o
incluso debido a la falta de alteraciones en los biomarcadores clésicos de la enfermedad.
Por ello es fundamental la basqueda de biomarcadores tempranos predictivos del fenotipo
MONW (1).

Aungue los mecanismos que aumentan el riesgo cardiovascular en personas
metabolicamente obesas aun no estan claros, la inflamacion y el aumento del estrés
oxidativo son dos mecanismos potenciales que pueden tener un papel importante en el
aumento de morbilidad asociada a personas con dietas inadecuadas (4). Ademas de las
complicaciones médicas relacionadas con el sindrome metabdlico es conocida la relacion
entre la ingesta de dietas altas en grasas y la obesidad con un aumento del riesgo de cancer
(6, 36, 69). Mas recientemente, también se ha establecido una conexién con alteraciones
cognitivas (96) y, por tanto, las dietas hiperlipidicas y la obesidad también podrian tener un
papel importante en la creciente incidencia de enfermedades neurodegenerativas en las
sociedades occidentales. Debido a la ineficacia de las terapias actuales para tratar
enfermedades neuroldgicas y la dificultad de obtener muestras cerebrales la identificacion



de biomarcadores de deterioro cognitivo leve constituye un reto futuro de la investigacion
en nutricién molecular y clinica (1).

2. Objetivos

e Definir el fenotipo falso delgado, caracteristicas, criterios de diagnostico, y
patologias asociadas.

e Analizar el concepto de biomarcador y tipos de biomarcadores existentes.

e Analizar especificamente la utilidad de las células sanguineas (células de sangre
total y de sangre periférica) como fuente de biomarcadores tempranos predictivos de
obesidad y obesidad normopeso.

e Identificar el estado del estado actual de investigacion cientifica de biomarcadores
tempranos de obesidad, obesidad normopeso y patologias asociadas

3. Metodologia

Este trabajo se basa en una blsqueda bibliogréfica para identificar la problematica del
exceso de grasa corporal en la salud e identificar acciones cientificas para buscar
biomarcadores tempranos para poder establecer estrategias de prevencion. Se ha realizado
busquedas generales para disefiar un indice de trabajo y posteriormente se han realizado
busquedas sistematicas de literatura méas especificas para cada apartado de interes a través de
bases electronica que incluyen Web of Science, PubMed y Google académico. Solo se
recuperaron articulos en inglés. Los articulos utilizados estan en el apartado de bibliografia.



4. Obesidad normopeso: fenotipo falso delgado

Las personas con peso normal metabolicamente obesas (MONW), también conocidas de
manera mas comun como falsos delgados o skinny fat en inglés, son personas con un peso
corporal normal segin el IMC (entre 18 y 25 Kg/m?) pero que presentan caracteristicas
metabolicas relacionadas con la obesidad y el sindrome metabdlico. El fenotipo falso
delgado esta relacionado con la ingesta de dietas desequilibradas, dietas ricas en grasa o
carbohidratos simples, pero sin una mayor ingesta de energia (11). Las personas con
MONW presentan niveles més altos de grasa visceral, masa grasa, grasa hepatica y
triglicéridos circulantes. Ademas, presentan menor masa corporal magra y resistencia a la
insulina (10). Una de las caracteristicas mas problemaéticas de este fenotipo es la deposicion
de grasa en el higado, ya que el higado graso tiene un papel importante en la aparicion de
resistencia a la insulina y sindrome metabolico (12). En definitiva, la composicion corporal
y las anormalidades en la distribucion de la grasa corporal (deposicion de grasa visceral)
pueden jugar un papel importante en el desarrollo de complicaciones metabdlicas en estos
individuos (11).

4.1. Nomenclaturas utilizadas y evolucion del estudio del fenotipo falso delgado

En la bibliografia cientifica, este fenotipo recibe también otros nombres como obesos
metabolicamente no saludables (MUHNO o MUNO — metabollicaly unhealthy non obese
—) o individuos con peso normal metabdlicamente no saludables (MUNW — metabollicaly
unhealthy normal weight —). En este trabajo se ha optado por usar MONW ya que es uno
de los terminos mas utilizados y que parece que se esta imponiendo en la bibliografia
cientifica. Sin embargo, es de destacar que esta diversidad de nomenclatura dificulta la
identificacion del fenotipo al hacer busquedas bibliograficas. En la Figura 1a se representa
el nimero de articulos que utilizan cada nomenclatura. Se puede observar que los primeros
articulos sobre fenotipo falso delgado utilizan MONW; sin embargo, en los ultimos afios (a
partir de 2013) empezaron a aparecer nuevas nomenclaturas. Ademas, se puede observar
cémo ha ido creciendo el interés por el estudio de este fenotipo, con un maximo de
publicaciones en 2016, continuando el interés por el fenotipo hasta la actualidad (Figura
1b).
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Figura la. Representacion de las publicaciones registradas en PubMed en el periodo temporal de
1998 a 2019 de las busquedas metabolically unhealthy non-obese (MUHNO o MUNO),



metabolically unhealthy normal weight (MUNW) y metabolically obese normal weight (MONW),
respectivamente.
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Figura 1b. Representacion del nimero total de publicaciones registradas en PubMed en el periodo
temporal de 1998 a 2019 relacionadas con los falsos delgados con las basquedas metabolically
unhealthy non-obese (MUHNO o MUNO), metabolically unhealthy normal weight (MUNW) y
metabolically obese normal weight (MONW).

4.2. Criterios de clasificacion del fenotipo falso delgado

Ruderman, en 1981 fue el primero en describir el fenotipo MONW (102). Posteriormente,
en 2006, De Lorenzo et al. (103) introdujo el concepto de obesidad normopeso (NWO —
normal weight obesity —). Los individuos con NWO se definen como personas con un IMC
normal pero con aumento de grasa corporal y reduccidon de masa magra. Este concepto es
mas inclusivo que MONW vya que podrian incluir personas metabolicamente sanas y de
peso normal que cumpla con los criterios de exceso de grasa corporal (103). Ademas de
este término han surgido otros como TOFI (thin outside fat inside) para indicar a personas
delgadas con grasa acumulada (100).

A la hora de definir a un falso delgado, es relevante tener una buena cuantificacion de la
cantidad de grasa corporal. Los valores de corte utilizados para el porcentaje de grasa
corporal dependen del origen étnico y el sexo de la poblacion estudiada (99). Hay diferentes
métodos utilizados para cuantificar la grasa corporal. La medicién directa del tejido adiposo
utilizando métodos estdndar como la pletismografia de desplazamiento de agua o la
resonancia magnética es demasiado costosa y poco practica para el uso diario en la practica
clinica. Sin embargo, estdn emergiendo métodos validos y rentables como la pletismografia
de desplazamiento de aire, la absorciometria de rayos X de energia dual (DXA) o la
impedancia bioeléctrica (99). Entre estos, DXA se esta imponiendo como una de las
herramientas mas eficientes, precisas y valiosas para estimar la grasa corporal, en gran parte
debido a su capacidad adicional para estimar el tejido adiposo visceral (101).

Como se ha comentado anteriormente, los individuos falsos delgados presentan un mayor
riesgo metabdlico. Sin embargo, los criterios para identificar este fenotipo todavia no estan
bien definidos. Comparando diferentes estudios se puede observar claramente la falta de
consenso en los criterios exactos que establecen la definicion del fenotipo. Lee et al. (103)
definid a los falsos delgados como personas con un IMC inferior a 25 kg/m2 y 2 0 més
factores de riesgo metabdlico (hipertension, alta concentracion de triglicéridos, glucemia

10



alta en ayunas, baja concentracion de HDL y evaluacion del modelo de homedstasis de la
resistencia a la insulina, HOMA-IR, igual o mayor al percentil 90). Eckel y col. (104) lo
definieron como aquellas personas con un IMC inferior a 25 kg/m2 que desarrollaron
diabetes mellitus de tipo 2 durante el periodo de seguimiento de un estudio de cohorte
prospectivo. Eckel y col (105) definieron el fenotipo como personas con un IMC normal
(18.5-24.9 Kg/m?) con problemas de salud metabdlica evaluados utilizando las pautas del
Panel Ill de Tratamiento para Adultos del Programa Nacional de Educacion sobre el
Colesterol (circunferencia de la cintura, triglicéridos altos, colesterol HDL bajo,
hipertension y glucosa alta en ayunas). En el mismo periodo, Lee et al. (106) definio el
fenotipo como personas con un IMC normal y con sindrome metabdlico, valor anormal del
indice de glucosa triglicérida (TyG) o puntaje HOMA-IR en el cuartil mas alto.

4.3. Prevalencia del fenotipo falso delgado

En varias ocasiones se ha intentado estimar la prevalencia del fenotipo MONW en la
poblacion general. Un meta-analisis en el que se evaluaron 31 articulos estima una
prevalencia global del fenotipo MONW del 30% (intervalo de confianza del 95% [26-
36%]) (8), mientras que otros informan que la prevalencia entre las personas delgadas es
de alrededor del 10-37% (108) y del 5 al 45% (109). En dicho meta-analisis los autores
observaron una heterogeneidad de prevalencia estadisticamente significativa entre los
diferentes estudios y la presencia de varios factores que afectan a dicha prevalencia. El
género, los hombres presentan mayor prevalencia del fenotipo MONW posiblemente
debido a que tienden a acumular grasa visceral (obesidad androide); la region, poblaciones
europeas presentan mayor prevalencia del fenotipo MONW; la edad, a mayor edad mayor
prevalencia del fenotipo MONW vy algunos factores relacionados con un estilo de vida
insalubre como el tabaquismo y el consumo de alcohol incrementan la incidencia de dicho
fenotipo (8). Ademas, estos datos podrian estar infravalorados, ya que la mayoria de la
poblacidn desconoce si presenta grasa visceral incrementada y, por tanto, un mayor riesgo
metabolico.

En la literatura se presentan diferentes nomenclaturas y diferentes definiciones del fenotipo,
lo que conlleva diferentes criterios de admisién en trabajos epidemioldgicos o
experimentales afectando a los resultados obtenidos. EI hecho de que no estén claros los
criterios para clasificar a un individuo como falso delgado también podria contribuir a que
la prevalencia sea diferente. Seria importante que todos los investigadores utilicen los
mismos criterios para definir a los falsos delgados, lo que facilitaria la comparacion de
diferentes trabajos y la obtencion de conclusiones.

Los falsos delgados pueden mostrar signos prematuros de resistencia a la insulina
(hiperinsulinemia) y dislipidemia que puede aumentar su riesgo de desarrollar diabetes y
enfermedades cardiovasculares, entre otras (10). Sin embargo, este riesgo que puede pasar
desapercibido desde una perspectiva clinica si el individuo es de corta edad y con un peso
corporal normal (10). Esto es un problema, ya que una parte importante de la poblacion
podria estar en mayor riesgo metabdlico sin ningan signo evidente de alarma. Por lo cual
es fundamental llegar a un diagnostico temprano de pacientes con el fenotipo MONW
mediante biomarcadores predictivos de este fenotipo y de la deposicidn de grasa hepatica
(1). Estos biomarcadores de riesgo permitirian poner en marcha acciones de preventivas
paraasi normalizar el perfil cardiometabolico anormal y reducir el riesgo de mortalidad (9).

5. Biomarcadores, caracteristicas, tipos y utilidad en medicina de prevencion

El término biomarcador, acronimo de “marcador biol6gico”, inicialmente hacia referencia
a una subcategoria de los signos médicos. Es decir, aportaban una indicacion objetiva del
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estado médico de un paciente que puede ser reproducida y medida con precision (3). Hay
que diferenciar claramente el concepto de biomarcador clinico del de un sintoma, que se
limita a una percepcion de salud o enfermedad subjetiva del paciente. En cambio, un
biomarcador puede, pero no necesariamente se correlaciona, con la sensacion del paciente.
The National Institutes of Health Biomarkers Definitions Working Group definié un
biomarcador con mas precision como ‘“una caracteristica que se mide y evalia
objetivamente como un indicador de los procesos biolégicos normales, los procesos
patdgenos o las respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica” (13). La OMS
declar6 que el término biomarcador en sentido amplio incluye “casi cualquier medicion que
refleje una interaccion entre un sistema biolégico y un agente ambiental, que puede ser
quimico, fisico o biologico” (14).

Las variables clinicas primarias (punto final clinico o verdadero) ofrecen datos claros e
inequivocos que pueden mostrar definitivamente si las intervenciones son eficaces o
ineficaces (3). Estas variables clinicas primarias son, por ejemplo, la supervivencia,
accidente cerebrovascular o infarto de miocardio. Las variables clinicas primarias pueden
ocurrir con poca frecuencia en ensayos clinicos de manera que son poco préacticas, ademas
de poco éticas. Los biomarcadores, cuando son utilizados como resultados en ensayos
clinicos actiian como puntos finales sustitutos. Para ser considerado una variable sustituta,
debe haber pruebas cientificas solidas (por ejemplo, epidemioldgicas, terapéuticas y/o
fisiopatologias) de que un biomarcador predice de manera consistente y precisa un
resultado clinico, ya sea un beneficio o un dafo. Los biomarcadores como puntos finales
sustitutivos presentan muchas ventajas entre ellas permiten detener intervenciones
potencialmente dafinas para los sujetos antes de presentar variables clinicas (3). Por otra
parte, los biomarcadores suelen ser méas baratos y faciles de medir que los puntos finales
verdaderos. Por ejemplo, la presion arterial se puede medir al momento, mientras que lleva
varios afos recopilar datos de mortalidad (15).

Desde la patogénesis de una enfermedad a sus manifestaciones clinicas hay una cadena de
eventos, los biomarcadores se pueden usar en cualquier punto de la cadena ya que cualquier
medicion por debajo del resultado real puede considerarse un biomarcador de punto final
sustituto (15). Austin Bradford Hill establecio unos criterios para decidir si un biomarcador
es un buen candidato como punto final sustituto (ver Tabla 1). Aunque un biomarcador
cumpla con las pautas no implica explicitamente que sea Util, pero presenta una mayor
probabilidad de serlo (16).

Tabla 1. Pautas propuestas por Austin Bradford Hill para seleccionar biomarcadores.

Directriz Caracteristicas de un biomarcador util

Fuerza La asociacion entre el marcador y el resultado es fuerte.

Consistencia La asociacion persiste en diferentes: individuos, lugares y
circunstancias.

Especificidad El biomarcador estd asociado con una enfermedad
especifica.

Temporalidad Los cambios en el marcador y el resultado ocurren en paralelo
temporalmente.

Gradiente bioldgico El aumento de la exposicion a una intervencion produce
efectos crecientes sobre el marcador y la enfermedad (dosis-
respuesta).

Plausabilidad Hay mecanismos que conectan el marcador, la patogénesis

de la enfermedad y el modo de accién de la intervencion.
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Coherencia La asociacion es consistente con la historia natural de la
enfermedad y el marcador.

Evidencia experimental Una intervencion da resultados consistentes con la
asociacion.

Analogia Hay un resultado similar al que podemos afiadir una relacién

Recuperado de Hill, A. B. (1965). The environment and disease: association or causation?.
Journal of the Royal Society of Medicine, 295-300.

Se consideran dos tipos basicos de anélisis de laboratorio, que se pueden aplicar al concepto
de biomarcador analizado. Las pruebas estaticas son aquellas que miden la concentracion
actual de nutrientes, bioactivos o biomarcadores en una muestra bioldgica. En cambio, las
pruebas funcionales miden una respuesta que permiten una evaluacién dinamica con la que
se relaciona un biomarcador. El andlisis funcional permite la cuantificacion de la
flexibilidad fenotipica y refleja el grado de robustez homeostatica que presenta el individuo
(23).

5.1. Biomarcadores en el ambito de la nutricion y la salud

En el &mbito de la nutricion y la salud, interesan no solo los biomarcadores clinicos, sino
también los biomarcadores nutricionales. Para realizar una evaluacion dietética y del estado
nutricional de un individuo tradicionalmente se recogen datos de ingesta dietética
(recopilacion de 24 horas, cuestionarios de frecuencia alimentaria y registros dietéticos)
(17). Sin embargo, estos métodos basados en la ingesta de alimentos presentan algunas
limitaciones. Se trata de unos datos subjetivos ya que el individuo en muchas ocasiones no
recuerda con precision lo que ha consumido o el tamario de las proporciones (18). Ademas,
algunos nutrientes no estan bien caracterizados en las tablas de composicion de alimentos,
por lo tanto, el estado nutricional no se puede evaluar correctamente en funcion de la ingesta
de alimentos (19). No hay que olvidar que el contenido nutricional de los alimentos no es
uniforme y que hay muchos factores que influyen en la absorcion de nutrientes, como el
estado nutricional, la combinacion de alimentos, el grado de coccion y el grado de
procesamiento. Todos estos factores generalmente no se consideran ya que los
cuestionarios dietéticos no los registran (7).

Las limitaciones del uso de datos de ingesta dietética para determinar una evaluacién
dietética y del estado nutricional indican la gran necesidad de determinantes analiticos que
puedan cuantificar de manera objetiva y precisa el estado nutricional de un individuo. En
términos generales, “un biomarcador nutricional es una caracteristica que puede medirse
objetivamente en diferentes muestras bioldgicas y puede usarse como un indicador del
estado nutricional con respecto a la ingesta o el metabolismo de los componentes de la
dieta” (20).

Los biomarcadores clinicos se centran en el diagnéstico de un estado de enfermedad, sin
embargo, para comprender las complejas relaciones entre nutricion y salud se estan
utilizando diferentes tipos de biomarcadores en estudios nutricionales (21):

- Biomarcadores de exposicion: son aquellos utilizados para evaluar la ingesta
dietética de nutrientes, componentes alimenticios no nutritivos o patrones dietéticos. Por
ejemplo, la concentracidn plasmatica de alquilresorcinol se considera un biomarcador de la
ingesta de granos enteros (22).

- Biomarcadores de efecto (o funcidn): estos biomarcadores estan relacionados con
una funcidn objetivo o respuesta bioldgica, de manera que no solo reflejan el consumo sino
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también el metabolismo de nutrientes y pueden llegar a informar de efectos sobre los
procesos fisioldgicos o de la enfermedad (7).

- Biomarcadores de estado de salud/enfermedad: estos biomarcadores indican un
punto final relacionados con un estado de salud y/o riesgo de enfermedad. Por ejemplo, los
niveles plasmaticos de glucosa en ayunas estan asociados con la sensibilidad a la insulina
0 la diabetes (7).

El desarrollo de estos biomarcadores de salud/enfermedad son muy relevantes a nivel
clinico, principalmente para identificar y cuantificar el estado o progresion de una
enfermedad. Sin embargo, se requiere una manera de evaluar y cuantificar el estado de
salud de un individuo. Por lo tanto, es fundamental la busqueda de “marcadores de
prevencion” o “biomarcadores tempranos” que serian biomarcadores de alteraciones en
etapas muy tempranas que podrian progresar a la enfermedad detectables incluso antes del
inicio de la enfermedad. Es probable que estas alteraciones fisiologicas previas a la
enfermedad estan asociadas a alteraciones en el equilibrio homeostatico (23) ya que con
buena salud los mecanismos que mantienen la homeostasis pueden amortiguar de manera
efectiva diferentes desafios a los que esta sujeto un individuo (infecciones, temperatura,
ejercicio, dieta, etc.) (24). ElI camino hacia la enfermedad empieza cuando fallan estos
procesos adaptativos y redes reguladoras. Por lo tanto, existe la necesidad de identificar
biomarcadores moleculares de los efectos de la dieta, tanto para comprender los
mecanismos moleculares y las vias metabolicas afectadas, como para poder predecir
alteraciones homeostaticas (biomarcadores tempranos) y otras que puedan derivar en
patologia. Estos "biomarcadores tempranos”, "biomarcadores de riesgo” o "biomarcadores
de enfermedades™ son de interés para ser utilizados en la prevencién, diagnostico y
monitoreo, y deberian obtenerse idealmente de material bioldgico no invasivo, como la
sangre (2).

5.2. Fuentes bioldgicas de biomarcadores

La fuente de biomarcadores, y particularmente de biomarcadores tempranos debe ser
idealmente a partir de un material biologico facilmente accesible y obtenible utilizando
técnicas minimamente invasivas. Los biomarcadores deben determinarse por métodos
solidos, sensibles y reproducibles, que deben ser altamente especificos y econdmicamente
viables. Ademas, su concentracion en la muestra bioldgica debe ser lo suficientemente
sensible como para reflejar posibles cambios (25). Las muestras bioldgicas mas utilizadas
como fuente de biomarcadores en estudios nutricionales son la sangre (plasma, suero,
células sanguineas), productos de excrecion (orina, heces) o muestras facilmente obtenibles
(ufias, saliva, cabello), aunque en ciertos casos puede ser relevante tener biopsias 0 muestras
de tejido solido (musculo, tejido adiposo, piel) (7).

En este trabajo se analizara en detalles la utilidad de las células sanguineas como fuente
bioldgica en estudios de nutricion, obesidad y salud (ver apartado 6).

5.3. Aplicacion de las técnicas 6micas a la obtencion de biomarcadores

En el ambito de la medicina e investigacion, y en relacion a las enfermedades ligadas a la
dieta, se han ido utilizando de manera tradicional biomarcadores bioldgicos clasicos como
son los niveles circulantes de glucosa, triglicéridos, colesterol, etc. que informan del estado
metabdlico del paciente. Sin embargo, dichos metabolitos normalmente ya se encuentran
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alterados cuando el metabolismo esta afectado (marcadores de punto final), no siendo
especialmente Utiles para ser usados como biomarcadores de prevencion.

En este sentido son muy relevantes las técnicas de analisis global, tecnologias “6micas”.
Estas técnicas han abierto nuevas vias de investigacion al permitir obtener informacion de
miles de pardmetros y, en definitiva, poder conocer el “perfil nutrigenémico” de cada
individuo, permitiendo detectar alteraciones del estado de homeostasis de forma temprana
(124). Estas tecnologias, sin embargo, presentan algunas limitaciones, ya que para extraer
informacion bioldgica atil de una gran cantidad de datos, generalmente se comparan dos
situaciones (ejemplo, enfermos en comparacion con sanos) de manera que la mayor parte de
datos recogidos no son tratados. Una manera de optimizar toda la informacién disponible
es mediante la biologia de sistemas (26), es decir, describiendo el sistema biol6gico en su
totalidad para poder describir completamente cada sistema homeostético y percibir
desplazamientos de este sistema. Encontramos diferentes técnicas de genémica funcional
usadas en el andlisis de etapas implicadas en la expresion génica que danlugar a diferentes
tipos de biomarcadores:

- Biomarcadores genéticos

El genoma es el conjunto completo de genes de un organismo. Los biomarcadores genéticos
se basan principalmente en la determinacion de polimorfismos genéticos, particularmente
polimorfismos de un solo nucleotido (SNP). Este tipo de biomarcadores tienen una serie de
requerimientos y de ventajas: se requiere cualquier muestra biologica que contenga células
nucleadas, son biomarcadores estaticos, su determinacion es rapida, relativamente
economica y las muestras utilizadas pueden almacenarse y transportarse facilmente,
especialmente una vez que el ADN ha sido aislado (27). Este tipo de biomarcadores son
particularmente interesantes cuando la variacion interindividual se ha asociado con la
presencia de ciertas variantes genéticas, la determinacion de polimorfismos genéticos mas
relevantes asociados a fenotipos de interés pueden establecer una asociacion fiable entre la
dietay la enfermedad. Actualmente hay cientos de SNPs asociados con diferentes fenotipos
de enfermedades relacionadas con la nutricion (28,29).

- Biomarcadores transcriptémicos

El transcriptoma es el conjunto de todas las moléculas de ARN (también llamadas
transcritos) presentes en una celula o grupo de células en un momento determinado. El
transcriptoma engloba tanto el ARN mensajero (puede traducirse en una proteina) como el
ARN no codificante (no se traduce en una proteina). Cada tipo celular posee un
transcriptoma dnico y distinto ya que diferentes células expresan diferentes genes que
varian dependiendo del tejido y el tiempo de vida. La exposicion a diferentes dietas,
alimentos especificos o componentes de la dieta afecta a la expresion de genes especificos o
al transcriptoma completo. Ademas, el analisis global de transcriptomas ha permitido
comprender mecanismos moleculares de la enfermedad, las vias metabdlicas, las redes
reguladoras y ayudar en gran medida con la busqueda e identificacion de biomarcadores de
la salud para el diagndstico y prondstico, asi como objetivos potenciales para intervencion
nutricional. Permitiendo asi comprender mejor la compleja interaccién entre factores
genéticos y ambientales (30, 31). Una fuente de biomarcadores transcriptomicos muy
interesante son las células sanguineas, ya sea células totales (PBC) o la fraccion de células
mononucleares de la sangre periférica (PBMC) ya que su perfil de expresion génica refleja
en parte el perfil de expresion que se produce en otros tejidos, particularmente el higado, el
musculo y el tejido adiposo sin necesidad de utilizar una técnica invasiva como las biopsias
de estos tejidos (32, 33, 34, 35). Los biomarcadores transcriptdbmicos, aunque son
prometedores, deben validarse integrando los estudios de transcriptoma con estudios de

15



gendmicay, principalmente epigenética, ya que la maquinaria epigenémica es muy sensible
a sefiales metabolicas (36).

Por otra parte, también deben considerarse como posibles biomarcadores los ARN no
codificantes. En particular, los microRNA (miRNA), que son pequefios ARN de 18-25
nucleétidos de longitud que regulan la expresion de sus respectivos ARNm objetivo
después de la transcripcion. Algunos miRNA han surgido como reguladores epigenéticos
cruciales de muchos procesos relacionados con la nutricién (37). Se ha demostrado que la
modulacion dietética de la expresion de miRNA influye en diversas enfermedades, como
la diabetes tipo 2 o la esteatosis hepética (38) y que los componentes alimentarios modulan
la expresion de los miRNAs (39). Por lo tanto, los miRNAs especificos tienen potencial
como biomarcadores de efecto, exposicion e ingesta.

- Biomarcadores protedmicos

El proteoma es el conjunto de proteinas que es 0 puede ser expresada por un genoma, en
una célula, tejido u organismo en un momento determinado. El proteoma celular es la
totalidad de las proteinas expresadas por una célulabajo condiciones ambientales y segln su
ciclo celular especifico, ya que las proteinas se elaboran en cantidades y tiempos diferentes
segun su funcionamiento, necesidad y su interaccion con otras proteinas. Generalmente, los
fluidos corporales de facil acceso (sangre, saliva o lagrimas) contienen proteinas de
importancia fisiologica y diagndstica. Son ampliamente utilizados en pruebas clinicas para
el diagnostico y pronostico de enfermedades y para seguir sus evoluciones (40). La mayoria
de las enfermedades humanas implican cambios en la expresion de proteinas normales o la
creacion de proteinas anormales, que perturban la fisiologia. En muchos casos, estas
proteinas pueden aparecer en la sangre u otros fluidos bioldgicos, lo que proporciona un
biomarcador de facil acceso que puede ofrecer informacion sobre el proceso de la
enfermedad. La protedmica también permite la identificacion de cambios que ocurren en
respuesta a la dieta. El uso de tecnicas protedmicas para la identificacion de nuevos
biomarcadores ha sido generalmente limitado por las caracteristicas de las proteinas y la
disponibilidad de técnicas adecuadas. Sin embargo, se estd progresando gradualmente y la
recopilacién de informacion sobre proteinas y péptidos, sus ubicaciones y funciones
celulares, junto con sus patrones de expresion en diferentes tejidos y células, proporciona
material poderoso para definir hipotesis sobre biomarcadores potenciales en suero / plasma,
antes de la validacion con pruebas especificas (41). Se espera que la creacién de bases de
datos de proteinas presentes en la sangre ayude a identificar nuevos biomarcadores (42).

- Biomarcadores metaboldémicos

La metaboldémica o el perfilado de metabolitos se trata del andlisis o cribado de pequefios
metabolitos presentes en muestras bioldgicas (43). En la metabolémica se pueden llevar a
cabo dos enfoques. Lametabolomicadirigida, que permite el analisis de un conjunto definido
de metabolitos conocidos con estructuras similares (por ejemplo, aminoacidos, acidos
grasos, fitoquimicos, etc.), generalmente es una herramienta cuantitativa que pretende
responder a una hipdtesis o pregunta bioquimica especifica (44). Por otra parte, la
metabolémica no dirigida consiste en el cribado imparcial de metabolitos en muestras
bioldgicas. Generalmente se utiliza para la elaboracion de perfiles de metabolitos globales
con la intencion de comparar patrones de metabolitos entre diferentes grupos (45). Los
estudios metabolomicos no dirigidos generalmente no son impulsados por hipotesis, sino
que generan hipdtesis (44). Las estrategias metaboldémicas, tanto dirigidas como no
dirigidas, han contribuido claramente al descubrimiento de biomarcadores en los Gltimos
afios convirtiéndose en una herramienta clave para la investigaciéon nutricional (45). Los
perfiles completos de metabolitos pueden proporcionar una vision general del metabolismo,

16



da informacion genética y refleja més de cerca el fenotipo final, ayudando asi a conectar el
genotipo con el fenotipo a nivel molecular (44). Los metabolitos presentes en las muestras
bioldgicas no sélo reflejan la exposicion a la dieta, sino también los procesos metabdlicos,
incluyendo los efectos modificadores de la variacion genética y la microbiota intestinal
(45).

Cabe destacar la microbiota intestinal, cuya composicion puede variar en funcién de la
dieta, influyendo en su actividad bioldgica y en posibles resultados fisioldgicos y de salud
(46). Por ejemplo, se demostro que la dieta mediterranea modifica la microbiota intestinal
con consecuencias funcionales tanto en el microbioma como en el metaboloma del huésped,
asociada con la reduccién del riesgo de enfermedad (46). De manera que la dieta modula
la microbiota y la composicion de la microbiota modula los efectos de la dieta. Por ese
motivo, el andlisis del microbioma de los individuos es prometedor para la busqueda de
biomarcadores que permitan predecir la capacidad de respuesta individual a la dieta (47).

- Biomarcadores epigenéticos

La epigenética es el estudio de los mecanismos que regulan la expresion de los genessin
modificaciones en la secuencia de ADN, sino que se refieren a otras modificaciones
quimicas que pueden resultar en la expresion diferencial de genes. Los principales
mecanismos epigenéticos incluyen la metilacion de ADN y la modificacion de histonas,
principalmente metilaciones y acetilaciones (48). Se conoce como metiloma a los patrones
de metilacion de ADN de un genoma, estos son caracteristicos de cada tipo celular y etapa
del desarrollo. La metilacion del ADN es una modificacion epigenética, que ocurre en un
dinucleotido de citosina-fosfato-guanina (CpG) e implica la adicién de un grupo metilo en
la posicion 5 de los residuos de citosina en las islas CpG. Esta modificacion proporciona
marcas en el genoma que establecen si los genes se activan transcripcionalmente o se
silencian. La hipometilacion o hipermetilacion de islas especificas se ha asociado con
varios fenotipos de enfermedades como el cancer, la obesidad o la diabetes tipo 2, entre
otros (49) o con la proteccion contra algunas enfermedades (50). La dieta puede afectar la
metilacion de ciertos sitios de ADN y que estos cambios en la metilacion son dinamicos
(48). A pesar de los rapidos avances, la epigenética nutricional todavia esta en sus etapas
iniciales y se necesitan muchos mas estudios para establecer marcadores epigenéticos como
nuevos biomarcadores de la ingesta o de la salud/enfermedad relacionada con la nutricion.
Aunque la atencion se ha centrado inicialmente en la metilacion del ADN, las
modificaciones de la histona estan surgiendo actualmente como modificaciones
epigenéticas relevantes para la nutricion.

6. Células sanguineas como fuente de biomarcadores tempranos

Las células sanguineas ofrecen la posibilidad de ser utilizadas en estudios humanos con
minima invasion para la busqueda de biomarcadores nutrigendmicos ya que se ha
observado que muchas adaptaciones transcripcionales homeostéaticas de las dietas y estados
fisioldgicos se reflejan en dichas células (52, 53, 54, 55). Esta fuente de biomarcadores es
de gran utilidad ya que una de las limitaciones que presentan los estudios en humanos es la
dificultad de obtener biopsias de tejidos relevantes de voluntarios sanos. Las células
sanguineas periféricas (PBC —peripheral blood cells-) comprenden todos los tipos de
células sanguineas e incluye la fraccion de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC —peripheral blood mononuclear cells-) compuesta principalmente por linfocitos y
monocitos.

La sangre es un tejido conjuntivo especializado formado por PBC, fragmentos de células y
plasma. Las PBC se componen principalmente de plaquetas, globulos rojos y globulos
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blancos. Las plaquetas son fragmentos celulares formados a partir de la fragmentacion
citoplasmatica de megacariocitos cuya principal funcion es la hemostasia, es decir, la
coagulacién de la sangre y representan un bajo porcentaje del ARNm de una muestra de
sangre, por lo que esta poblacion celular no es recomendable para realizar andlisis
transcriptivos (56). Los glébulos rojos o eritrocitos son las células mas abundantes de la
sangre. Estas células anucleares tienen como funcion el transporte de oxigeno y didxido de
carbono, mas del 70% del ARNm total de los eritrocitos es ARNm globina, para evitar
interferencias en el andlisis transcripcional utilizando PBC se recomienda reducir las
transcripciones de globina (57). Finalmente, los glébulos blancos o leucocitos, que
participan en la respuesta del sistema inmunitario, estan compuestos por granulocitos y
agranulocitos. Los granulocitos incluyen neutrofilos, basofilos y eosinéfilos, con un papel
clave durante las primeras respuestas inmunitarias inflamatorias en las enfermedades por
infeccion (58, 59). Por dltimo, la fraccion PBMC o agranulocitos estd compuesta por
linfocitos T (70%), linfocitos B (15%), linfocitos asesinos naturales (NK) (10%) y
monocitos (5%) (60). Los PBMC estan involucrados en la respuesta inmune adaptativa,
que reconoce patdgenos especificos y activa mecanismos para eliminarlos (61).

Las PBC son interesantes en estudios de expresion genica para la busqueda de
biomarcadores (biomarcadores transcriptomicos) relacionados con la dieta ya que las
células sanguineas circulan por el cuerpo infiltrando varios tejidos e interactuando con
todas las células proporcionando funciones de transporte y defensa (62).
Sorprendentemente, ademas de estar expuestas a los tejidos, capturan informacion
metabolica y pueden responder, a nivel de expresion génica, a las moléculas derivadas de
los tejidos, como las hormonas (63). En base aesto, Liew et al. propuso el llamado
"Principio Centinela" en el cual las células sanguineas podrian actuar como "centinelas™ en
respuesta a los cambios macro o microambientales que ocurren en los érganos (64). Con
este principio se considera que las células sanguineas al estar en circulacion estan en
contacto con diferentes sefiales ya sean internas (como las hormonas) o externas (como
nutrientes, medicamentos y otros) y como resultado de esta interaccion se generan patrones
de expresion génica especificos y detectables en la sangre debido a la estrecha interaccion
fisiolégica de la sangre con las células, los tejidos y los 6rganos. Las células sanguineas
pueden reaccionar a estos estimulos a nivel transcripcional porque poseen receptores de
membrana y nucleares especificos (52).

Ademas, especificamente las PBMC expresan la mayoria de los genes codificados por el
genoma humano, por lo que coexpresan una gran cantidad de genes de diferentes tejidos,
incluidas las transcripciones especificas de tejidos (33, 64).

Este tipo de fuente de biomarcadores tiene varias ventajas: (a) supone una minima
invasividad; (b) se puede realizar repetidamente en diferentes puntos de tiempo y (c)
permite la recoleccion de suficiente material bioldgico para realizar andlisis de expresion
génica. El desarrollo de tecnologias 6micas ha favorecido el uso de PBC en estudios
nutricionales para identificar biomarcadores transcriptémicos (33, 66). Ademas, las PBC
también se utiliza cada vez mas como fuente de biomarcadores epigenéticos y de
microARN con buenos resultados (67, 68).

Los PBC de humanos sanos muestran un patron de expresion génica estable con variaciones
individuales, lo que permite el establecimiento de un perfil de expresion génica saludable
(69). Las alteraciones en niveles transcriptomicos de PBC se han asociado con varias
patologias (52, 70), de manera que se usan ampliamente para el diagndstico clinico y para
predecir respuesta a tratamientos, asi como enfermedad cardiovascular y diabetes tipo 1l
(71, 72).
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6.1. Fraccion total PBC vs PBMC

La mayor parte de la investigacion de la expresion genica de las células sanguineas se ha
realizado con PBMC porque estas células constituyen una muestra consistente y
homogénea para el analisis transcripcional (52). Sin embargo, los procedimientos técnicos
para el aislamiento de esta fraccion celular deben realizarse inmediatamente después de la
extraccion de sangre, de lo contrario pueden alterar el perfil de expresidn génica haciendo
la recoleccion de muestras méas lenta y menos reproducible (73). Como alternativa ha
surgido el estudio del perfil de expresion génica de PBC como fuente de biomarcadores
nutricionales, especialmente en estudios en humanos (54, 72) ya que ofrece facilidad en la
recogida, almacenamiento y transporte de muestras, asi como la reduccion del tiempo de
manipulacion de la muestra y un riesgo reducido de exposicion a la sangre por el personal
(75, 76) facilitando la estandarizacién y reproducibilidad. El uso de PBC también presenta
ciertas desventajas, ya que los perfiles de expresién de PBC, en comparacion con el de
PBMC, muestran un mayor ruido y una menor capacidad de respuesta a diferentes
estimulos / enfermedades, junto con una mayor variabilidad en los resultados (77).

La metodologia de aislamiento es una de las diferencias mas destacadas entre el uso de
PBMC o PBC como fuente de biomarcadores. Por una parte, las PBMC pueden aislarse
facilmente de la sangre completa heparinizada por metodos de centrifugacion en gradiente
de densidad, aunque, como hemos comentado, debe llevarse a cabo inmediatamente
después de la extraccion de sangre para evitar cambios ex vivo en el perfil de expresion
génica (73). Por otra parte, en lo que respecta a la obtencion de PBC, el sistema
PAXgeneTN (de PreAnalytiX, Hombrechtikon, Suiza) permite la extraccion y
estabilizacion del ARN de la sangre completa inmediatamente después del muestreo de
sangre sin necesidad de manipulaciones adicionales (54, 72, 74).

Ambos sistemas son interesantes en la busqueda de biomarcadores tempranos, presentando
ventajas y desventajas (resumidas en la Tabla 2) que deberian ser consideradas segun el
objetivo y tipo de investigacion.

Como parte de la experiencia de este trabajo, la autora tuvo la posibilidad de realizar
practicas de laboratorio aprendiendo a aislar la fraccion PBMC mediante el método de
centrifugacion en gradiente de densidad en Ficoll (protocolo en el Anexo). De esta manera
se tuvo de la oportunidad de comprobar de manera directa que el aislamiento de PBMC se
trata de una metodologia facil, aunque con muchas muestras no es viable debido a la
necesidad de que la extraccion se produzca inmediatamente después de la obtencién de la
muestra.

Tabla 2. Resumen de las ventajas y desventajas de la utilizacion, para estudios
transcripcionales, de una subpoblacion de células sanguineas periféricas, las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), en comparacion con el uso de células
sanguineas periféricas totales (PBC).
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PBMC

PBC

Ventajas * Muestra consistente y
homogénea para el
analisis del
transcriptoma.

« Bajo coste relativo de la
recoleccion de muestras

Desventajas +« Los procedimientos
técnicos para el
aislamiento de estas
células requieren un
periodo prolongado
de tiempo y pueden
alterar el perfil de
expresion génica.

Recuperado de Reynés, B. (2018). Peripheral blood cells, a transcriptomic tool in
nutrigenomic and obesity studies: Current state of the art. Comprehensive Reviews in Food

Science and Food Safety, 17(4), 1006-1020.

Haciendo una basqueda en PubMed con los términos PBC biomarker o PBMC biomarker,
desde 1989 hasta 2019 se observa un incremento notable de este tipo de estudios en los
ultimos anos (Figura 3) con un total de 540 publicaciones para biomarcadores en PBC y
3.733 publicaciones para biomarcadores en PBMC, siendo por tanto las PBMC mas

Permite la recolecciébn y
estabilizacion del ARN
inmediatamente después de

la recoleccion de sangre sin

la necesidad de
manipulaciones adicionales.
Previene la degradacion del
ARN y las modificaciones de la
expresion génica ex vivo.
Meétodo facilmente
estandarizado y altamente
reproducible.

Mayor ruido y menor capacidad
de respuesta en los perfiles de
expresion génica.

Gran abundancia de
transcripciones de  globina
procedentes de eritrocitos, que
conducen a mayor variabilidad de
resultados.

Costo relativamente alto de la
coleccion de muestras (por
gjemplo, PAXgeneTM tubos,
PreAnalytiX).

utilizadas que las PBC como fuente de biomarcadores a lo largo de los afios.
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Figura 3. Representacion de barras apiladas de las publicaciones registradas en PubMed en el
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periodo temporal de 1984 a 2019 de las busquedas PBC/biomarker y PBMC/biomarker.
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7. Biomarcadores tempranos en PBMC de patologias asociadas a dietas inadecuadas
y adiposidad excesiva

La identificacion de biomarcadores que permitan reconocer alteraciones metabolicas
relacionadas con la dieta antes de la aparicion de cualquier signo clinico es fundamental
para poder ayudar a crear estrategias nutricionales adecuadas para prevenir el desarrollo de
patologias futuras mejorando asi la salud puablica y la calidad de vida. Los primeros
biomarcadores predictivos de riesgo deben servir para controlar una desviacion progresiva
de la homeostasis (estado saludable) debido a la ingesta de dietas o hébitos dietéticos poco
saludables. El desarrollo de estos biomarcadores predictivos facilitard la orientacion de
futuros consejos dietéticos hacia la salud individualizada para prevenir el desarrollo de
enfermedades cronicas (1).

La nutrigendmica es el estudio del impacto de la dieta en la expresién génica con el objetivo
final de alcanzar una nutricion personalizada Util para la prevencion de enfermedades. Las
principales dianas de los estudios nutrigenémicos son aquellos tejidos involucrados en la
homeostasis energética y el metabolismo (higado, musculo, tejido adiposo) aunque la
invasividad que suponen las biopsias implican una gran limitacion. Por ello, un enfoque
menos invasivo como el uso de biomarcadores tempranos en células sanguineas de facil
obtencion es una gran alternativa (2).

Se exponen a continuacion algunos ejemplos del estado actual de la investigacion sobre la
utilidad de las células sanguineas para la obtencion de biomarcadores, en la medida de lo
posible, tempranos, de utilidad para prevenir la obesidad y la obesidad normopeso, asi como
algunas de sus complicaciones asociadas, como higado graso, alteracion cognitiva o
diabetes. Los ejemplos seleccionados hacen referencia a biomarcadores transcriptdmicos,
ya que como vimos, las células sanguineas, especialmente las PBMC, por sus
caracteristicas, son idoneas para la identificacion de este tipo de biomarcadores.

7.1. Biomarcadores de dieta desequilibrada, obesidad y obesidad normopeso

Una dieta desequilibrada, tanto por alteraciones en la composicion adecuada de
macronutrientes como por alteraciones en la ingesta caldrica, induce deterioro metabolico
y un mayor riesgo de desarrollar diferentes tipos de enfermedades. Mediante el analisis del
transcriptoma de PBMC en roedores se ha observado que los genes Fasn, Srebpl, Pparg,
Cptlay Npy tienen un papel clave en el metabolismo energético y reflejan las adaptaciones
metabolicas esperadas del organismo a los cambios agudos en condiciones de alimentacion
(111). La expresion de Fasn (codifica para la &cido graso sintasa, enzima clave en la
sintesis de &cidos grasos), Srebpl (codifica para el factor de transcripcion SREBP1
requerido para la expresion de genes involucrados en la sintesis de acidos grasos (113)) y
Pparg (codifica para el factor de transcripcion PPARg que regula la adipogénesis
promoviendo la expresion de marcadores especificos de adipocitos, ademas de un papel
importante en la absorcién de acidos grasos y almacenamiento en triacilgliceridos (114))
disminuye con el ayuno y aumenta con la realimentacion debido a la disminucion de la
lipogénesis en una situacion de falta de sustratos energéticos e insulina (113). Por otra parte,
la expresion génica de Cptla (codifica para la carnitina palmitoiltransferasa 1a que tiene
un papel importante en la beta-oxidacion de acidos grasos) y Npy (péptido orexigénico)
aumenta con el ayuno y disminuye con la realimentacion lo que permite movilizar las
reservas de energia grasa. El andlisis de la respuesta al ayuno de estos genes permiten
proporcionar una visién representativa del estado homeostatico del organismo tratandose
de una herramienta muy interesante para obtener biomarcadores para estudios nutricionales
y peso corporal.
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La obesidad se asocia con una insensibilidad en la respuesta a las condiciones de
alimentacion (115, 116, 117). En ratas obesas por la ingesta de una dieta de cafeteria en
diferentes etapas del desarrollo de la obesidad se ha observado una falta general de
respuesta al ayuno agudo y la realimentacion, en comparacion con animales control. Méas
especificamente, durante el desarrollo de la obesidad, las PBMC reflejarian, de forma
temprana, problemas en la homeostasis de los lipidos (movilizacion y almacenamiento) por
el higado y el tejido adiposo en periodos agudos de ayuno y realimentacion (111). Esta
insensibilidad se detectaria por una falta de respuesta adecuada al ayuno (a nivel
transcriptdmico) de los genes anteriormente comentados, en PBMC (111).

Por lo tanto, durante el proceso de desarrollo de obesidad inducida por la dieta se han
observado que los PBMC son una fuente de biomarcadores de desequilibrio homeostatico
temprano que refleja adecuadamente las adaptaciones metabolicas a los cambios agudos en
el ayuno y la realimentacion que tienen lugar en el higado o el tejido adiposo, asi como la
insensibilidad al ayuno que se produce con el progresivo incremento de peso. De manera
que pueden usarse como predictores tempranos de alteraciones metabdlicas que conducen
a la obesidad. Se trata de una fuente facilmente obtenible de biomarcadores potencialmente
atil para prevenir la obesidad (111).

En otros estudios (79, 80, 81, 52), se ha observado en PBMC humanas altos niveles de
expresion génica de los genes inflamatorios IL-6, IL-18, MIF, MMP-9, NAMPT, OPN vy
TNF-a en sujetos obesos en comparacion con sujetos de peso normal. Esto es interesante,
ya que la obesidad va asociada a un estado inflamatorio (127, 92), por lo que el anélisis de
la expresion aumentada de genes inflamatorios en PBMC puede utilizarse como
biomarcador de desarrollo de obesidad.

La ingesta sostenida de dietas altas en grasas pero sin excedente calorico esta claramente
relacionado con la aparicion de individuos metabolicamente obesos de peso normal
(MONW). En un estudio con roedores, se observé un incremento de los niveles de ARNm
de Cptla en animales con fenotipo falso delgado al haber sido alimentados
isocaléricamente con dietas hiperlipidicas. Ademas, el aumento se observo tras un mes de
tratamiento dietético, cuando los animales aun no habian desarrollado cambios en el peso
corporal, si bien, la expresion de Cptla correlaciond con parametros relacionados con
sindrome metabolico tales como resistencia a la insulina, lipidos en sangre y deposicion de
grasa en el higado. Por tanto, la expresion de Cptla en PBMC ha sido propuesta como un
biomarcador temprano de alteraciones metabolicas relacionadas con el fenotipo falso
delgado y podria tratarse de un biomarcador temprano muy interesante para detectar
desequilibrios en la dieta y prevenir complicaciones futuras (52).

7.2. Biomarcadores higado graso

Una de las principales caracteristicas de los individuos con fenotipo falso delgado es la
acumulacién de grasa visceral. La estrecha asociacion entre la obesidad visceral y las
alteraciones metabolicas (diabetes, dislipidemia e hipertension asociada con enfermedades

cardiovasculares) implica que sea de gran importancia la busqueda de biomarcadores de

acumulacién de grasa visceral (84, 85). En este sentido, se ha descrito una asociacion entre
la grasa visceral y la regulacion transcripcional de genes especificos en PBC o PBMC
humanos (86). Ademas, se han observado altos niveles de expresion génica de ICAML, IL-
1R1 e IL-6 (genes proinflamatorios), y niveles disminuidos de expresiéon génica de SIRT1
(relacionado con regulacion celular y longevidad) y PER1 (un gen relacionado con los ritmos

circadianos) en humanos con mayor acumulacion de grasa visceral (87, 88, 86).
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Otro gen expresado en PBMC que se ha propuesto como biomarcador temprano de higado
graso es Cptla. En un experimento con roedores alimentados con una dieta isocal6rica
hiperlipidica (fenotipo MONW) se encontraron correlaciones positivas entre el ARNm de
Cptla en PBMC y HOMA-IR, los triacilglicéridos hepaticos y el contenido total de lipidos
hepéticos. Estos datos indican que el aumento de la expresion de Cptla no solo es
consecuencia de una mayor adiposidad en los animales (pues los animales del estudio tenian
fenotipo MONW), sino que se trata de un biomarcador de riesgo de acumular grasa en el
higado y desarrollar resistencia a la insulina (52).

7.3. Biomarcadores diabetes y resistencia a la insulina

Las células sanguineas también son wuna fuente potencial de biomarcadores
transcripcionales para transtornos metabdlicos como la resistencia a la insulina y la diabetes
de tipo Il. En un estudio (82) se examinaron los niveles de ARNm en PBC en nifios:
hombres y mujeres, con peso normal y sobrepeso, y pertenecientes a ocho paises europeos.
Especificamente, se examinaron los niveles de ARNm de algunos genes relacionados con
el equilibrio energético y se observaron asociaciones significativas entre los niveles de
expresion de LEPR (receptor de leptina), INSR (receptor de insulina), CPTla (enzima
importante en la beta-oxidacion de acidos grasos), SLC27A2 (enzima encargada de la
esterificacion de acidos grasos), FASN (enzima acido graso sinatasa) y PPAR (factor de
transcripcion importante en la regulacion de genes metabolicos) con parametros como el
indice de masa corporal, el indice de evaluacion del modelo de homeostasis y los niveles
de triglicéridos y colesterol en plasma.

Estas asociaciones mostraron que altos niveles de expresion de CPT1a, SLC27A2, INSR,
FASN o PPAR en PBC pueden ser indicativos de un menor riesgo de resistencia a la insulina
y dislipidemia. Mientras que niveles bajos del ARNm de LEPR aparecen como marcador
de altos niveles de LDL, independientemente del indice de masa corporal. Estos resultados
apuntan a que los niveles de expresion de estos genes en células sanguineas son marcadores
del estado metabdlico corporal y pueden ser potenciales biomarcadores tempranos de
alteraciones futuras (82).

7.4. Biomarcadores de alteracion cognitiva

De manera mas reciente se ha establecido una conexion entre dietas desequilibradas y la
obesidad, especialmente dietas ricas en grasa, con el riesgo de deterioro cognitivo y
demencia (88). La demencia es un término general que se utiliza para definir los trastornos
cognitivos asociados con el envejecimiento e incluye enfermedades como el Alzheimer
(89). Ademas, existe una fase de transicién denominada deterioro cognitivo leve (DCL) en
el que los individuos ain no cumplen los criterios para la demencia, pero tienen un mayor
riesgo de desarrollarla (90). Por tanto, el aumento de la ingesta de dietas desequilibradas
también podrian tener un papel importante en la creciente incidencia de enfermedades
neurodegenerativas en las sociedades occidentales. Debido a la ineficacia de las terapias
actuales para tratar enfermedades neuroldgicas y la dificultad de obtener muestras
cerebrales, la identificacion de biomarcadores de deterioro cognitivo leve es de vital
importancia.

Estudios recientes indican que las PBMC podrian ser una fuente adecuada de
biomarcadores de enfermedad neurodegenerativa inducida por la grasa ya que estas células
estan expuestas a diferentes metabolitos secretados por el sistema nervioso central (98).

La forma en que la que la ingesta de una dieta alta en grasas afecta la fisiologia y la funcién
del cerebro sigue siendo poco conocida, pero se sabe que estas afecciones tienen un gran
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impacto en el hipocampo (91). Aunque se ha sugerido que la inflamacion sistémica y
central, caracteristica del sindrome metabolico, es uno de los mecanismos fisiopatol6gicos
mas importantes ya que puede desencadenar una serie de procesos biolégicos como lesion
neuronal, apoptosis neuronal, estrés oxidativo excesivo y atrofia cerebral (92, 118). La
resistencia a la insulina, un sello distintivo de la obesidad y de la ingesta de dietas
desequilibradas, parece jugar un papel importante en la modulacion de la expresion génica
observada en el hipocampo. De hecho, la resistencia periférica a la insulina se ha
relacionado con déficits cognitivos en humanos (97).

La asociacion entre la alteracion cognitiva y la obesidad es clara, sin embargo, en los
ultimos afios parece que también el fenotipo falso delgado se asociaria con un mayor riesgo
de alteracién cognitiva (96, 119). En este sentido, por ejemplo, se ha observado que la
ingesta de una dieta con un 60% de kcal de grasas administrada en cantidades isocal6ricas a
una dieta control induce un perfil claro de MONW en ratas macho Wistar, con alteracion
conductual y también de expresion de genes clave en hipocampo (96). Interesantemente,
las PBMC de estos animales reflejaron los cambios de expresion génica identificados en
hipocampo, como una disminucién de la expresion de los genes Sorll y Synl. Sorll es un
receptor neuronal de apolipoproteina E cuya ausencia se considera un factor patogénico
para Alzheimer (120) y Synl participa en la sinaptogénesis y la liberacion de
neurotransmisores, lo que sugiere un papel importante en muchas enfermedades
neuropsiquidtricas (121). Ambos se revelaron como posibles biomarcadores tempranos de
deterioro cognitivo, ya que sus niveles de ARNm en PBMC se mantuvieron
significativamente bajos con la ingesta de las dietas ricas en grasa. Por otra parte, Synl
podria ser un biomarcador particularmente interesante del deterioro cognitivo asociado con
la ingesta de dietas ricas en grasas en PBMC, ya que su expresion en estas células tiene una
fuerte correlacion negativa con los parametros relacionados con la resistencia a la insulina
(96).

Recientemente, se ha realizado un estudio con humanos (119) donde se encontrd que los
pacientes con DCL tenian aproximadamente un 200% mas de probabilidades que los
controles de ser clasificados como MONW. Aunque en dicho estudio no se pudo concluir
si el fenotipo MONW aumenta el riesgo de DCL. Ademas de la expresion en PBMC de
ARNM de Sorl1 y Synl también se estudio la expresion de App y Creb. App es el precursor
de amiloide-B, que es un componente del cambio patoldgico principal en Alzheimer (122).
Por otra parte, Creb es un factor de transcripcion celular involucrado en diversas
actividades neurobioldgicas, bajos niveles d’expresion estan relacionados con el desarrollo
de Alzheimer (123). Los resultados mostraron que la expresion de App aumentd
significativamente y la expresion de Creb, Sorll y Synl disminuy6 notablemente en los
pacientes con DCL en comparacion con los controles, lo que indica en parte un aumento en
la generacion de B-amiloide, disfuncion de la regulacion transcripcional y transduccion de
sefial sinaptica (119). Ademas, el nivel de expresidn de cada gen estaba correlacionado con
las puntuaciones neuropsicoldgicas en los pacientes con DCL y los cambios anormales en
la expresion génica fueron mas significativos en pacientes con sindrome metabdlico (119).
De manera que, aunque se requiere mas investigacion, el estudio de la expresién génica en
PBMC podria ser una fuente de biomarcadores prometedores para detectar el DCL en
humanos.

7.5. Otros biomarcadores moleculares de interés en PBMC

Nos hemos centrado en los marcadores moleculares transcriptomicos, pero las PBMC
también se estan utilizando en estudios de obesidad y nutricibn mediante otros tipos de
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biomarcadores 0micos. En la actualidad, se estan realizando estudios de obesidad y
patologias como la diabetes tipo 2 (T2D), trastorno metabolico crénico que se desarrolla
debido a una interaccion de factores genéticos, de estilo de vida y ambientales, y claramente
relacionada con la obesidad. Las modificaciones epigenéticas representan vinculos
importantes entre sefiales genéticas, ambientales y de estilo de vida. Ademas, el inicio
bioldgico de la enfermedad T2D ocurre mucho antes de que se desarrollen los sintomas
clinicos. Por todo ello, ha aumentado la bulsqueda de biomarcadores tempranos
epigenéticos de T2D en PBMC. En un articulo de revision (65) se identificaron 37
publicaciones sobre marcadores de metilacion del ADN para la deteccion de T2D. Se ha
propuesto la metilacién diferencial de genes implicados en procesos bioldgicos criticos que
se desregulan durante el desarrollo de T2D como: ingesta y gasto de energia (FTO),
lipogénesis y glucdlisis (SREBF1), homeostasis de glucosa y metabolismo de carbohidratos
(TXNIP, TCF7L2), transporte de lipidos (ABCGL1), secrecion de insulina pancreatica
(SLC30A8, KCNQ1) y funcion cardiovascular (PHOSPHO1). Por lo tanto, estos
marcadores epigenéticos reflejan tejidos con funcion metabolica deteriorada y son muy
interesantes como potenciales biomarcadores epigenéticos tempranos de T2D (65).

Por otro lado, las PBC también se usa cada vez mas como fuente de biomarcadores
epigenéticos y de microARN con buenos resultados (66,67). Estos permiten observar
cambios epigenéticos como consecuencia de la ingesta de diferentes patrones de
alimentacion. Por ejemplo, se han descrito cambios epigenéticos en al menos 50 genes
relacionados con la inflamacion, pero con diferentes funciones sobre adipogénesis,
metabolismo, angiogénesis, diabetes, entre otros modulados por la dieta mediterranea (66).
Por otra parte, se han propuesto cambios en la expresion de mir-935 y mir-4772 como
biomarcadores prondsticos de pérdida de peso asociados con dietas bajas en calorias (67).
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Conclusion

La ingesta de dietas desequilibradas cada vez esta més extendida en la sociedad actual siendo
el desencadenante de multitud de problemas de salud. Esta situacion ha provocado una creciente
incidencia de patologias cronicas relacionadas con la obesidad y, a su vez, con el fenotipo falso
delgado. Esto supone un problema, ya que los individuos con fenotipo falso delgado no
presentan sobrepeso u obesidad, pero si los mismos riesgos. Ademas, los criterios para definir
al fenotipo falso delgado aun no estan claros, lo que dificulta la comparacion entre diferentes
trabajos y la obtencién de conclusiones. Sin embargo, la identificacion temprana de estos
individuos en riesgo metabdlico es un campo cientifico en auge. La absorciometria de rayos X
de energia dual (DXA) se estd imponiendo como una herramienta eficiente y precisa para
estimar la grasa corporal, con un valor afiadido al ser capaz de estimar el tejido adiposo visceral.
Aunque el verdadero auge se encuentra en la bldsqueda de biomarcadores tempranos de
patologias relacionadas con la dieta en células mononucleares de sangre periférica (PBMC).
Esta fuente de biomarcadores es capaz de reflejar, a nivel transcriptémico y de forma temprana,
las adaptaciones metabolicas de los tejidos clave a los cambios en el estado nutricional, el
deterioro metabolico relacionado con el desequilibrio de la homeostasis, la obesidad y sus
complicaciones médicas. Ademas, se trata de una fuente de biomarcadores poco invasiva y
obtenible con bajo coste. En los ultimos afios, la investigacion ha ido avanzando y se estan
empezando a definir biomarcadores tempranos relacionados con patologias asociadas a dietas
inadecuadas y adiposidad excesiva, no solo obesidad, sino también obesidad
normopeso/fenotipo falso delgado. Se trata de una linea de investigacion prometedora para
proteger la salud de la poblacion general que permitira poner en marcha estrategias de
prevencion adecuadas para no desarrollar enfermedades crénicas y llegar a la vejez con un
mejor estado de salud.
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ANEXO

Protocolo aislamiento PBMC usando gradiente de Ficoll (125)

» Centrifugacion gradiente de densidad Ficoll-Paque PLUS

1.
2.
3.

Poner Ficoll-Paque PLUS y la memoria tampon a temperatura ambiente.
Invertir Ficoll-Paque PLUS varias veces.

Frotar la bolsa de sangre con etanol 70 %, cortar el tubo inferior y transferir la
sangre a un matraz con la boca ancha de manera estéril.

Diluir la sangre 1:1 en PBS, cerrar la botella y mezclar invirtiéndola con cuidado.

Poner 15 mL de Ficoll-Paque en cada uno de los tubos conicos de 50 mL
Eppendorf

Cubrir el Ficoll-Paque con la mezcla de sangre/PBS usando una pipeta
serolégica a la velocidad mas baja. CONSEJO: Para evitar comprometer la
pureza de las PBMC, hay que evitar por todos los medios mezclar el Ficoll-
Paque y la sangre. Por eso es mejor sujetar el tubo en angulo y para conseguir
un buen recubrimiento, la mezcla de sangre debe salir de la pipeta lentamente y
tocando la pared del tubo.

Centrifugar la muestra en el rotor basculante que desee a 400 x g y 20 °C
durante 30 min, seleccionando tasas de aceleracion/ deceleracion de 9/0 o 9/3*,
respectivamente, en el ajuste «at set rpm». CONSEJO: Normalmente los
frenos del rotor tienen que estar totalmente desactivados para evitar,
eficazmente, la mezcla de fases. También es muy importante cumplir
estrictamente las temperaturas especificadas porque las diferencias de
temperatura cambiaran las tasas de densidad de los liquidos y podran tener un
impacto negativo en los resultados de la separacion.

Después de completar la centrifugacion, retirar las muestras de la centrifuga
para evitar mezclar las fases.

» Purificacion de la fraccion PBMC

1

o1

Con mucho cuidado aspirar 2/3 de la capa superior (contiene el plasmay las
plaquetas) usando una pipeta serolégica esterilizada hasta que la interfase
(contiene las células mononucleares) esté al alcance.

Usando una pipeta Eppendorf, aspirar toda la capa de linfocitos y al mismo
tiempo mantener el volumen minimo y transferir a un tubo limpio. CONSEJO:
Durante este paso hay que tratar de transferir tan poco Ficoll-Paque PLUS y
sobrenadante como sea posible.

Anadir al menos 3 volumenes de PBS a la capa de linfocitos y mezclar con
mucho cuidado pipeteando arriba y abajo.

Centrifugar a 100 x g y 20 °C durante 10 min. y eliminar el sobrenadante.
Repetir pasos 3y 4.

Resuspender el sedimento celular en un medio apto para aplicaciones
descendientes.

34



