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Resumen

El término nutrigenémica fue creado para describir
cémo la nutricion afecta a los genes y a las funciones de
la proteinas, a nivel transcripcional, proteémico y meta-
bolico. El uso de las modificaciones en la expresion génica
en las células mononucleares sanguineas (CMNS) podria
ser un modelo que permita evaluar los estudios de inter-
vencion dietética con el objetivo de comprender los me-
canismos subyacentes y la influencia de la dieta y los nu-
trientes en la aterosclerosis, la resistencia a la insulina, la
obesidad y la diabetes mellitus. Existen trabajos que han
modificado el aporte dietético de colesterol, grasas poli-
insaturadas, grasas monoinsaturadas y antioxidantes, y
disminuido el aporte calérico, mostrando una gran va-
riedad de efectos sobre la expresion de RNAm en CMNS
de genes relacionados con la inflamacion, la inmunidad,
el metabolismo lipidico, etc. Estos hallazgos moleculares
afianzan el conocimiento sobre la respuesta de nuestro
organismo a la dieta y abren la posibilidad del analisis
rapido de nuevas vias diagndsticas e incluso de nuevas
herramientas terapéuticas.
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Introduccion

La funcién principal del sistema inmune es la de
prevenir las infecciones por microorganismos como
bacterias, virus, hongos y pardsitos. Las respuestas
inmunes estdn mediadas por los leucocitos, que deri-
van de precursores en la médula 6sea y que migran
para proteger los tejidos periféricos'. Las células del
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ASSESSMENT OF THE GENETIC
MODIFICATION INDUCING DIET THROUGH
BLOOD MONONUCLEAR CELLS

Abstract

The term nutrigenomics was created to describe how
nutrition affects genes and the functions of the protein, at
the transcriptional level, proteomic, and metabolic. Using
changes in gene expression in blood mononuclear cells
could be a model to assess the dietary intervention studies
in order to understand the underlying mechanisms and
impact of diet and nutrients in atherosclerosis, resistance
insulin, obesity and diabetes mellitus. There are studies
that have changed the dietary intake of cholesterol,
polyunsaturated fat, monounsaturated, antioxidants and
decreased caloric intake showing a variety of effects on the
expression of mRNA in blood mononuclear cells related
to inflammation, immunity, lipid metabolism genes, etc.
These molecular findings entrench awareness of our
body’s response to diet and open up the possibility of
rapid analysis of new diagnostic pathways in this area
of knowledge and even new therapeutic tools.
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sistema inmune innato, tales como monocitos, macré-
fagos y neutrdfilos, proporcionan por tanto la primera
linea de defensa contra las infecciones bacterianas. La
respuesta inmune innata implica la secrecion de cito-
quinas de las células inmunes, que se traducen en la in-
flamacién y una mayor activacion del sistema inmune
adaptativo'. Por ejemplo, los linfocitos son las células
del sistema inmunitario adaptativo, el cual reconoce
patogenos especificos. Los linfocitos son la poblacion
celular mds grande, denominadas células mononuclea-
res periféricas sanguineas (CMNS), que también in-
cluyen los monocitos'.

Teniendo en cuenta la abundancia de estas células
y su accesibilidad se han desarrollado diferentes mé-
todos para estudiar el RNA mensajero (RNAm), pu-



diéndose usar desde métodos de expresion de un solo
gen hasta perfiles de expresion de todo el genoma
(transcriptémica). Los métodos que mds se usan para
estudiar la expresion de los genes individuales son la
RT-PCR?, y mds recientemente, RT-PCR cuantitativa
(qRT-PCR)’. El desarrollo de estos métodos ha abierto
una nueva via en los estudios de expresion génica®, se
han identificado nuevos genes y vias que no habfan
sido anteriormente ligados a determinados tratamien-
tos o patologias.

El término nutrigenémica fue creado para describir
como la nutricién afecta a los genes y las funciones
de la proteinas, a nivel transcripcional, proteémico y
metabdlico’. De este modo, los nutrientes pueden afec-
tar a nivel transcripcional a los genes influyendo en el
control de la transcripcion y actuando sobre factores
de transcripcién especificos®. Por ejemplo, algunos
factores de transcripcion pueden ser modulados por
los componentes de la dieta, asi los flavonoides, éci-
dos grasos, la vitamina E y el colesterol actian sobre
el factor nuclear-kappa-B (NF_B), el receptor de preg-
nano X, factor activacion nuclear de los peroxixomas
(PPAR) y esterol-sensibles al elemento de unién pro-
teinas, respectivamente’.

Por otro lado, en estos momentos las enfermedades
crénicas como la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2
(DM2) son uno de los principales campos de investiga-
cion en la nutricion. La intervencién nutricional se ha
mostrado titil para prevenir el desarrollo y las compli-
caciones de estas enfermedades®. Existen diferentes es-
tudios que estdn evaluando la modulacion que ejercen
diferentes polimorfismos de un udnico nucleétido so-
bre la intervencion nutricional®, sobre la intervencién
farmacoldgical® o la cirugia baridtrica'’ en el paciente
obeso. Asi como estudios que evalian diferentes mar-
cadores en su respuesta a la intervencion dietética'?.

Dentro de todos estos nuevos conocimientos, la
transcriptémica puede ayudar a proporcionar mds in-
formacion sobre potenciales biomarcadores de ciertas
enfermedades o incluso cambios fisioldgicos relacio-
nados con la patogénesis de la enfermedad. De estos
estudios con aproximacién molecular, pueden surgir,
los primeros biomarcadores o perfiles transcriptomi-
cos (“Firmas genéticas”), que podrian darnos con el
tiempo una posible intervencién en la prevencion de
una potencial enfermedad que pudiera desarrollarse en
el futuro. En este contexto y con el objetivo de evaluar
el papel de los alimentos y nutrientes sobre la salud,
los tejidos como el musculo, el higado y la grasa han
sido usados como fuentes de informacion. No obstan-
te la accesibilidad a estos tejidos sanos genera ciertas
contraindicaciones éticas o metodologias. Por ejem-
plo, los tejidos adiposos y musculares son bastante
accesibles, pero la cantidad de las muestras podria no
ser suficiente para la realizacién de perfiles de expre-
sion génica, RT-PCR y/o andlisis de proteinas. Por otro
lado, las muestras de tejido hepdtico solo se obtienen
en sujetos con patologias hepdticas, no estando indi-
cada la realizacién de una biopsia en un sujeto sano.

Por tanto la busqueda de un material bioldgico mads
accesible parece ser una prioridad en una época donde
la obtencion de informacién por parte de las nuevas
tecnologias parece no tener limite. Un candidato ideal
son las células mononucleares sanguineas (CMNS),
que reflejan por ejemplo perfectamente la regulacion
hepdtica metabolismo del colesterol™* y puede migrar
a través de la circulacion de la sangre e infiltrarse en
diversos tejidos tales como el endotelio y tejido adi-
poso'®. Ademds las células mononucleares también
pueden reflejar las respuestas a modificaciones en la
dieta y a los medicamentos a nivel de la expresion gé-
nica'®. Una de las grandes ventajas de estos estudios
con CMNS, es la fdcil accesibilidad a este tejido. De
este modo estas células se pueden recoger facilmente y
de manera repetida en cantidades suficientes con mini-
mas molestias para el paciente, a diferencia del tejido
adiposo, el musculo y los tejidos del higado. Ademads
no debemos olvidar que las células inmunes, como los
linfocitos y monocitos desempefian un papel crucial en
el desarrollo de la lesion aterosclerética'” debido a su
papel en el desarrollo de la inflamacién (la produccion
de citoquinas), disfuncién endotelial (molécula de ad-
hesion endotelio produccién) y las enfermedades car-
diovasculares. También se ha descrito su influencia en
la alteracion de la funcion de las células Beta del islote
pancredtico, resistencia a la insulina y disfuncién en-
dotelial'®. Por otra parte la resistencia a la insulina y la
obesidad parecen activar las células inmunes y aumen-
tan la expresion de muchas citoquinas®. Es de destacar
que estas células inmunes no son tejidos solamente ex-
puestos a la resistencia a la insulina y relacionados con
las enfermedades cardiovasculares, como sucede con
el tejido adiposo, higado, y el endotelio, sino que tam-
bién interacciona con ellos®. Por todo lo previamente
citado, el uso de las modificaciones en la expresion
génica en las CMNS podria ser un modelo que permi-
ta evaluar los estudios de intervencion dietética con el
objetivo de comprender los mecanismos subyacentes e
influencia de la dieta y los nutrientes en la ateroscle-
rosis, resistencia a la insulina, obesidad y diabetes me-
Ilitus tipo 2. A continuacién revisaremos los estudios
nutricionales de la literatura que han utilizado la eva-
luacion de la expresion génica de las células mononu-
cleares sanguineas como una estrategia para aumentar
nuestro conocimiento en nutrigendmica.

Intervencion dietética y metabolismo del colesterol
(expresion RNAm en CMNS)

Las (CMNS) y las células hepdticas parecen com-
partir similitudes en términos de la homeostasis del
colesterol. Por lo tanto, las células inmunes pueden
ser un modelo util para evaluar el metabolismo lipi-
dico hepdtico?. En este drea de trabajo tenemos estu-
dios que han evaluado el efecto de la reintroduccion
de colesterol de la dieta después de una restriccion
grasa dietética sobre la expresion de RNAm de genes
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relacionados con la homeostasis del colesterol utili-
zando CMNS. Estos trabajos han demostrado que la
restriccion de grasa y la posterior reintroduccién de
colesterol en la dieta dieron lugar a cambios en las ex-
presiones de RNAm del receptor de LDL (LDLR), re-
ductasa 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMGCR), la
proteina del receptor de LDL (LRP) y etanol-inducible
CYP2E1%. De este modo se sugirié que el LRP, que se
modificé de forma paralela con los niveles de coles-
terol total y HDL en suero después de reintroducir el
colesterol de la dieta, puede participar en el control de
la sintesis de colesterol. Por tltimo, la expresion del
RNAm CYP2E1 en las CMNS reflejaria la respues-
ta de la expresion hepdtica a la dieta. En otro trabajo
con sujetos obesos con una dieta baja en carbohidra-
tos se detect6 una regulacion a la baja en estos genes
que regulan homeostasis del colesterol (HMGCR y
LDLR) en CMNS. Sin embargo la restricciones en la
dieta colesterol aumenté sus niveles de expresién®. Sin
embargo, no se detectaron cambios en los niveles de
colesterol total y LDL colesterol séricos. Existen mds
trabajos que han demostrado resultados positivos en la
respuesta del nivel de RNAm de los genes relaciona-
dos con el metabolismo del colesterol usando CMNS
como un tejido sustituto de células hepdticas>>. Por
ejemplo, evaluando diferentes modificaciones dieté-
ticas, como puede ser el aumento de los carbohidratos
en la dieta durante 3 semanas” o la reduccién de peso
mediante una dieta hipocaldrica junto a actividad fisi-
ca, y un suplemento de carnitina durante 10 semanas?.
Los resultados mostraron una mejoria en el perfil li-
pidico, glucemia, insulinemia y una mayor expresion
HMGCR, en el primer trabajo® y en el segundo trabajo;
un 5% de pérdida de peso y una disminucion en el co-
lesterol total , LDL colesterol, triglicéridos e insuline-
mia con una aumento de la expresién de LDLR?.

En el drea de la modificacion en la ingesta dietética
de grasas también existen trabajos que han evaluado
los efectos de una dosis baja de dcidos grasos polinsa-
turados, polifenoles, y suplementos de L-carnitina en
la expresién de RNAm de genes implicados en el me-
tabolismo lipidico*. Tras 12 semanas de intervencién
se detectd una disminucién de los niveles plasmadticos
de 4cidos grasos libres y triglicéridos, con una sobre-
rregulacion de PPAR y otros genes implicados en la
oxidacion de dcidos grasos libres (CPT1A: carnitina
palmitoiltransferasa 1A y CPT1B: palmitoiltransfera-
sa carnitina 1B). Estos hallazgos fueron similares a
los encontrados en una linea celular hepdtica (células
HepG?2), apoyando por tanto el uso de CMNS como
sustituto de las células hepdticas para el estudio de este
metabolismo.

Intervencion dietética en la ingesta de las grasas
(expresion RNAM en CMNS)

En este drea de trabajo los estudios se centran en
comprender mejor los mecanismos subyacentes del

efecto beneficioso de los dcidos grasos omega 3 (w3)
sobre la inflamacion y aterosclerosis, evaluando la res-
puesta a través de la expresion génica de CMNS?26,
En el primer trabajo®, se demostré por primera vez
que los w3 de la dieta podrian influir en la expresion
de RNAm in vivo en CMNS. Los efectos fueron una
reduccion de los niveles de RNAm del factor de creci-
miento derivado de plaquetas (PDGF). En el otro tra-
bajo?, ademds de las modificaciones en la expresién
de PDGF _ Polipéptido A (PDGFA) y PDGF-_ poli-
péptido B (PDFGB), también disminuyd la expresién
del gen que codifica para la proteina quimiotdctica de
monocitos de quimioquinas 1 (MCP-1). En otro estu-
dio, con el uso de suplementos de aceite de pescado,
se demostré que esta suplementacion puede alterar la
expresion génica en los niveles de RNAm en CMNS a
un perfil mds antiinflamatoria y antiaterogénico*>. De
este modo, los genes que juegan un papel en la forma-
cidon de la placa aterosclerdtica y estabilidad de la pla-
ca mejoraron su expresion tras la suplementacion con
EPA y DHA. Al utilizar técnicas de PCR cuantitativa,
los autores observaron una relacion dosis-respuesta en
la expresion de genes que afectaba a la mayor parte de
las vias que demostraron ser moduladas por la admi-
nistracion de suplementos de aceite de pescado. Otro
trabajo ha evaluado® los efectos de los cambios en la
relacién de dcidos grasos polinsaturados w-6/w3 de la
dieta sobre los genes relacionados con la transduccion
temprana de los metabolitos de w-3 y genes que codi-
fican citocinas y quimiocinas. En este trabajo®, tras
4 semanas de intervencion con una disminucién de la
relacion de la dieta n-6 / n-3, se detectd una reduccion
de los leucotrienos producidos en los leucocitos. Junto
con estos hallazgos, esta suplementacion produjo una
regulacion en la expresion de RNAm de las CMNS
de los genes de 1L.23, IL10, y fosfatidilinositol 3-qui-
nasa _ (PI3K_). Estos resultados indican un papel de
la ingesta de w-3 en la modulacién de respuestas au-
toinmunes y antiinflamatorios. Ademads, estos trabajos
proporcionan cierta evidencia de que los cambios en
la expresion génica es un probable mecanismo por el
cual PUFA ejercen sus efectos clinicos. En este drea
de investigacion también se han evaluado el efecto del
consumo de aceite de oliva virgen rico en compuestos
fendlicos y dcidos grasos monoinsaturados sobre los
factores de riesgo cardiovasculares. Varios estudios en
el contexto de una dieta mediterrdnea rica en aceite de
oliva han evaluado el efecto sobre la expresion génica
en los niveles de mRNA en CMNS»-*, Este ultimo tra-
bajo* mostré que la adicién de 25 mL al dia de aceite
de oliva aumenta la expresion de genes implicados en
el sistema de reparacion del ADN, genes antiapopto-
ticos, genes implicados en anti oxidacidn, proteina de
unién a PPAR-y ADAM metalopeptidasa dominio 17
(ADAM17). Por otra parte, frente a la dieta control, la
dieta mediterrdnea rica en aceite de oliva disminuye
la expresion de genes relacionadas con el proceso de
inflamacién (IFN-gamma y ARHGAP15: Rho GTPa-
sa activacion de la proteina 15) y el estrés oxidativo
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(ADRB2: receptor adrenérgico tipo 2 de superficie).
Ademas, esta intervencion también redujo los niveles
de colesterol LDL y proteina C reactiva. Los resulta-
dos derivados de estos estudios?*° han sido relevantes
al demostrar que la dieta mediterrdnea puede ejercer
sus efectos antiaterogénicos, no solo mejorando facto-
res de riesgo cardiovascular cldsicos (lipidos, resisten-
cia a la insulina, etc), sino también en parte a través de
sus efectos sobre la expresion génica.

Intervencion dietética centrada en antioxidantes
y propiedades antinflamatorias (expresion RNAM
en CMNS)

Otra gran drea de interés es el estudio de los meca-
nismos que explican los efectos beneficiosos de los ali-
mentos con capacidad antioxidante, por ejemplo frutas
y verduras, en la salud y la relacion con el estrés oxi-
dativo. La variedad de nutrientes que presentan estos
alimentos y la dificultad en el disefio de los estudios
hace que los trabajos sean escasos. Uno de los escasos
trabajos que evaldan estos antioxidantes sobre la ex-
presién génica en CMNS utilizo extractos de uva (162
mg por dia) en combinacion con otras fuentes de po-
lifenoles con propiedades antioxidantes, dcidos grasos
w-3 PUFA y L-carnitina® o el aceite virgen de oliva®.
También se ha evaluado el efecto de enriquecer la dieta
con soja’!, mostrando una disminucién de la expresién
del gen que codifica nicotinamida fosforribosiltrans-
ferasa o “visfatina” (NAMPT). Ademas, los andlisis
mostraron una reduccion en la expresion de mRNA
de los genes implicados en la fagocitosis y en las in-
teracciones de los receptores de citoquinas. En otro
trabajo se ha utilizado como intervencién una “dieta
antiinflamatoria “ que consistié en una combinacién
de polifenoles y antioxidantes, estudiando la expresion
génica en CMNS y células del tejido adiposo®. Los in-
vestigadores observaron que el efecto antiinflamatorio
y antioxidante se reflej6é en las CMNS con modifica-
ciones en la expresion de los genes relacionados con
la respuesta inmunoinflamatoria y la diferenciacion de
las células de la sangre (IGHD:inmunoglobulina delta
constante pesado, MYOM1: myomesin 1, IGHV3-47:
inmunoglobulina pesada variable 3-47, y la IL12A,
IL4R: receptor de IL-4, CCL21), y al estrés oxidati-
vo (LACTB: lactamasa). Los efectos beneficiosos de
esta dieta también se observaron en la formacién de
placa de ateroma y en el metabolismo de los lipidos,
mediante expresion de RNAm en CMNS. Los autores
seflalaron que este estudio puede ser considerado, sin
embargo, como una prueba de concepto.

Intervencion dietética centrada en la pérdida de
peso (expresion RNAM en CMNS)

El dltimo 4rea de interés es la evaluacion de la modi-
ficacion de RNAm en términos de pérdida de peso con

modificaciones dietéticas. El sobrepeso y la obesidad
aumentan sustancialmente el riesgo de morbilidad de
hipertension, dislipemia, y diabetes mellitus. La pérdi-
da de peso es también una estrategia para el tratamien-
to de estos factores de riesgo metabdlico®. Los estu-
dios que utilizan la estrategia de andlisis de expresion
en CMNS como alterativa al andlisis de células del
tejido adiposo son escasos**°. En un trabajo realizado
en 9 obesos sin comorbilidades asociadas®* durante 8
semanas y una pérdida de peso de aproximadamente
9%. Los autores observaron una disminucion en la ex-
presién de RNAm de genes implicados en el proceso
de estrés oxidativo y la inflamacion. Este estudio fue el
pionero en la evaluacion de microarray de CMNS para
detectar cambios moleculares después de una pérdida
de peso inducida por dieta en sujetos con obesidad. En
otra intervencion dietética, la restriccion caldrica tam-
bién aumentd la expresion de dos genes especificos
que codifican las sirtuinas (SIRT1 y SIRT2)*. Junto
con los cambios en los niveles de expresion de genes,
la restriccién caldrica también produjo un 6% reduc-
cion en el peso corporal y disminucién del colesterol
total en la sangre. En este estudio, los CMNS también
se utilizaron como una alternativa a las células de mus-
culo esquelético. En otro trabajo con disefio similar?®,
21 voluntarios que se sometieron a una dieta baja en
calorias durante un periodo de 12 semanas perdieron
un 5% de su peso corporal inicial y también se detectd
una disminucion de alrededor del 30% en la expresion
de RNAm de los marcadores proinflamatorias (TNF:
factor de necrosis tumoral, IL6, FOMIN: la migracion
de macréfagos factor inhibidor, y MMP9: metalopep-
tidasa matriz 9) en CMNS. Por otra parte, los marca-
dores cldsicos de riesgo cardiovascular también mejo-
raron; niveles de insulina y glucosa, un mejor perfil de
lipidico, asi como proteina C reactiva.

Un paso mds alld se ha dado con un trabajo en el
que se ha evaluado una poblacién de pacientes obe-
sos con sindrome metabdlico y metabolismo anormal
de la glucosa®. En este estudio, el objetivo de inter-
vencion fue una disminucién de la ingesta de energia
de 500 calorfas al dfa durante 9 meses con una pérdi-
da de peso del 5%. En este estudio, la expresion de
mRNA de los genes marcadores proinflamatorias IL1_
(IL1B) y TNF respondié de manera diferente entre la
reduccion de peso y los grupos de control. Por ultimo,
nuestro grupo®® ha demostrado en una muestra de 17
obesos sin sindrome metabdlico que una intervencion
dietética con pérdidas del 5% del peso produce un au-
mento en la regulacion de mds de 1248 genes y una
disminucion de la expresion de 168 genes a nivel de
CMNS, afectando a 13 categorias diferentes de genes
que pueden agruparse en dos, “metabolismo” y “fun-
cion celular”. En el conjunto de genes de la funcion
celular, los genes mds importantes fueron la proteina
C-terminal region of Nel-like molecule 1 (NELL1) y
el factor derivado del epitelio de pigmento (SPEDF),
ambos genes se sobre expresaron. En el conjunto de
genes del metabolismo, el factor de crecimiento insu-
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Iinico tipo 1 (IGF1), ApoAS5 (apolipoproteina subtipo
5), PIKFYVE (PtdIns® P 5-kinase) y AQP7 (acuapo-
rina canal proteinas 7) se sobreexpresaron. Por otra
parte, FOXO4 (factor de transcripcion Forkhead 4),
AdipoR1 (receptor de adiponectina tipo 1) y ROCK-2
(Rho-quinasa II) se infra expresaron.

Conclusiones

Para analizar los efectos bioldgicos de las interven-
ciones dietéticas en diferentes poblaciones de pacien-
tes de riesgo, la evaluacion de la expresién de RNAm
en CMNA se ha mostrado ttil para evaluar la expre-
sién génica. Los trabajos se han desarrollado en el
dmbito de la modificacion del aporte de colesterol de
la dieta, grasas, y antioxidantes, asi como en la reduc-
cion del aporte caldrico para disminuir el peso. Estos
hallazgos moleculares afianzan el conocimiento sobre
la respuesta de nuestro organismo a la dieta y abren la
posibilidad del andlisis rdpido de nuevas vias diagnds-
ticas en este drea de conocimiento e incluso de nuevas
herramientas terapéuticas®-*!.
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