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Resumen

En los estudios de epidemiologia nutricional uno de los
principales problemas es conocer la ingestion de alimentos y
sus componentes de manera valida y precisa. Para ayudar en
este proceso se ha planteado repetidas veces la necesidad de
contar con buenos biomarcadores, que de manera mas obje-
tiva nos permitan conocer de manera mas estandarizada,
valida y precisa la dieta consumida. Existen varias definicio-
nes de biomarcador y también distintas clasificaciones de los
mismos. En general un biomarcador es una caracteristica que
puede medir objetivamente en distintas muestras bioldgicas
y que puede evaluarse como indicador de exposiciones, de
procesos bioldgicos normales o patogénicos o de respuestas
a una intervencion determinada. Las muestras bioldgicas
mas utilizadas en epidemiologia nutricional son sangre total,
eritrocitos, plasma, suero, orina, ufas, saliva, heces y mues-
tras de distintos tejidos. En estas muestras se pueden deter-
minar biomarcadores de exposicion (ingesta dietética), bio-
marcadores de efectos y biomarcadores de estado de
enfermedad. A su vez los biomarcadores de exposicion pue-
den categorizarse temporalmente en biomarcadores de efec-
tos agudos, a medio plazo y crénicos. Existen muchas difi-
cultades en la identificacion de buenos biomarcadores.
Actualmente los avances en las nuevas Omicas estan
abriendo nuevas posibilidades para la obtencion de nuevos
biomarcadores de distintos tipos utilizando gendmica, epi-
gendmica, transcriptomica, lipidomica, protedmica y meta-
bolémica. Revisaremos el estado actual de los biomarcadores
en epidemiologia nutricional asi como las tendencias futuras
de los nuevos biomarcadores 6micos.
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BIOMARKERS: BACKGROUND, CLASSIFICATION
AND GUIDELINES FOR APPLICATIONS IN NUTRITIONAL
EPIDEMIOLOGY

Abstract

One of the main problems in nutritional epidemiology is
to assess food intake as well as nutrient/food component
intake to a high level of validity and reliability. To help in
this process, the need to have good biomarkers that more
objectively allow us to evaluate the diet consumed in a more
standardized, valid and precise way has often been com-
mented upon. There are various definitions of biomarkers
and also different classifications of the same. In general a
biomarker can be defined as a characteristic that can objec-
tively measure different biological samples and that can be
evaluated as an exposure marker of normal or pathogenic
biological processes or of responses to a certain interven-
tion. The biological samples most commonly used in nutri-
tional epidemiology are blood, red blood cells, plasma,
serum, urine, nails, saliva, faeces and samples of different
tissues. Exposure biomarkers (dietary intake), biomarkers of
effects and biomarkers of disease status can be determined
from these samples. In turn, exposure biomarkers can be
temporarily categorized into markers of acute, medium term
or chronic effects. Many difficulties arise in identifying
good biomarkers. Currently, advances in omics are opening
up new possibilities for obtaining new biomarkers of various
kinds, using genomics, epigenomics, transcriptomics,
lipidomics, proteomics and metabolomics. We shall review
the present situation of biomarkers in nutritional epidemiol-
ogy as well as the future trends of the new omic biomarkers.

Key words: Biomarker. Diet. Intake. Biological sample. Geno-
mics. Transcriptomics. Metabolomics.



Antecedentes

Son ampliamente conocidas las limitaciones de los
cuestionarios para medir la dieta consumida con suficiente
validez y precision. Aunque se intente mejorar la validez de
dichos instrumentos utilizando registros de dieta o varios
recordatorios de 24 horas, en lugar de los menos precisos
cuestionarios semicuantitativos de consumo de alimentos,
siempre existen errores aleatorios y sistematicos que
hacen que las medidas autorreportadas de la dieta se ale-
jen de la realidad'. Es mas, estos errores en la medida de los
alimentos consumidos, se extienden a los nutrientes y
otros componentes de los alimentos derivados de la
ingesta consumida, no sélo porque la ingesta no se haya
anotado con validez y precision, sino porque existen otros
factores como la variabilidad en la composicion del ali-
mento consumido, etc que también contribuyen a que los
nutrientes y componentes de los alimentos derivados de
manera teorica a través de tablas de composicion de ali-
mentos, no se ajusten fielmente a la realidad consumida.
Medir bien estas ingestas es muy importante, porque en la
mayoria de las ocasiones, los estudios nutricionales no
solamente van a tener como objetivo el conocer el con-
sumo de alimentos en una poblacion determinada, sino
que el siguiente paso sera estudiar las asociaciones entre el
consumo de alimentos y un determinado problema de
salud. Asi, esta ampliamente demostrado que, la determi-
nacion correcta de la exposicion a la dieta es crucial en la
investigacion de la relacion entre dieta y enfermedad. Por
ello es necesario disponer de otras medidas alternativas
para conocer el consumo de alimentos y los nutrientes (y
componentes no nutritivos de los alimentos) aportados por
los mismos con mayor validez y precision que el obtenido a
través de las medidas auto-referidas a través de cuestiona-
rios. Los biomarcadores nutricionales son importantes para
la investigacion future entre dieta y salud, ya que pueden
aportar una medida mas objetiva de la dieta consumida.
Sin embargo, la definicion de biomarcador no es sencilla y
existen multiples definiciones de los mismos en funcion de
la aplicacion de estos biomarcadores. En general, una defi-
nicion ampliamente utilizada de biomarcador es la dada
por “the Biomarker Definition Working Group (BDWG)" in
20012 De acuerdo con la misma un biomarcador es una
caracteristica que puede ser objetivamente medida y ava-
luada como un indicador de un proceso bioldgico normal,
un proceso patoldgica o una respuesta farmacoldgica a
una intervencion terapéutica. Sin embargo, esta definicion
de biomarcador no ajusta bien en todas las situaciones y se
han propuesto multiples variantes de la misma®. En investi-
gacion nutricional tenemos que utilizar una definicion
ampliay también adaptada a cada situacion, ya que necesi-
taremos biomarcadores cubriendo al menos los siguientes
aspectos: ingesta dietética, estado nutricional, exposicion a
nutrientes y efectos de las intervenciones nutricionales en
estados de salud fisioldgicos o patoldgicos, asi como pro-
porcionar informacion de las diferentes respuestas interin-
dividuales a la dieta. También tendremos que tener en
cuenta que muchos biomarcadores pueden pertenecer al
mismo tiempo a varias de estas categorias.

Actualmente, el estudio de los biomarcadores nutricio-
nales, ya sean bioquimicos, funcionales o indices clinicos de
la ingesta de nutrientes o de su metabolismo, esta revolu-
cionando nuestro conocimiento del papel de los nutrientes
y componentes de los alimentos no nutritivos en la salud y
en la enfermedad. Aunque existe un enorme interés en la
utilizacion y en el desarrollo de nuevos biomarcadores, la
situacién actual es que todavia no disponemos de buenos
biomarcadores para la mayoria de los aspectos relevantes
mencionados anteriormente. Tanto es asi que desde distin-
tos organismos de investigacion publicos y privados se esta
poniendo de manifiesto la necesidad de profundizar en la
investigacion de nuevos biomarcadores nutricionales y se
estan potenciando investigaciones en esta linea. Asi, desde
que una de las conclusiones iniciales del European Com-
mission-funded project PASSCLAIM, coordinado por coor-
dinated /LSI Europe, fue que habia una gran necesidad de
obtener marcadores adecuados en ciencias de la nutricion,
se considera prioritario en los Proyectos europeos la inves-
tigacion en mejores biomarcadores (entre ellas las recien-
tes iniciativas del Joint Programming Initiative (JPI) on food
and nutrition in Europe que este aflo ha comenzado la
financiacion de dos nuevos proyectos (MIRDIET and FOOD-
BALL). Estos proyectos tienen como objetivos la validacion
de biomarcadores y la investigacion de biomarcadores de
ingesta/exposicion, asi como de estatus nutricional en el
area de la nutricion y la salud. El primero de ellos centrado
en los microRNA y el sequndo de ellos centrado la aplica-
cion de la metabolomics. En Estados Unidos también se
estan incentivando los proyectos dirigidos a la investiga-
cidn sobre biomarcadores nutricionales y en abril de 2012,
the Sackler Institute for Nutrition Sciencey the New York
Academy of Sciences organizaron una conferencia titulada
Biomarkers in Nutrition: New Frontiers in Research and
Application. El objetivo de esta conferencia fue poner a tra-
bajar conjuntamente a investigadores y personal de la
industria, académicos y organizaciones gubernamentales
para establecer el estado actual de conocimientos sobre
biomarcadores nutricionales, identificar los retos mas
importantes, asi como las preguntas no resueltas, y catali-
zar nueva investigacion in este campo para que pronto sea
posible la implementacion de buenos biomarcadores en
epidemiologia nutricional que permitan una mejor medida
del consumo de alimentos, de sus efectos y de su asociacion
con los estados de salud-enfermedad.

En articulo realizaremos una revision del conoci-
miento actual de los biomarcadores en epidemiologia
nutricional y profundizaremos en las nueva dmicas ya
que prometen una revolucion en la identificacion de
nuevos marcadores en los estudios nutricionales.

Clasificacion de los biomarcadores y guia
para su uso

El uso primer de biomarcadores fue atribuido a Isaak-
son en 1980, cuando propuso utilizar la medida del nitro-
geno urinario como un marcador independiente de la
medida de la ingesta de proteinas, y todavia permanece
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siendo uno de los principales biomarcadores empleados'.
Sin embargo no todos los biomarcadores poseen las mis-
mas caracteristicas. Existen distintas clasificaciones de
biomarcadores. Potischman definio los biomarcadores
como “cualquier espécimen bioldgico que sea un indica-
dor del estado nutricional con respecto a la ingesta o al
metabolismo de alqun componente de la dieta"+. Este
autor clasifico los biomarcadores en dos grandes grupos:
Biomarcadores de exposicion nutricional y biomarcadores
de estado nutricional. Los biomarcadores de exposicion
nutricional serian aquellos utilizados para validar la
medida de la ingesta o como subrrogados de la ingesta
dietética. Tanto ellos como los biomarcadores de estado
nutricional podrian ser evaluados en cuanto a precision,
sensibilidad, especificidad, variabilidad entre-sujetos y
temporalidad. Sin embargo esta clasificacion de biomar-
cadores puede ampliarse teniendo en cuenta que en los
estudios nutricionales no solamente interesa medir bien la
dieta, sino también la relacion entre la misma y los esta-
dos de salud-enfermedad, por ello en los estudios nutri-
cionales también es necesario incorporar las mediciones
de biomarcadores relacionados con la enfermedad para
tener asi unas determinaciones mas completas. En la tabla
| se presenta esta clasificacion ampliada de los biomarca-
dores en estudios nutricionales de acuerdo con su finali-
dad. El papel de los biomarcadores nutricionales en la
salud y la enfermedad ha evolucionado desde los marca-
dores de deficiencia en una enfermedad especifica (por
ejemplo, la vitamina Ay los 0jos ), a una multitud de afec-
ciones cronicas que abarcan las endocrinas , cardiovascu-
lares, respiratorias, digestivas y el sistema inmunologico y
nervioso, entre otros.

Pero los biomarcadores también se pueden clasificar
también en funcion de su temporalidad. Asi, los biomarca-
dores se pueden clasificar en biomarcadores de corto plazo
(reflejando la ingesta en el pasado de horas o dias); biomar-
cadores de término medio (reflejando la ingesta de sema-
nas o meses) y biomarcadores de largo plazo (reflejando de
ingesta de meses o afios). Por ejemplo, los biomarcadores

medidos en orina, plasma o suero reflejan bien ingestas a
corto plazo, mientras que las medidas de biomarcadores en
eritrocitos o en el tejido adiposo son indicadores de inges-
tas a medio plazo. Por otra parte, las medidas de biomarca-
dores en pelo, ufias, o dientes, son mas frecuentemente uti-
lizadas para los biomarcadores a largo plazo®.

Otra clasificacion de los biomarcadores® distingue
entre los biomarcadores de recuperacion, de concentra-
cion, de sustitucion y biomarcadores predictivos.

Los biomarcadores de recuperacion se basan en el con-
cepto del equilibrio metabdlico entre la ingesta y la excre-
cion durante un periodo fijo de tiempo y asi proporcionan
una estimacion de los niveles de ingesta absolutos. Los
biomarcadores de recuperacion son productos biolégicos
especificos que estan directamente relacionados con la
ingesta y no sujetos a la homeostasis o diferencias interin-
dividuales sustanciales en el metabolismo. Se conocen
so6lo unos biomarcadores de recuperacion. Los principales
ejemplos de biomarcadores recuperacion de los siguien-
tes: agua doblemente marcada que se utiliza para medir la
tasa metabolica y el gasto total de energia; nitrégeno uri-
nario total/potasio que se utilizan para estimar el con-
sumo de proteinasy la ingesta diaria total de potasio, res-
pectivamente’®. El primer estudio de validacion grande
con biomarcadores de recuperacion fue el estudio Obser-
ving Protein and Energy Nutrition (OPEN), realizado por el
Instituto Nacional del Cancer en el periodo 1999-2000°.

Entre otros estudios posteriores en relacion con estos
marcadores de recuperacion podemos citar los trabajos
del Dr. Prentice y su grupo en una sub-muestra de muje-
res que participaban en el Women's Health Initiative
Dietary Modification Trial (WHI-DM)™", El WHI-DM es
un ensayo controlado aleatorio entre mujeres posmeno-
pausicas con el objetivo de analizar si una dieta baja en
grasas reducia la incidencia de cancer de mama y colo-
rrectal, y en segundo lugar, las enfermedades del cora-
zon. El subgrupo de mujeres, completd un cuestionario
de frecuencia de consumo de alimentos, el protocolo de
agua doblemente marcada, y una coleccion de orina de

Clasificacion de los biomarcadores en estudios nutricionales

Biomarcadores de exposicion alimentaria:

Diferentes tipos de marcadores bioldgicos destinados a evaluar la ingesta ali-

mentaria de los diferentes alimentos, los nutrientes, los componentes no nutriti-
vos o patrones dietéticos (biomarcadores de recuperacion, biomarcadores de
concentracion, los biomarcadores de recuperacion y biomarcadores predictivos).
Ejemplo: nitrégeno urinario como biomarcador de la ingesta de proteinas.

Biomarcadores de estado nutricional:

Biomarcadores que reflejan no soélo el consumo sino también el metabolismo de

los nutrientes (s) y, posiblemente, los efectos de los procesos de enfermedad.
Ejemplo: Algunos de los biomarcadores del metabolismo de la homocisteina, que
reflejan no sélo la ingesta nutricional, sino también los procesos metabdlicos. Es
importante tener en cuenta que un solo biomarcador puede no reflejar el estado
nutricional de un solo nutriente, pero puede indicar las interacciones de varios

nutrientes.

Biomarcadores de salud/enfermedad:

Los biomarcadores relacionados con diferentes fenotipos intermedios de una

enfermedad o incluso a la gravedad de la enfermedad. Por ejemplo las concentra-
ciones plasmaticas de colesterol total o triglicéridos asociados a las enfermeda-
des cardiovasculares.
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24 horas (como biomarcador para el consumo de protei-
nas). La coleccion de estos biomarcadores de recupera-
cion permitio a los investigadores caracterizar las distri-
buciones de error de medicion de energia y proteina
evaluados por los cuestionarios de frecuencia de con-
sumo de alimentos®. Adicionalmente, pudieron identifi-
car las caracteristicas generales (edad, sexo, obesidad,
etc) de los participantes que hacian que los errores de
medida en los cuestionarios fueran mayores''". En este
estudio especifico pudieron confirmar que los cuestio-
narios infraestimaban el consumo de energia y protei-
nas. También observaron que la infraestimacion del con-
sumo de energia era mayor en mujeres obesas y con
sobrepeso. Estos resultados permiten crear ecuaciones
de calibracion para la energia y proteinas y aplicarlas a
las medidas obtenidas en los cuestionarios''.

Los biomarcadores de concentration, son biomarkers
si bien tiene una correlacion con la ingesta, estan afec-
tados por el metabolism o caracteristicas personasles
(sexo, edad, consumo de tabaco, obesidad, etc), por lo
que no pueden ser utilizados como medidas absolutas de
la ingesta en estudios de validacion'. Ejemplos de bio-
marcadores de concentracion son los siguientes: carote-
noides en suero, lipidos, vitaminas, etc. Pueden utilizarse
para analizar la relacion entre la concentracion de los
mismos en algun tejido y variables del estado de salud®.

Los biomarcadores de sustitucion estan estrechamente
relacionados con los biomarcadores de concentracion y
algunas veces la distincion entre ellos es dificil de realizar.
Su caracteristica diferencial seria que se refieren especifi-
camente a compuestos para los cuales la informacion de
los mismos en tablas de composicion de alimentos no es
satisfactoria, o no existe. Ejemplos de estos biomarcadores
de sustitucion son algunas aflatoxinas, algunos fitoestroo-
genos™, o algunos de los biomarcadores recientemente
identificados mediante metabolomica®, a los que nos refe-
riremos mas adelante en esta revision.

Una clasificacion mas reciente de biomarcadores, deno-
minada biomarcadores predictivos, se ha propuesto. Estos
biomarcadores muestran una relacion dosis-respuesta con
la ingesta. Como biomarcadores de recuperacién, los bio-
marcadores predictivos son sensibles, dependiente del
tiempo, muestran una relacion dosis-respuesta con los
niveles de ingesta y pueden verse afectados por las caracte-
risticas personales, pero la diferencia es que su recuperacion
total es inferior™. Ejemplos de biomarcadores predictivos
son fructosa y sacarosa urinaria de 24 horas'. También se
ha reportado que el uso de estos marcadores urinarios de
azucares es util para establecer el error de medida en los
estudios que reportan la ingesta de estos azticares mediante
cuestionarios como por ejemplo en el Nutrition and Physical
Activity Assessment Study (NPAAS)™. En la figura 1 se

-
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Fig. 1.—Clasificacion de los biomarcadores y sus aplicaciones en la validacion de la medida de la dieta y en la estimacidn de su asociacion con
diferentes fenotipos de enfermedad (adaptada de la referencia 6).
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resume la clasificacion de estos biomarcadores, asi como
sus aplicaciones a la validacion de los métodos para estimar
la dieta consumida, medidas de error y estimacion de las
asociaciones con los distintos fenotipos de enfermedad.

Los biomarcadores requieren de la obtencion de dis-
tintos tipos de muestras bioldgicas para su medicion. Las
mas utilizadas son sangre, orina, y saliva, aunque cada
vez se realizan mas determinaciones en otras muestras
como heces, pelos, uiias, adipose tissue y otros tejidos
especificos en funcion del los objetivos del estudio. En el
siguiente epigrafe se realizan unas consideraciones
generales para la obtencion de almacenamiento de las
muestras bioldgicas para determinar biomarkers en los
estudios epidemioldgicos.

Obtencion y almacenamiento de muestras bioldgicas
en los estudios de epidemiologia nutricional

Dado que en la actualidad y se dispone de algunos bio-
marcadores relevantes para su utilizacion en los estudios
de epidemiologia nutricional, y en un futuro se espera que
se puedan incorporar muchos biomarcadores mas, se
aconseja obtener y almacenar muestras bioldgicos en los
nuevos estudios de epidemiologia nutricional que se ini-
cien. El nimero de muestras bioldgicas y su complejidad
dependera de los objetivos del estudio epidemioldgico y de
los medios disponibles para ello. Como minimo se aconseja
tomar muestras bioldgicas de saliva y de orina de cada uno
de los participantes en el estudio, ya que son las muestras
bioldgicas menos invasivas. En ellas se pueden determinar
un numero importante de biomarcadores e incluso a partir
de la saliva se puede aislar el ADN de las células bucales
que se recogen en la misma. Se aconseja también no tomar
s6lo una sélo muestra bioldgica en el mismo tubo, sino
fraccionarla en distintas alicuotas para evitar los procesos
de congelacion y descongelacion que pueden afectar
varios de los biomarcadores que se pretende determinar.
De esta manera, pensar en un minimo de dos o tres alicuo-
tas para almacenar para cada participante, seria una buena
estrategia. Estas muestras tendrian que congelarse a muy
baja temperatura (ultracongelacion a -80° C como conser-
vacion mas estandarizada) para garantizar una mejor con-
servacion y no degradacion de los biomarcadores. Si no
fuera posible consequir muestras bioldgicas de todos los
participantes, al menos seria aconsejable plantear la
obtencion de las mismas en una submuestra representa-
tiva de la poblacidn. Si se dispone de mas capacidad de
obtencion y almacenamiento de muestras, es muy aconse-
jable realizar extracciones de sangre venosa periférica en
ayunasy a partir de las mismas, procesarlas mediante cen-
trifugacion, etc y obtener alicuotas de suero, plasma y
buffy-coat. Estas muestras van a resultar muy valiosas
posteriormente para determinar en ellas distintos biomar-
cadores. Aunque la congelacion a -80°C puede ser sufi-
ciente, resultaria ideal congelar las muestras a menor tem-
peraturay mantenerlas en nitrégeno liquido. Sin embargo
este tipo de conservacion no esta ampliamente disponible
y queda limitado para unos pocos estudios). Si en la inves-

tigacion se estima relevante la medida de biomarcadores
en eritrocitos o en otros tipos de células de la sangre como
leucocitos, estas muestras se tendrian que aislar a partir de
la sangre extraida mediante los protocolos estandarizados
y congelarlas ya separadas de los demas componentes. Del
mismo modo si se opta por realizar determinaciones con
ADN o ARN de los participantes, estas muestras también se
tienen que obtener de manera estandarizada utilizando los
protocolos pertinentes. La temporalidad en la recoleccion
de muestras vendra determinada segun el estudio sea
transversal o longitudinal. En los estudios transversales
solamente sera necesario recogerlas una vez, mientras que
en los estudios longitudinales, habra que tomar muestras
en el momento basal y en distintos periodos de sequi-
miento de acuerdo con los objetivos del estudio. El numero
de alicuotas obtenidas puede ser muy grande en los estu-
dios que incluyen miles de participantes por lo que habra
que tener prevista una buena infraestructura de etique-
tado y de trazabilidad de las muestras en los congeladores
de almacenamiento. También es aconsejable que se piense
en constituir algun banco de muestras biologicas y sequir
los protocolos de los mismos'. Al elegir los protocolos para
la obtencion y conservacion de muestras hay que tener en
cuenta algunas limitaciones para la posterior validez de las
determinaciones y comparabilidad de los resultados.
Actualmente existen distintos anticoagulantes que se uti-
lizan en los tubos de recoleccion de las muestras de sangre.
Determinaciones posteriores pueden variar segun se utilice
citrato, heparina o EDTA. El tiempo de procesado de la
muestra también puede ser muy relevante, asi como el
tiempo de conservacion. Para los estudios 6micos, una de
las muestras limitantes es la obtencidn del RNA, ya que
requiere aislamiento previo in fresco o recoger las mues-
tras de sangre, asi como almacenarlas en presencia de un
conservante del RNA. Aunque la obtencion de ADN para
genotipado no plantea problemas y generalmente cumple
los requisitos de calidad independientemente del anticoa-
gulante utilizado, tiempo de almacenamiento, etc, la
obtencién de ADN para estudios epigenéticos como meti-
lacion puede estar sujeta a mas problemas de validez y
reproducibilidad en funcion del método utilizado, la época
del afio en que se recolectd la muestra, etc. Para un mayor
detalle de los factores que afectan a la conservacion y pro-
cesado de las muestras bioldgicas en los estudios omicos,
se recomienda la lectura del trabajo de Helbes y cols.” en el
que dan unas directrices generales in the context of the
European project EnviroGenomarkers (http://www.enviro-
genomarkers.net). In this Project, blood-derived biobank
samples are being analyzed on multiple omic platforms
with the aim of discovering new biomarkers of exposure
and disease risk.

Uso de biomarcadores nutricionales en combinacion
con datos de cuestionarios

Otro método que se puede utilizar es el uso conjunto
de biomarcadores de ingesta con los datos procedentes
de cuestionarios donde se mide el consumo de auto-
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reportado. Esta combinacién permite aumentar la vali-
dez de las mediciones, asi como aumentar el poder esta-
distico de las asociaciones entre la dieta y enfermedades
relacionadas. Este enfoque ha sido utilizado por varios
autores, entre ellos Freedman y cols.” en el estudio
CAREDS (Estudio de la enfermedad ocular relacionada
con la edad). Se trata de un estudio anidado del Health
Initiative (WHI). El WHI es un estudio de cohorte pros-
pectivo de 93.676 mujeres posmenopausicas, reclutados
en 40 lugares de los Estados Unidos. En concreto, los
investigadores utilizaron este estudio para ilustrar que la
asociacion inversa entre la luteina de la dieta mas zea-
xantina y las cataratas nucleares. Mejora en el uso de
biomarcadores de forma global para estos carotenoides
al considerar también la ingesta con los datos de los
cuestionarios de auto-reportados. La ingesta dietética se
evalué mediante el uso de cuestionarios semicuantitati-
vos de consumo de alimentos. Las muestras de suero se
recogieron después de 10 o mas horas de ayuno en los
examenes iniciales delInWHI y se analizaron para la lute-
ina y la zeaxantina (suma de los isémeros trans). Los
autores investigaron 3 maneras de analizar la luteina
mas la zeaxantina dietéticas, asi como sus niveles séri-
cos: Solo dieta, solo biomarcadores o combinando las
tres formas. Para el tercer método, que utiliza un marca-
dor combinado donde se utilizaron los datos de ambas
determinaciones, se utilizaron "scores” ponderadas. Para
mas detalles sobre ese aspecto, se puede consultar la
referencia original™. La conclusion a la que Ilegaron los
autores es que mediante la combinacion de un biomar-
cador de la ingesta de la dieta con la ingesta dietética
reportada puede aumentar el poder estadistico para
detectar una asociacion dieta-enfermedad. Por lo tanto,
es aconsejable utilizar este método combinado siempre
que sea posible. Sin embargo, también reconocen limita-
ciones a esa combinacion cuando el biomarcador no es
valido o cuando el error derivado de la ingesta o de la
medicion de nutrientes a través de los cuestionarios
también tiene grandes errores.

Limitaciones y consideraciones en el uso
de los biomarcadores

Aunque los biomarcadores pueden proporcionar una
medida mas objetiva de la ingesta de alimentos, para
muchos de ellos existen distintos factores inter-indivi-
duales que pueden sesgar dichos marcadores y dar valo-
res no verdaderos®. Entre estos factores, ademas del
sexo, edad, consumo de tabaco, alcohol, farmacos, acti-
vidad fisica y otros factores del estilo de vida, se encon-
trarian otros factores de la dieta (interacciones
nutriente-nutriente), tipo de muestra bioldgica (sangre,
plasma, suero, orina, etc) y condiciones relacionadas con
la obtenciéon y de almacenamiento de las muestras
(transporte, tiempo de almacenamiento, época de la
recoleccion de la muestra incluyendo dia de la semana,
estacion del afio, etc) asi como las particularidades de la
metodologia de laboratorio para su determinacion (pre-

cision, validez, limites de deteccion, técnica analitica,
variaciones inter-laboratorios; etc.)?. Ademas de todos
ellos, cada dia, a medida que avanzan las investigaciones
sobre la variabilidad inter-individual, cobran mas impor-
tancia los marcadores genéticos. En particular los poli-
morfismos genéticos en genes relevantes relacionados
con cada uno de los biomarcadores analizados. Existen
muchos tipos de polimorfismos genéticos. Los mas estu-
diados son los que consisten en un solo cambio de base
en un lugar del genoma y se denominan single nucleo-
tide polymorphisms (SNPs). Existen millones de SNPs en
el genoma humano y la tecnologia para su determina-
cidn ha evolucionado espectacularmente pasando de
técnicas rudimentarias que eran lentas y caras a otras
tecnologias muy automatizadas y de menor coste. Con
ello en la actualidad resulta muy facil y rapido incorporar
las determinaciones genéticas en los estudios de epide-
miologia nutricional®. Esta variacion genetica no solo
puede afectar a las preferencias en la eleccion y con-
sumo de alimentos, sino que también va a tener un papel
relevante en el matabolismo del nutriente, en la biodis-
ponibilidad, absorcion, transporte, y de los nutrientes o
componentes de los alimentos. Existen muchos ejemplos
de la influencia de los polimorfismos genéticos en las
concentraciones de distintos biomarcadores. Entre ellos
podemos sefalar la influencia del polimorfismo genético
rs1279683 (A > G) en el gen SLC23A2 y concentraciones
plasmaticas de vitamina C?'. Las concentraciones plas-
maticas de vitamina C estan determinadas por la ingesta
dietética, asi como por factores genéticos. El acido L-
ascorbico obtenido a partir de la dieta se transporta a
través de la membrana celular por cotransportadores de
acido L-ascorbico/sodio (SVCTs). Dos isoformas, SVCT1
(codificada por el gen SLC23A1) y SVCT2 (codificada por
el gen SLC23A2), desempefian papeles centrales en la
absorcion y la acumulacion de la vitamina C en muchos
tejidos. En un estudio llevado a cabo por nuestro grupo
para investigar la influencia de las concentraciones plas-
maticas de vitamina C en el riesgo de glaucoma?®, encon-
tramos que el SNP rs1279683-SLC23A2, estaba fuerte-
mente asociado a las concentraciones en plasma de
vitamina C, tanto en los casos y controles (fig. 2). De
acuerdo con estos resultados, los homocigotos portado-
res del alelo G tienen concentraciones plasmaticas de
vitamina C significativamente mas bajas que los otros
genotipos a pesar de tener ingestas similares.

Otro ejemplo relevante de la influencia de los poli-
morfismos genéticos en concentraciones de un biomar-
cador, independientemente de la ingestion, son los poli-
morfismos en genes relevantes en el metabolismo de
acididos grasos poliinsaturados. La delta-6 desaturasa
(D6D) y la delta-5 desaturasa (D5D) son enzimas unidas
a la membrana que catalizan la formacion de los acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga. Los genes que
codifican desaturasas (FADS1 para D5D y FADS2 para
D6D) forman un grupo de genes en el cromosoma 11
junto con un tercer gen de desaturasa, FADS3, con fun-
cion menos conocida. Varios estudios han replicado con-
sistentemente las asociaciones entre los polimorfismos
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Fig. 2.—Concentraciones plas-
0 66 mdticas de vitamina C (ug/mL)
en casos de galucoma de dn-
gulo abierto (n = 150) (A) y
controles (n = 150) (B) de
acuerdo con el polimorfismo
. rs1279683 (A > G) en el gen
B SLC23A2 (adaptada de la refe-
rencia 21).

en los genes FADS1 y FADS2 y mediciones de la concen-
tracion de acidos grasos poliinsaturados en diferentes
muestras bioldgicas?. Esta influencia genética es rele-
vante y es importante tenerla en cuenta en los estudios
de epidemiologia nutricional y, como directriz, se reco-
mienda incorporar gradualmente las determinaciones de
los polimorfismos genéticos mas relevantes en estudios
epidemioldgicos nutricionales como control de las dife-
rencias interindividuales mas importantes.

Nuevos biomarcadores basados en 6micas

Ya sea como control de las diferencias interindividua-
les en la medicion de biomarcadores clasicos o adecua-
damente consideradas como biomarcadores, las tecno-
logias dmicas han llevado al estudio y validacion de

nuevos biomarcadores en nutricion y salud®. Entre ellos
se encuentran los que se muestran en la tabla Il:

- Biomarcadores genéticos: Estos biomarcadores se
basan en la determinacion de polimorfismos genéticos
(SNPs) principalmente y pueden ser de cualquier tipo, ya
sean de ingesta o de efecto (metabolismo) o como riesgo
de enfermedad. Ellos se pueden determinar en el ADN de
cualquier muestra biologica que contiene células con
nucleo (ventaja). Su determinacion no varia con el tiempo
y las muestras son facilmente conservadas y transporta-
das (sangre, orina, pelo, tejidos diferentes, etc. todo puede
ser usado). Ademas, permiten una determinacion rapida a
bajo coste econdmico. Por otra parte, en los ultimos afios
los chip de genotipado de alta densidad han permitido
determinar simultaneamente miles de polimorfismos
genéticos. Esta capacidad ha llevado a los llamados estu-

Tabla Il

Clasificacion de los nuevos biomarcadores basados en dmicas

Biomarcadores genéticos:

Basados en los cambios en el ADN, principalmente los polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP). Ejemplos: Los polimorfismos en el gen de la lactasa (LCT) como representantes del
consumo de leche en los analisis de randomizacion mendeliana.

Biomarcadores epigenéticos:

Biomarcadores basados en de los principales reguladores epigenéticos: metilacion del ADN,
modificacion de histonas y ARNs no codificantes. Ejemplos: hipermetilacion del ADN o hipo-
metilacion del genes especificos en funcion de la ingesta de alimentos; Los niveles de
microRNAs circulantes asociados con varias enfermedades relacionadas con la nutricion.

Biomarcadores transcriptémicos:

Biomarcadores basados en la expresion de ARN (transcriptoma completo o diferencias en
la expresion de genes especificos seleccionados). Ejemplo: Diferencias del perfil de expre-
sion génica en sujetos que siguen una dieta mediterranea, en comparacién con los sujetos
control.

Biomarcadores proteémicos:

Biomarcadores basados en el estudio del proteoma. Ejemplo: Analisis del proteoma de los
participantes alimentados con dietas control con el proteoma de participantes alimenta-
dos con dietas bajas en folato.

Biomarcadores lipidémicos:

Biomarcadores basados en el estudio del lipidoma. Ejemplo: Perfil lipidomico de plasma
humano en sujetos diabéticos tipo 2 con una dieta alta en grasas en comparacion con una
dieta alta en carbohidratos.

Biomarcadores metabolomicos:

Biomarcadores basados en el estudio del metaboloma. Ejemplo: El perfil urinario TH NMR
en sujetos que siguen una dieta mediterranea tradicional en comparacion con el perfil uri-
nario de sujetos en una dieta baja en grasas.

182 Rev Esp Nutr Comunitaria 2015;21(Supl. 1):176-187

Dolores Corella, José M. Ordovas



dios de asociacion de genoma completo (GWAS) y al des-
cubrimiento de nuevos genes y SNPs asociados a los dife-
rentes niveles de los otros biomarcadores, la ingesta die-
tética o de fenotipos de la enfermedad. Recientemente
una serie de meta-analisis que incluyen miles de personas
han publicado la identificacion de nuevas variantes gené-
ticas asociadas con la ingesta de alimentos y nutrientes??
o0 con concentraciones de biomarcadores, como filoqui-
nona circulante® circulante. También recientemente, los
estudios gendmicos en lipidos han incorporado las tecno-
logias de secuenciacion de nueva generacion para la iden-
tificacion de nuevas variantes genéticas asociadas con
diferentes biomarcadores, identificando principalmente
nueva variantes de baja prevalencia?.

Por otra parte, la randomizacion mendeliana implica
utilizar biomarcadores genéticos como variables repre-
sentativas del consumo. Las variantes genéticas asocia-
das con el factor de riesgo de interés se consideran de
una manera similar a la asignacion aleatoria en un
ensayo clinico. El significado moderno de la aleatoriza-
cion mendeliana se basa en la segunda ley de Mendel, la
ley de la distribucion independiente, lo que supone que
la herencia de un rasgo es independiente de la herencia
de otro rasgo?. En términos de biomarcadores nutricio-
nales, SNPs que tienen una funcidn bioldgica bien carac-
terizada puede ser utilizado para estudiar el efecto de
una exposicion ambiental sospechada sobre el riesgo de
la enfermedad. Por lo tanto, hay varios estudios que uti-
lizan variantes genéticas como variables instrumentales
para las exposiciones ambientales. Un ejemplo bien
conocido es el polimorfismo de la lactosa. El polimor-
fismo -13910C > T (rs4988235) en el gen de la lactasa
(LCT) esta fuertemente asociado con la persistencia de |a
lactasa (LP) en Europeans®. Los individuos lactasa no
persistentes (LNP) tienen dificultades para metabolizar
la lactosa y, después de consumir productos lacteos, a
menudo tienen sintomas de dolor abdominal y diarrea.
Como resultado, los individuos con LNP tienden a consu-
mir menos productos lacteos® que contiene lactosa vy,
por lo tanto, la variante asociada con LNP (genotipo CC)
puede ser una variable instrumental para una baja expo-
sicion a la leche. Del mismo modo, otro gen informativo
es la ALDH2 (aldehido deshidrogenasa). El acetaldehido
es el primer metabolito de del etanol. La ALDH2 es Ia
enzima principal responsable de la eliminacidn de ace-
taldehido. Hay un polimorfismo funcional (Glu487Lys),
resultando en una enzima inactiva. El alelo 487Lys se
asocia con disminucidn de la capacidad para metaboli-
zar el acetaldehido, y por lo tanto contribuye a altas
concentraciones de acetaldehido después de beber alco-
hol (que resulta en enrojecimiento de la cara, nduseas y
dolor de cabeza en respuesta al consumo de alcohol).
Debido a estas reacciones adversas, los sujetos homoci-
gotos para el alelo 487Lys beben notablemente menos
alcohol que los sujetos homocigotos para el otro alelo.
Por lo tanto, el polimorfismo ALDH2 puede definir gru-
pos con diferentes cantidades de ingesta de alcohol y
estas variantes usadas como un sustituto de exposicion
al alcohol®. Sin embargo, aunque el enfoque de la alea-

torizacion mendeliana muestra una promesa considera-
ble en la integracion de los marcadores genéticos en la
investigacion de epidemiologia nutricional, su aplica-
cion a otras variantes genéticas tiene varias limitaciones
potenciales cuando los supuestos de aleatorizacion
mendeliana son violados?.

Ademas de estas consideraciones, los biomarcadores
genéticos son cruciales para estudiar distintos fenotipos
intermedios (lipidos plasmaticos, glucosa en ayunas, los
marcadores oxidativos, los marcadores de inflamacién,
etc.) y fenotipos finales de enfermedad (enfermedades
cardiovasculares, cancer, enfermedades neurodegenera-
tivas, diabetes tipo 2, obesidad, etc.). En epidemiologia
nutricional, al establecer la asociacion entre la dieta y
las enfermedades, los polimorfismos genéticos mas rele-
vantes relacionados con los fenotipos de interés deben
ser determinados. Actualmente hay cientos de SNPs
consistentemente asociados con diferentes fenotipos de
enfermedades relacionadas con la nutricion que deben
ser considerados en los estudios se centran en estos
fenotipos. A modo de ejemplo, la tabla l1I*-” muestra los
principales genes y variantes genéticas consistente-
mente asociados con fenotipos intermedios y enferme-
dades en la epidemiologia cardiovascular. La integracion
de la genética en la nutricion ha impulsado los avances
en las interacciones gen-dieta y la gendmica nutricio-
nal®. En el estudio PREDIMED, hemos encontrado algu-
nas interesantes interacciones gen-dieta en la determi-
nacion de los fenotipos intermedios y enfermedad
cardiovascular que implican polimorfismos comunes en
el gen TCF7L2* y el gen MLXIPL* y la intervencién con
dieta mediterranea.

- Biomarcadores epigenéticos: El término epigené-
tica/epigendmica se utiliza para describir una variedad
de modificaciones en el genoma que no implican cam-
bios en la secuencia de ADN y pueden resultar en la alte-
racion de la expresion génica que permiten la expresion
diferencial de informacidn genética®. Constituye el esla-
bon perdido entre la genética, el medio ambiente y las
enfermedades. Una de las principales ventajas de los
biomarcadores epigenéticos, a diferencia de las variacio-
nes en el genoma, es que las marcas epigenéticas son
reversibles y pueden permitir una rapida adaptacion al
medio ambiente. Hay 3 categorias principales de las
marcas epigenéticas: metilacion del ADN, modificacion
de histonas y regulaciéon por ARN no codificante. La
metilacion del ADN es una modificacion epigenética
bien caracterizado del genoma. La mayoria de la metila-
cion del ADN en los seres humanos se produce en los
dinucledtidos citosina-fosfato-guanina (CpG) y consiste
en la adicion de un grupo metilo en posicion 5 de los
residuos de citosina de la isla CpG, proporcionando mar-
cas en el genoma por las cuales los genes se activan
transcripcionalmente o se silencian®'. La hipermetilacion
de islas o hipometilacion pertinentes se han asociado
con varios fenotipos de enfermedad®. Existen estudios
preliminares que muestran que la dieta puede afectar la
metilacion de ciertos sitios del ADN y que estos cambios
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en la metilacion son dindmicos®#. Sin embargo, se nece-
sitan muchos mas estudios para establecer las metila-
ciones en distintos genes como nuevos biomarcadores
de ingesta de enfermedad.

En cuanto a la regulacion epigenética a través de los
ARN no codificantes, aunque existen distintas clases de
estos ARNs en funcion de su tamafio (largos, pequefios,
etc.), los microRNA (miRNA) son actualmente los mas
importantes®. Los miRNAs son pequefas cadenas de
ARN de una sola hebra (18-25 nucledtidos) no codifi-
cantes pero funcionales, que regulan la expresion de
genes actuando sobre su ARNm diana de manera post-
transcripcional. Estos miRNAs han surgido como regula-
dores epigenéticos cruciales de muchos procesos rela-
cionados con la nutricion. La evidencia reciente pone de
relieve como la dieta puede influir en varios fenotipos de
la enfermedad a través de la modulacion de la expresion
por miRNAs* expression. Ademas, los miRNAs circulan-
tes estan emergiendo como biomarcadores de varias
enfermedades*“. Por otra parte, hay algunos estudios
que indican que algunos miRNAs exogenos podrian ser
utilizados como biomarcadores de la ingesta de alimen-
tos (deteccion de miRNAs de arroz consumidos en el
plasma humano), pero todavia hay mucha controversia
sobre ello*. En general, en cuanto a las promesas de los
diferentes tipos de biomarcadores de microARN, pode-
mos afirmar que todavia es necesaria una optimizacion
muy cuidadosa y una estandarizacion rigurosa de méto-
dos analiticos y preanaliticos para garantizar que los
resultados obtenidos sean validados y fiables*.

- Biomarcadores transcriptdmicos: Nos proporcionan
conocimiento del transcriptoma, ya sea de forma indivi-
dual para cada gen especifico estudiado o para el analisis
de la expresion de varios genes simultaneamente en dife-
rentes escalas. De esta manera podemos investigar como
la exposicion a diferentes factores de la dieta afecta a la
expresion de todos los genes (transcriptoma completo) o
de los genes especificos. Estos estudios de expresion se
pueden realizar ya sea mediante el analisis de la interven-
cion con dietas completas (por ejemplo, la dieta medite-
rranea como en contra de una dieta baja en grasas)*® o
mediante la administracion de alimentos especificos (por
ejemplo, aceite de oliva) o componentes especificos de |a
dieta (vitaminas, etc.). Aunque inicialmente se llevaron a
cabo estos estudios transcriptomicos independiente-
mente de otras dmicas, en los ultimos afios, la tendencia
general es la integracion con otras dmicas: gendmica,
metabolomica, lipidomica y epigenomics®. Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que una de las limitaciones de la
transcriptémica o de la epigendmica es que el transcrip-
toma y el epigenoma no son los mismos para todas las
células del organismo, como es cierto para la gendmica, ya
que el nivel de expresion varia en funcion de los tejidos
analizados, afiadiendo un poco mas de dificultad para la
investigacion de estos biomarcadores.

- Biomarcadores protedmicos, lipidomicos y metabo-
lomicos. La protedmica, |a lipidomica y la metabolomica, a

través del estudio exhaustivo de las proteinas, los lipidos y
metabolitos, respectivamente también estan comenzando
a aplicarse en el campo de los biomarcadores nutriciona-
les, proporcionando resultados prometedores. La metabo-
I6mica puede ser definida como la deteccion de metaboli-
tos de tamafio de molécula pequeiia presentes en
muestras de origen bioldgico. La caracterizacion de todos
los metabolitos puede proporcionar una imagen del meta-
bolismo y una huella molecular®. Una caracterizacion de
este tipo es un biomarcador de un estado bioldgico del
sujeto. Ademas, la metabolomica se pueden utilizar para
examinar el resultado de estrategias de intervencion
nutricional mediante la observaciony la comparacion de
los perfiles metabolomicos. Esta ciencia esta todavia en
sus incicios, pero promete revolucionar los biomarcado-
res nutricionales. Hasta hace poco, el analisis de los ali-
mentos se limito a estimar su valor nutricional basado en
el contenido: hidratos de carbono, grasas, proteinas,
agua, vitaminas y minerales, ademas de varios compo-
nentes no nutritivos. No obstante, la metabolomica esta
ayudando a explorar los miles de componentes adiciona-
les. Una gran proporcion del metaboloma de alimentos
consiste en fitoquimicos. Por otra parte, la metabolo-
mica es capaz de encontrar una gran lista de productos
quimicos ambientales como plaguicidas y diferentes
toxinas en alimentos y bebidas. La deteccion de estos
compuestos en los estudios nutricionales puede ayudar a
tener un analisis mas integral de la influencia de la ali-
mentacion en la salud y la enfermedad. Hay varios estu-
dios que muestran resultados prometedores en el campo
nutricional. Asi, Guertin y cols.®? [levaron a cabo una
investigacion de metaboldmica en una submuestra bas-
tante grande (n = 502) participantes en el estudio Pro-
tate, Lung, Colorectal, and Ovarian (PLCO) Cancer Scree-
ning Trial. Su objetivo era la identificacion de los
metabolitos que son biomarcadores de la ingesta dieté-
tica habitual y también evaluar la reproducibilidad y
tamano de las muestras necesarias para determinar el
potencial de la metabolémica en epidemiologia nutri-
cional. Muestras de suero basal se analizaron mediante
cromatografia en fase liquida de ultra alto rendimiento
acoplada con espectrometria de masas y espectrometria
de gases. Se detectaron 412 metabolitos conocidos. Los
vegetales verdes, citricos, carnes rojas, mariscos, pes-
cado, cacahuetes, arroz, mantequilla, café, cerveza, lico-
res, etanol total y multivitaminas fueron cada uno de
ellos correlacionados con al menos un metabolito y en
total, se identificaron 39 biomarcadores dietéticos
(ampliar informacion en referencia 52). Encontraron
algunas asociaciones fuertes que replican hallazgos
anteriores, como la correlacion entre el consumo de
citricos con estachidrina; el consumo de café con trigo-
nelina-N-metilnicotinatoy quinato) y la ingesta de alco-
hol con glucurénido de etilo. En el estudio PREDIMED
también hemos utilizado la metabolémica para detectar
nuevos biomarcadores de ingesta. En uno de los estudios
de metabolomica®, se evaluo el efecto de la intervencion
con dieta mediterranea (suplementada bien con aceite
de oliva virgen extra o frutos secos) en una submuestra
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de participantes no diabéticos. Los perfiles urinarios 1H
NMR fueron examinados al inicio del estudio y después
de 1y 3 afios de sequimiento. En comparacion con el
grupo control (dieta baja en grasas), los resultados mas
destacados para los grupos de dieta mediterranea fue la
identificacion de un perfil de caracteristica relacionada
con el metabolismo de los hidratos de carbono (3-hidro-
xibutirato, citrato, y cis-aconitato), creatina, creatinina ,
aminoacidos (prolina, N-acetilglutamina, glicina, ami-
nodacidos de cadena ramificada, y los metabolitos deriva-
dos), lipidos (acidos oleico y subérico), y cometabolitos
microbianos (fenilacetilglutamina y p-cresol). Estos
resultados mostraron que la aplicacion de la metabold-
mica basada en RMN hacen posible la clasificacion de
los individuos con respecto a su patron de dieta y la res-
puesta a las intervenciones dietéticas especificas.

En general, la protedmica, la lipodémica y la metabo-
[6mica y estan siendo consideradas como una gran inno-
vacion en el descubrimiento de nuevos biomarcadores
de ingesta, efecto y de patologia. Muchos avances se
estan realizando en este campo y hay hallazgos impor-
tantes. Aunque los resultados son, en general, todavia
preliminares y las técnicas siguen siendo caras para
grandes estudios epidemioldgicos, todas ellas son consi-
deradas como importantes tecnologias del futuro para la
deteccion de la ingesta de alimentos especificos y de
otros biomarcadores relevantes del estado de salud.

Conclusiones

Dados los grandes avances que metodolégicamente se
estan realizando en el ambito de los biomarcadores en
los estudios nutricionales con la incorporacion de las
nuevas 6micas, se aconseja obtener y almacenar mues-
tras biologicas en los estudios de epidemiologia nutri-
cional para poder realizar las determinaciones de los
principales biomarcadores relacionados con los objeti-
vos del estudio. Actualmente todavia existen limitacio-
nes en la validez y fiabilidad de muchos de los marcado-
res, pero en un futuro se espera que minimicen muchas
de estas limitaciones y podamos disponer de biomarca-
dores validados y de bajo coste.
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