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1 Introducción  

En las últimas décadas han aparecido las llamadas ciencias ómicas, sufijo utilizado 

para describir el estudio de la totalidad o el conjunto de algo. Por ejemplo, el estudio 

a gran escala de muchos genes, proteínas y metabolitos, que permitieron 

respectivamente el desarrollo de la genómica, proteómica y metabolómica. Hoy en 

día las “ómicas” se han aplicado en diversas áreas, entre las que está el área clínica 

donde han permitido la investigación de nuevos mecanismos, biomarcadores y 

dianas terapéuticas.  

Dentro de las ciencias “omicas” la metabolómica surgió en los años 90, y tiene como 

objetivo detectar, cuantificar y elucidar el conjunto de metabolitos (moléculas de bajo 

peso molecular presentes en un sistema biológico como son azúcares, 

aminoácidos, lípidos, etc.). En la actualidad se han realizado infinidad de estudios 

en biofluidos como orina, sangre, fluido cerebroespinal, saliva, tejidos o cultivos 

celulares. 

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica 

analítica muy robusta, reproducible, versátil, rápida y no destructiva, que desde hace 

muchos años se usa para la determinación estructural de las moléculas orgánicas. 

Sin embargo, gracias a los avances instrumentales en los últimos años, su 

aplicación a los estudios de metabolómica ha abierto nuevas perspectivas, 

permitiendo cambiar e incrementar los objetivos en los estudios. Entre las 

aplicaciones del uso de la metabolómica, están las que se enfocan a estudios de 

pacientes pediátricos en el área clínica.  

En la presente tesis se realizará la revisión bibliográfica de las metodologías 

empleadas para los estudios de metabolómica por RMN para la detección de las 

Enfermedades Metabólicas Congénitas (EMC) y en específico de los Errores 

Innatos del Metabolismo (EIM). Buscando con especial énfasis los estudios 

existentes en muestras de las manchas de sangre seca o blood spots (DBS, por sus 

siglas en inglés). El objetivo principal es conocer los pro y contra de cada 

metodología en el área clínica pediátrica.  
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2 Objetivos  

2.1 Objetivo general 

Realizar la búsqueda bibliográfica de las metodologías existentes para los estudios 

de metabolómica por RMN de EMC en población pediátrica. 

2.2 Objetivos particulares 

➢ Conocer la técnica de espectroscopia de RMN para el análisis de metabolómica 

en el área clínica, con especial énfasis en la información que se obtiene, 

presentando las ventajas y desventajas. 

➢ Revisar las metodologías descritas en la bibliografía enfocadas a estudios de 

metabolómica por RMN en población pediátrica.  

➢ Conocer los principales fluidos biológicos que se estudian con el objetivo de 

conocer el metaboloma de pacientes neonatos y pediátricos.  

➢ Investigar las ventajas del análisis de las manchas de sangre secas (blood 

spots, (DBS, por sus siglas en inglés)) por RMN para la detección temprana de 

EMC. 
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3 Metodología 

Se realizó la búsqueda de información en revistas indexadas a nivel nacional e 

internacional de artículos relacionados a los estudios de metabolómica basada en 

la técnica de RMN, orientada a pacientes neonatos y pediátricos, con especial 

enfoque a los que realizan estudios en muestras de manchas de sangre seca (blood 

spots) obtenidas del  tamiz neonatal. 

Para obtener dicha información se siguieron los siguientes pasos: 

➢ Se realizó una búsqueda de manera electrónica de 2004 a la fecha, utilizando 

las bases de datos Elsevier, PubMed, Bidi UNAM, Springer, Scopus, Nature. 

Utilizando palabras claves como: NMR metabolomics, metabolómica RMN, 

arrojando una cantidad de 17,478 artículos Se realizó una filtración de la 

información con ayuda de las palabras claves: blood spots RMN, RMN biological 

samples, tamiz neonatal, RMN inborn errors of metabolism con límites de idioma 

en español e inglés. El número final de artículos estudiados son 9, los cuales 

cumplían con las palabras claves deseadas para la realización de este trabajo. 

➢ Se analizaron las metodologías de RMN reportadas en función de los diferentes 

fluidos biológicos. 

➢ Se revisaron las aplicaciones que tiene la técnica de RMN para la detección de 

EMC y EIM en el área clínica. 
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4 Generalidades 

4.1 Metabolitos 

Los metabolitos se refieren a todas las pequeñas moléculas orgánicas, involucrados 

en vías metabólicas bioquímicas, con un peso molecular <1,800 – 1,500 Dalton1. 

4.2 Metaboloma 

El metaboloma es el conjunto completo de las pequeñas moléculas denominadas 

metabolitos (tales como intermediarios metabólicos, hormonas y otras moléculas de 

señalización, y metabolitos secundarios) que se pueden encontrar en una muestra 

biológica. El metaboloma representa la huella digital molecular de un biofluido o un 

tejido, y es altamente dinámico. Los cambios en la composición, concentración e 

interacciones de los metabolitos dependen de la interacción compleja con diferentes 

órganos, el medio ambiente y la microbiota intestinal.2 

4.3 Metabolómica 

La palabra metabolómica proviene de la unión de metabo, que hace referencia a 

metabolismo o metabolitos, y “omica”, sufijo de origen griego (oma, ωμα) que 

significa “conjunto de”, aplicado para aquellas disciplinas que involucran el análisis 

de un gran volumen de datos.3 Por lo tanto, la metabolómica es el estudio, 

identificación y cuantificación de los metabolitos de un sistema biológico, 

denominado metaboloma. La metabolómica permite identificar cambios en los 

perfiles metabólicos durante diferentes estados patológicos y/o fisiológicos,4 y medir 

el impacto ambiental, la alimentación, el ejercicio o el estrés que sufre un 

organismo.2 

4.3.1 Metabolómica no dirigida 

La metabolómica no dirigida tiene como objetivo el análisis simultaneo de los 

metabolitos medibles en una muestra, incluidos los analitos químicamente 

desconocidos. En un estudio de metabolómica no dirigida, se busca cuantificar la 
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diferencia en los niveles de concentración de los diversos metabolitos entre dos 

condiciones distintas y no se requiere una hipótesis preestablecida 5.  

La metabolómica no dirigida permite no solo caracterizar los cambios en el perfil 

metabólico general, sino también detectar metabolitos previamente desconocidos. 

Al combinar estas técnicas analíticas con técnicas quimiométricas, como el análisis 

multivariado, es posible definir biomarcadores o monitorizar los cambios fisiológicos 

inducidos por ciertas condiciones, por ejemplo los tratamientos.5  

4.3.2 Metabolómica dirigida  

La metabolómica dirigida tiene como principal objetivo la detección y cuantificación 

de un conjunto predeterminado de metabolitos de interés químicamente conocidos, 

y el análisis se puede llevar acabo de manera cuantitativa o semicuantitativa.  

Este enfoque se puede usar  para validar rutas biológicas concretas o confirmar 

metabolitos seleccionados en un estudio no dirigido.5 

4.4 Plataformas empleadas para los estudios de metabolómica 

Entre las principales plataformas empleadas para estudios de la metabolómica se 

encuentra, la espectrometría de masas (EM), la cual proporciona una combinación 

de análisis cualitativos y cuantitativos, sensibles y selectivos. Por lo general, esta 

técnica se acopla a técnicas cromatográficas de gases o líquidos, para las cuales el 

análisis de los metabolitos se puede realizar a bajas concentraciones de muestras. 

Con esta técnica se debe de realizar una elección del método de separación 

adecuado, para poder conseguir una gran selectividad de los metabolitos deseados. 

Como todas las técnicas y plataformas presenta ciertas limitaciones, como lo son; 

la estandarización de los métodos y el tratamiento de la muestra, debido a que son 

complicados y tediosos, por dichas limitaciones, el método es poco reproducible.2,4  

Otra plataforma es, la RMN, una herramienta versátil y muy robusta, que permite 

encontrar el metaboloma de muestras complejas. Es un análisis no destructivo, y en 

pocas ocasiones las muestras requieren un tratamiento, el cual es mínimo y la 

mayoría de las muestras se analizan directamente.2  
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4.4.1 Fundamento de la espectroscopia de RMN 

La espectroscopia de 1H-RMN es una técnica que aprovecha las propiedades 

magnéticas de los protones para así obtener información sobre la estructura de una 

o más moléculas. Los núcleos que se pueden estudiar por la técnica de RMN son 

núcleos magnéticamente activos, lo que indica que presentan un momento angular 

de espín y momento magnético, lo que hace que se comporten como pequeños 

imanes. Los espines nucleares en ausencia de un campo magnético externo (B0) 

intenso se orientan al azar. Por lo contrario, cuando los espines nucleares se 

encuentran en presencia de un B0 intenso, se orientan en la misma dirección del 

campo, en un estado de menor energía, llamado estado de espín alfa (α), mientras 

que los núcleos con espín negativo se orientan en dirección contraria a B0, en un 

estado de mayor energía, llamado estado de espín (ß), como se observa en Figura 

1. La diferencia de energía (ΔE) entre los estados de espín es proporcional a la 

intensidad del campo magnético.  

 

Figura 1. Comportamiento de los espines nucleares en presencia y ausencia de un campo 

magnético externo (Bo) intenso.6 
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Cuando los núcleos magnéticamente activos se encuentran alineados a B0 

precesan con frecuencia proporcional al campo aplicado, esta frecuencia es llamada 

frecuencia de Larmor. La cual se obtiene mediante la siguiente ecuación:  

𝜔0 =  𝛾. 𝛽0 

donde:  

➢ 𝜔0: Frecuencia de Larmor o de precesión 

➢ 𝛾 :  Razón giro magnética  

➢ 𝛽0: Intensidad del campo magnético externo aplicado  

La razón giro magnética () es una constante que depende del momento magnético 

del núcleo que está en estudio.  

Por ello, la frecuencia con la que precesan los espines nucleares depende de la 

intensidad del campo magnético aplicado (a mayor campo, mayor velocidad de 

giro), dependiendo del núcleo en particular que este en estudio. 

Cuando el núcleo se somete a la combinación correcta de campo magnético y 

radiación electromagnética para hacer girar su espín, se dice que está en 

“resonancia”. 

Los núcleos absorben la energía de radiofrecuencia (rf) en función de su entorno 

químico, y a medida que los protones vuelven a su estado de equilibrio, la energía 

se registra como una señal electromagnética oscilante, denominada como 

decaimiento por inducción libre (FID por sus siglas en ingles de free induction 

decae). Para poder obtener el espectro, se hace uso de la Transformada de Fourier 

(FT-RMN) que es una función matemática, que convierte los datos en una gráfica 

de intensidad de señal en función de frecuencia. Esta gráfica, es la que se conoce 

como espectro de RMN. Los datos se representan en un espectro de señales con 

el desplazamiento químico (δ), en partes por millón (ppm), a lo largo del eje x y la 

intensidad en el eje y. El desplazamiento químico es la frecuencia de resonancia del 

núcleo en comparación con el núcleo de un patrón interno (IS), por sus siglas en 

inglés, normalmente es el tetrametilsilano (TMS). 
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Cada núcleo de protón (1H) en un espectro de RMN presenta una señal a un  

desplazamiento químico único. Estas señales se pueden observar de forma singular 

(singlete) o compleja (multiplete), los multipletes aparecen en el espectro cuando 

los núcleos magnéticamente activos en carbonos vecinos interaccionan con dicho 

protón. A este efecto se le conoce como acoplamiento spin-spin.  

El valor de la constante de acoplamiento (J), es la distancia en Hertz (Hz) entre los 

picos de un multiplete y, (J) mide la cantidad de interacción que hay entre los dos 

conjuntos de núcleo de protón (1H), los cuales generan el multiplete. 

La 1H-RMN cuantitativa (qNMR) se logra mediante la comparación de la intensidad 

del pico de un compuesto de referencia (compuesto añadido a la muestra con una 

concentración conocida), después de tener en cuenta el número de protones que 

contribuyen a las señales. 7,6,8  

4.4.2 RMN. Ventajas y desventajas en estudios de metabolómica 

Los puntos fuertes de la espectroscopia de RMN en los estudios de metabolómica 

incluyen: la gran variedad de compuestos que pueden detectarse simultáneamente, 

la capacidad de medir las concentraciones de metabolitos individuales, la flexibilidad 

para manejar varios tipos de muestras, y que permite realizar análisis dirigido y no 

dirigido.9  

La principal desventaja que presenta es la baja sensibilidad y resolución espectral. 

Ambas limitaciones pueden mejorarse en el proceso de análisis. El problema de la 

sensibilidad se puede abordar mediante la concentración de la muestra, la 

utilización de equipos de mayor intensidad de campo y/o el uso de sondas 

criogénicas. El problema de la resolución se puede abordar mediante el uso de 

experimentos bidimensionales, la utilización de equipos de mayor intensidad de 

campo.9 

4.4.3 Quimiometría  

La quimiometría se define como la disciplina que usa matemáticas, estadística y 

otros métodos para proveer el máximo de información relevante del análisis de 

datos químicos. Haciendo uso de la misma para el análisis de mezclas complejas.10 
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Esto incluye métodos eficientes y robustos para el modelado y el análisis de datos 

complicados que produzcan modelos interpretables y fiables. Estos métodos de 

análisis pueden ser:11. 

➢ Métodos de análisis supervisados: Usan la clasificación de las muestras para 

maximizar la separación entre grupos, proporcionando una visión general de 

todos los datos para generar tendencias, patrones o agrupaciones. 

➢ Métodos de análisis no supervisados: Permiten evaluar la variabilidad de los 

datos, sin tener en cuenta su clasificación dentro de ningún grupo. Clasificando 

las muestras en categorías o clases. 

4.5 Espectroscopia de RMN en estudios de metabolómica 

Como ya se mencionó la RMN es una técnica que puede medir una gran cantidad 

de metabolitos presentes en muestras complejas de manera simultánea. Esto 

permite la identificación y cuantificación de los metabolitos involucrados en las 

complejas matrices biológicas como son, orina, manchas de sangre secas, plasma, 

suero, etc. 

En el caso de los fluidos biológicos, debido a la complejidad de las muestras las 

resonancias de los metabolitos se superponen en el espectro de RMN. Por ejemplo, 

en el espectro obtenido de las manchas de sangre secas de un recién nacidos sano 

se observan entre 0 – 8.6 ppm los siguientes metabolitos: leucina, valina, isoleucina, 

lactato, alanina, acetatos, glutamina, lisina, creatinina, ß-hidroxibutirato, colina, 

glicina, ß-glucosa, α-glucosa, tirosina, triptófano, fenilalanina, histidina, N-óxido 

trimetilamina.12 

4.6 Enfermedades metabólicas congénitas (EMC) 

Las EMC o errores congénitos del metabolismo son alteraciones bioquímicas de 

origen genético procesos que se caracterizan por alteraciones bioquímicas de 

origen genética, y son causadas por un defecto en específico en la estructura y 

función de una proteína.13,14,15 
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4.6.1 Errores Innatos del Metabolismo (EIM) 

Los EIM son procesos hereditarios que en su mayoría (95%) son de herencia 

autosómica recesiva, por ello se espera que el 25% de la descendencia resulte 

afectada.16 Se caracterizan por alteraciones bioquímicas de origen genético, que 

causa un defecto específico en la estructura y función de una proteína y da como 

resultado la deficiencia de una enzima dentro de una vía especifica del metabolismo 

intermedio, y generan una producción inadecuada de productos y/o acumulación 

indebida de sustratos.12,17,18,19,20 La mayoría de los EIM tienen un impacto 

bioquímico en personas afectadas, y eso conlleva a una consecuencia clínica, como 

por ejemplo retraso del desarrollo e incluso la muerte.20 

Su prevalencia individual es baja, sin embargo, si se consideran de forma global, su 

incidencia es significativa y asciende aproximadamente a 1:600 recién nacidos 

vivos, se sabe que afectan casi al 3% de la población mundial.21El 60% de los EIM 

se pueden diagnosticar en una etapa neonatal, y antes del final de la adolescencia 

se pueden reconocer hasta el 90%.17,13,14,15 

En el caso de México los EIM han sido muy poco estudiados y en general se 

desconoce su frecuencia, y hasta la actualidad se sigue utilizando como referencia 

la estadística de las poblaciones de otras partes del mundo. 22,23,24 

4.7 Fluidos biológicos  

Los fluidos biológicos son aquellas sustancias que se producen en el interior de los 

seres vivos, como la sangre, la orina, el líquido cefalorraquídeo, la lágrima, el sudor, 

etc. 

La sangre se compone de un componente celular que consta de glóbulos rojos, 

blancos y plaquetas, y un vehículo líquido, llamado plasma.25  

El plasma se obtiene de una muestra de sangre a la que se le agrega un 

anticoagulante, se centrifuga, y se decanta o extrae la porción flotante (no celular).25 

El plasma contiene alrededor de un 45% de células, contiene inmunoglobulinas y 

algunas proteínas como lo son:  albúmina, globulina y fibrinógeno.26 
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El suero se obtiene de una muestra de sangre sin anticoagulantes en donde se 

permite que la sangre coagule, por ello carece de fibrinógeno, protombina y otras 

proteínas de coagulación, pero contiene de 6-8% proteínas de la sangre. 25 

La orina consta de urea y otras sustancias químicas orgánicas e inorgánicas 

disueltas en agua. Suele contener 95% de agua y 5% de solutos.27 La urea 

representa casi la mitad del total de los componentes solidos disueltos en orina, 

otras sustancias orgánicas incluyen en su mayoría a la creatinina y ácido úrico.27 

4.8 Tamizaje  

El tamizaje lo define la Organización Mundial de la Salud (OMS) como “el uso de 

una prueba sencilla en una población saludable, para identificar a aquellos 

individuos que tienen alguna patología, pero que todavía no presentan síntomas”. 

En medicina tamiz significa “colar” o “filtrar” en una población con el objetivo de 

separar o distinguir a los individuos que presentan alguna característica distinta a 

los demás.28  

4.8.1 Tamizaje neonatal  

La prueba del tamiz neonatal se realiza colocando de tres a cinco gotas de sangre 

capilar del talón del recién nacido sobre un papel filtro (tarjeta de Guthrie), como se 

observa en la Figura 2. Posteriormente, se realiza el estudio de gotas de sangre 

neonatal recolectadas en papel filtro, por diversas técnicas analíticas.16 

 

Figura 2. Toma de muestra de sangre capilar del talón de recién nacido en Tarjeta Guthrie 
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4.8.2 Papel filtro 

El papel filtro se ha utilizado por más de 50 años para la recolección de muestras, 

seleccionado en casi todos los países como el mejor medio para depositar la sangre 

del talón del recién nacido. 29 

La composición del papel filtro es 100% de algodón, logrando así ser un medio de 

transporte inerte, el cual permite una recolección de gotas de sangre uniformes y la 

conservación de estas, para así lograr una elucidación correcta de los metabolitos 

presentes en las gotas de sangre durante su análisis en laboratorio. 29 
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5 Resultados  

5.1 Metabolómica por 1H-RMN en recién nacido y paciente pediátrico  

La espectroscopia de 1H-RMN es una herramienta poderosa para explorar 

alteraciones en los perfiles de metabolitos presentes en muestras biológicas y 

puede proporcionar información diagnóstica y comprensión de los procesos 

bioquímicos patológicos. En el presente capitulo se describen los estudios 

encontrados en los diferentes fluidos biológicos por 1H-RMN. 

5.1.1 Estudios en orina 

Del análisis de diversos artículos que realizan los estudios en orina, se 

seleccionaron 6 que son de relevancia, debido al abordaje del tema en EMC en 

pacientes pediátricos. En la Tabla 1 se muestran los estudios, que están enfocados 

en el área de pediatría, con la ventaja de que  el procedimiento de recolección de la 

muestra de orina es simple y no invasivo.  

Tabla 1: Estudios de metabolómica por 1H-RMN en muestras en orina de pacientes recién 

nacidos y pediátricos. 

 

Año Aplicación Ref 

1999 Diagnóstico de EIM de purinas y pirimidinas en recién nacidos. 30 

2005 
Detección y diagnóstico de EIM de pacientes pediátricos en muestras de sujetos 
sanos, con Fenilcetonuria (PKU), y con Enfermedad de la orina de jarabe de arce 
(MSUD). 

31 

2007 
Estudio de perfiles metabolómicos y análisis de multicomponentes. Proporcionan 
protocolos detallados para recolección de muestras de biofluidos. Realizan la 
monitorización de los metabolitos. 

32 

2017 
Seguimiento del tratamiento de enfermedades neonatales para prevenir enfermedades 
crónicas en la edad adulta, mediante un análisis por 1H-RMN no dirigido.  

33 

2018 
Comprensión, diagnóstico y tratamiento de la Displasia bronco pulmonar (DBP) 
analizando el estrés oxidativo. 

34 

2019 
Diagnóstico de EMC para evaluar la existencia de EIM en recién nacidos, con un 
análisis único, automatizado y estandarizado. 

35 

2021 
Diagnóstico de los EIM mediante la identificación de metabolitos de interés y 
determinación de su concentración. 

21 
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Se puede concluir que la RMN ha sido utilizada exitosamente para el análisis del 

metaboloma en muestras de orina de recién nacidos vivos, sanos y con EMC. 

Un factor importante por considerar en el análisis de las muestras de orina es la 

presencia de la creatinina, ya que su concentración es proporcional a la masa 

muscular, la cual se produce y se excreta de manera constante, por ello, la utilizan 

como biomarcador urinario para la normalización en muchas técnicas, incluidas los 

análisis de 1H-RMN. Dicha normalización de creatinina explica directamente los 

efectos de dilución en las muestras debido al estado de hidratación entre sujetos.21 

5.1.2 Estudios en sangre (plasma y suero)  

Se analizaron diversos artículos que utilizan la sangre entera como fluido biológico, 

de los cuales 4 son de relevancia, debido al abordaje del tema EMC en pacientes 

pediátricos, haciendo un análisis específicamente del plasma y el suero. Dichos 

artículos se enlistan en la Tabla 2.  

Para el análisis de suero y plasma, se requiere el uso de un tampón u buffer de 

manera rutinaria, para así minimizar los cambios de pH que pueden experimentar 

las muestras de estudio.  

En los estudios en plasma y suero es un gran desafío la superposición de las 

señales de las proteínas con los metabolitos, por ello, existen diversas técnicas para 

la obtención de espectros con una mejor calidad (mejor resolución y mayor cantidad 

de metabolitos) mediante la supresión de las señales de las proteínas. Estas 

técnicas son: 

➢ La precipitación de proteínas con un disolvente orgánico, como el metanol, 

acetonitrilo, acetona, ácido perclórico o ácido titrocloroacetico.36,37  

➢ La ultrafiltración con filtros de corte de bajo peso molecular. 36,37 

➢ El uso de diferentes secuencias de pulso para la optimización del análisis de 

moléculas grandes o pequeñas, mejorando o atenuando diferentes señales. Por 

ejemplo la secuencia de pulsos de eco de espín Carr-Purcell-Meinboom-Gill 

(CPMG) que se utiliza para identificar moléculas pequeñas en presencia de 

proteínas y lipoproteínas que son atenuadas .
7,36,38 
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Tabla 2. Estudios de metabolómica por 1H-RMN en muestras de plasma y suero de 

pacientes pediátricos. 

5.1.3 Estudios en manchas de sangre de seca 

Las muestras preparadas y almacenadas como manchas de sangre seca en papel 

filtro estandarizadas pueden ser una alternativa atractiva al almacenamiento, envío 

y análisis de muestras de sangre venosa líquida convencional para muchos 

estudios.39 Los beneficios de las manchas de sangre seca son de particular interés 

para los estudios comparativos de metabolómica llevados a cabo en ubicaciones 

remotas y para que aquellos que tienen grandes cohortes. En los últimos años, las 

manchas de sangre seca también se han utilizado cada vez más en varios campos, 

como el monitoreo de fármacos terapéuticos y de sustancias abusadas, 

farmacocinética, proteómica, lipidómica y metabolómica.39 

Es interesante el potencial uso de la metabolómica basada en 1H-RMN  para poder 

generar perfiles de metabolitos en gotas de sangre seca. Al día de hoy hay una 

publicación con este objetivo que se lista en la Tabla 3.12 Se trata de un artículo de 

2004 en el que recolectan la muestra de manchas de sangre de una tarjeta de 

Guthrie y la analizan por metabolómica basada en RMN. El principal objetivo de 

dicho estudio es la evaluación de la potencialidad del uso de la metodología para 

una caracterización mucho más específica de enfermedades metabólicas. En el 

artículo realizan los espectros en dos disolventes, D2O y MeOD-d4, discuten las 

ventajas y desventajas de ambos, y muestran el espectro de 1H-RMN de un 

individuo sano y de uno con fenilcetonuria (PKU). En el espectro de 1H-RMN del 

Año  Muestra Aplicación  Ref. 

1993 Plasma 
Aplicación de la espectroscopía 1H-RMN a 750 MHz. Demuestan las 
ventajas que tiene sobre 600 MHz. 

38 

2007 
Plasma 
y Suero 

Estudio de perfiles metabolómicos y análisis de multicomponentes. 
Proporcionan protocolos detallados para recolección de muestras de 
biofluidos. Realizan la monitorización de los metabolitos. 

32 

2011 Suero 
Generacion de perfiles metabólicos cuantitativos integrales para 
generar referencias combinando métodos de 1H-RMN , GC-MS y LC-
MS dirigidos y no dirigidos, con bases de datos. 

25 

2019 
Plasma 
y Suero 

Implementacion de un método mejorado para la eliminación de 
proteínas mediante la precipitación, para producir espectros de 1H-
RMN de alta calidad. 

36 

2021 Sangre 
Diagnóstico de los EIM mediante la identificación de metabolitos de 
interés y determinación de su concentración. 

21 
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individuo con fenilcetonuria se puede observar, en el rango de 7.0 – 7.5 ppm, un 

aumento en la intensidad de la señal de fenilalanina (Phe). El uso de manchas de 

sangre sobre papel filtro es una muestra con gran potencial, debido al volumen de 

sangre que poseen los recién nacidos. 

Tabla 3. Estudios de metabolómica por 1H-RMN  en muestras de sangre seca de pacientes 

pediátricos. 

 

5.2 Metodologías en función del fluido biológico  

En este apartado se describirán, para diversos fluidos biológicos, las metodologías 

de manejo de muestras, la parte preanalítica y analítica para estudios de 

metabolómica por RMN. Se indicarán paso a paso: el tratamiento que se da a la 

muestra, el tiempo de análisis, el material y reactivos utilizados, el equipo y la forma 

de obtención del espectro 1H-RMN. 

5.2.1 Consideraciones generales para el tratamiento de muestras. 

Las muestras para metabolómica de RMN deben ser centrifugadas y congeladas 

inmediatamente después de la recolección de muestra (debe completarse dentro de 

las 2 horas posteriores a la recolección de la muestra) y el almacenamiento a largo 

plazo debe realizarse a temperaturas ultra bajas de -70°C o -80°C. Algo importante 

que se debe realizar es el registro del tiempo de muestreo, centrifugación y los ciclos 

de congelación-descongelación.40  

Las muestras se mezclan de forma rutinaria con un tampón (buffer) para minimizar 

los cambios debido al pH. El tampón suele ser inorgánico y se le puede añadir, por 

ejemplo, imidazol como indicador de pH, azida como biocida y un compuesto como 

estándar de cuantificación. 40 

 

 

Año Aplicación  Ref 

2004 
Desarrollo de un nuevo método de detección masiva, haciendo uso de las muestras 
de sangre sobre papel filtro, para el diagnóstico de EIM,  

12 
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5.2.2 Metodología de análisis de muestras de orina 

La metodología general que comparten los artículos revisados en muestras de orina 

se muestra en el Diagrama 1. 

 

Diagrama 1. Metodología del analisis por 1H-RMN de muestras de orina21,30,31,32,33,34,35 

 

 

 

Recolectar la muestra de orina de forma no invasiva

*Se podria adicionar azida de sodio para evitar el crecimiento de microorganismos* 

Almacenar la muestras en tubos esteriles a  -80°C

Centrifugar a 12.000 ga 4°C por 5 min

A 600-540 μL  de orina agregar 40-60 μL buffer de fosfato 
deuterado (pH 5.0-7.4, 1.5M) que contiene 1% TSP (std interno 

TSP 0.77 mM)

Transferir a un tubo de RMN de 5mm

Obtener del espectro de 1H-RMN
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5.2.3 Metodología de análisis de muestras de suero 

La metodología general que comparten los artículos revisados en muestras de suero 

se muestra en el Diagrama 2. 

 

Diagrama 2. Metodología del análisis por 1H-RMN de muestras de suero 21,32,25,36 

Recolectar la muestras de sangre mediante punción venosa

Almacenar la muetra en tubos de suero con 
anticuagulante

Centrifugar por 15 min a 2900x ga, 4°C

Decantar del suero en viales criogénicos de plástico

Congelar el suero en los viales criogenicos  a  -80°C

Descongelar en hielo a temperatura  ambiente 
antés del análisis 

Ultrafiltrar  con el procedimiento descrito por 
Tiziani 38

Adicionar 200 o 600 μl de D2O

Transferir a un tubo de RMN de 5mm

Obtener el espectro de 1H-RMN
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5.2.4 Metodología de análisis de muestras de plasma 

La metodología general que comparten los artículos revisados en muestras de 

plasma se muestra en el Diagrama 3. 

 

Diagrama 3. Metodología del análisis por 1H-RMN de muestras de plasma21,32, 36, 38 

 

Tomar la muestra de sangre por venopunción en 
vacutainer heparinizados con litio

Centrifugar a 1500 x ga por 15 min a 4°C

Congelar el plasma  a -80°C hasta su análisis

Descongelar la muestra a temperatura ambiente

Diluir  0.7 mL de muestra al 10% v/v con D2O

Transferir a un tubo de RMN de 5mm

Obtener del espectro de 1H-RMN
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5.2.5 Metodología de análisis en manchas de sangre seca 

La metodología para el estudio de muestras de manchas de sangre seca desde que 

se tiene la Tarjeta de Guthrie hasta que se obtiene el espectro de 1H-RMN  se 

describe en el Diagrama 4.12 

Diagrama 4. Metodología del análisis por 1H-RMN de muestras de sangre seca12 

 

Papel filtro con manchas de sangre seca de 1 cm diámetro 

Recolectar de 4 a 6 círculos de 4.7 mm de diámetro 

Extraer la sangre de los círculos con 

600 µl de MeOD-d4 (99.95 en D) y 10 

µl de sol. DSS (1%) /D
2
O (0.01%) 

Extraer la sangre de los círculos 

con 520 µl de D2O (99.9% en D) y 

10 µl de sol. DSS (1%) /D2O (0.01%) 

Incubar 30 min a temperatura 

ambiente, con agitación cte. 

Incubar 30 min a temperatura 

ambiente, con agitación cte. 

Transferir a un tubo de RMN de 

5mm 

Transferir a un tubo de RMN de 

5mm 

Obtener el espectro de 1H-RMN Obtener el espectro de 1H-RMN 
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6 Discusión  

Con base a la bibliografía analizada, se sabe que la técnica de RMN tiene la 

capacidad de analizar muestras complejas como: orina, plasma, suero y muestras 

de manchas de sangre seca. Los análisis permiten obtener el metaboloma 

correspondiente. Normalmente se comparan espectros de 1H-RMN de muestras de 

individuos sanos y enfermos, para observar sus diferencias, llegando en algunos 

casos a identificar la presencia de uno o más metabolitos fuera del intervalo normal 

de concentración y/o identificar la presencia de nuevos metabolitos en las muestras.  

El D2O es el disolvente más utilizado en la técnica de 1H-RMN para estudios de 

metabolómica. 

Los artículos de la sección 5.1.2 que analizan los derivados de la sangre entera, 

suero y plasma indican que la recolección y preparación de muestras representa 

una gran fuente de variabilidad analítica, que se debe a la presencia de proteínas 

en la muestra, y lo consideran un problema, por lo que utilizan secuencias de pulsos 

especiales para eliminar las señales de proteínas, o la filtración, o la precipitación 

con un disolvente orgánico.  

Como se vio en la sección 5.1.1, la orina, es el fluido biológico muy utilizando, debido 

a la fácil recolección y la facilidad para trabajarse. En este fluido se debe tomar en 

cuenta que su composición se ve directamente afectada por factores, como: el 

aporte dietético, el metabolismo corporal, las funciones endocrinas e incluso la 

composición corporal. 

Como se mencionó en la sección 5.1.3, para el análisis de metabolómica por RMN 

las manchas de sangre impregnadas en papel filtro presentan una ventaja en cuanto 

a la nula presencia de proteínas. Dicha ventaja se debe principalmente a la 

composición del papel filtro (algodón 100%) que favorece la impregnación de las 

proteínas. Otra ventaja es el bajo volumen de muestra que se requiere, ya que el 

recién nacido solo cuenta con 250 mL. Además, las muestras del tamiz neonatal 

normalmente se recolectan y transportan desde muchos lugares, lo que permite 

hacer estudios de grandes cohortes.  
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7 Conclusiones 

En el presente trabajo se analizó la bibliografía de las metodologías existentes que 

usan la técnica de RMN para estudios de diferentes muestras biológicas de 

pacientes neonatos o pediátricos. Las principales conclusiones son: 

➢ El análisis del metaboloma en los fluidos biológicos permite la detección de los 

EIM que afectan a la población pediátrica. 

➢ La técnica de RMN es muy usada hoy en día para los estudios de metabolómica, 

tiene ventajas sobre otras técnicas analíticas como son: las muestras requieren 

de un tratamiento mínimo, es una técnica robusta, no es destructiva, permite la 

detección simultánea de los metabolitos, es rápida, es cuantitativa y altamente 

reproducible. 

➢ El utilizar muestras de sangre en papel filtro para la obtención del metaboloma 

por RMN de pacientes neonatos o pediátricos es una técnica muy atractiva para 

ampliar la información metabólica y conocer la fisiopatología de las EMC.  

➢ Desde el 2004 solo existe referencia de un estudio desarrollado en pacientes 

pediátricos que analiza manchas de sangre seca sobre papel filtro por RMN. 

Esta es una línea de investigación muy atractiva para desarrollarse. 

Como perspectiva se espera que el uso de la técnica de RMN conduzca en el futuro 

cercano, a la realización de tratamientos personalizados. 
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