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1 INTRODUCCION

La presente tesis para obtener el titulo de licenciatura en Bioquimica Diagnostica tiene como
finalidad describir la metabolémica y sus aplicaciones en el area de la salud, como material
de consulta para alumnos, académicos y especialistas interesados en el tema

En el primer capitulo se describe una breve resefia histérica de la bioquimica, genética y
biologia molecular, la gendmica y la biologia de sistemas que dieron origen al término
metabolomica, en este contexto se define también las bases de estudio del metaboloma y
metabolomica, los objetivos que persigue esta “ciencia 6mica” y sus limitaciones. Para
continuar con los requerimientos metodoldgicos para la extraccion y conservacion de
muestras para los estudios dirigidos y no dirigidos, algunas metodologias y el analisis 6ptimo
de datos a traves de bases de datos bioinformatica, comparando las ventajas y desventajas en
cada uno de los métodos descritos.

Continuaremos con las aplicaciones en el area de la salud tomando como ejemplo algunas
enfermedades estudiadas a nivel mundial y raras, dando un panorama general de los hallazgos
de bio-marcadores, blancos terapéuticos o metabolitos pronosticos de dichas afecciones y un
breve analisis de la patogenia implicada, destacando la situacion epidemiologia actual, sus
ventajas y desventajas de los estudios metabolomicos en esta area.

Por ultimo, concluiremos con algunas recomendaciones de la aplicacion de la metabolémica
en el rea de la salud y otras areas, asi como los nuevos retos que persiguen los investigadores
de esta ciencia.



2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo general

o Documentar una investigacion en metabolomica y sus aplicaciones en el area de la
salud, como material de consulta para alumnos, académicos Yy especialistas
interesados en el tema.

2.2 Obijetivos particulares

o Realizar una busqueda hemerogréfica y cibergrafica recopilando informacién actual
de la metabolomica y sus aplicaciones para describir las metodologias y areas
auxiliares la metaboldmica y comprender los fundamentos de esta ciencia 6mica.

o Mostrar las aplicaciones de la metabolomica para el diagnostico, evolucion y
tratamiento de algunas enfermedades de interés como: Enfermedades Innatas del
Metabolismo, Cancer y Enfermedad de Alzheimer para desarrollar un material de
consulta que pueda ser utilizada en actividades académicas de la gendmica.
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3 JUSTIFICACION

El presente trabajo es una investigacion biblio-hemerografica y cibergrafica a cerca de los
aspectos mas relevantes de la metaboldmica, sus origenes y aplicaciones, centradas en el area
de la salud y de enfermedades como Céancer, Enfermedad de Alzheimer y Enfermedades

Innatas del metabolismo.

Estos ejemplos nos serviran para fundamentar las metodologias que usa la metabolomica, el
analisis de datos que ofrecen para el diagnostico, prondstico y evolucion de las enfermedades

antes mencionada.

Como parte de la formacién de la carrera de Bioquimica Diagndstica esta el obtener los
conocimientos, habilidades y actitudes éticas que permiten integrarse al equipo de salud
enfocado al diagndstico, prevencion, control y tratamiento de enfermedades, siendo la
metabolémica una nueva ciencia para participar en el desarrollo de los procedimientos,
técnicas e interpretacion de las determinaciones e investigaciones quimicas, farmacologicas
inmunoldgicas, microbioldgicas, nutricion y genéticas, que provienen de este tipo de ciencias
Omicas, en muestras provenientes de seres humanos, cultivos celulares, microorganismos y
modelos animales utilizados en investigacion; asi como extractos de plantas, principios
activos o toxinas ofreciendo una alternativa mas especifica y completa de estudio de los

sistemas bioldgicos aplicados al desarrollo de la salud en México.

La metabolomica es una herramienta clave, para el andlisis dirigido y no dirigido o perfilado
de metabolitos de diferentes muestras. Las técnicas empleadas y su desarrollo a lo largo de
estos afios han permitido que nuevos investigadores, logren comprender las interacciones
génicas y el ambiente modifican el fenotipo en algunas poblaciones, etnias o condiciones

fisioldgicas.
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4 MARCO TEORICO

4.1 Hacia la “era 6mica”

Desde principios de la década de los noventa, ha ido emergiendo con fuerza la metabolomica,
la Gltima de las ciencias 6micas (Schmidt, 2004).

Esta ciencia estudia el conjunto de metabolitos presentes en un sistema bioldgico, en
particular en fluidos biol6gicos como orina, sangre, liquido cefalorraquideo (LCR), la saliva
o0 incluso en tejidos o cultivos celulares.

Uno de los grupos pioneros en el campo de la metaboldmica es el que dirige el Dr. Jeremy
Nicholson, del Imperial College de Londres (Lindon, Nicholson, y Holmes, 2011), quien
acund el término metabolomica, definiéndolo como la medida cuantitativa y
multiparamétrica de la respuesta de un ser vivo a un estimulo fisiopatologico o a una
modificacion genética.

El término surgio en analogia con transcriptomica y protedmica. EI metaboloma es algo
totalmente cambiante, que refleja el estado metabdlico de un sistema vivo. Puede influirse
por factores internos (estado hormonal) y externos. En 2007, cientificos de las Universidades
de Alberta y Calgary concluyeron el borrador del metaboloma humano, catalogando y
caracterizando 2,500 metabolitos, 1,200 farmacos y principios activos, y otros 3,500
componentes que pueden encontrarse en el organismo. Alrededor de toda esta informacion
es necesario desarrollar cada vez més técnicas para almacenar y procesar colectivamente
datos y estandarizar resultados de los estudios de la expresién de genes. Para ello es
imprescindible la colaboracién interdisciplinaria entre médicos, investigadores,
matematicos, bio-ingenieros, estadisticos, e informaticos que permitan el avance inmediato
en el conocimiento de las enfermedades que aquejan y alteran la calidad de vida. Se deparan
grandes descubrimientos y avances en el desarrollo de nuevos estudios y la comprension de
toda la informacién posibles de los metabolitos para su uso en el area de la salud, la medicina
personalizada e investigacion (Pinazo-Duran, 2012).

4.2 Aspectos generales

El metaboloma es el conjunto completo y dinamico de las pequefias moléculas y elementos
quimicos denominadas metabolitos (intermediarios metabdlicos, hormonas y metabolitos
secundarios) que se pueden encontrar en un organismo Vvivo, sintetizados de novo o
incorporados desde el exterior. Las tecnologias de gendmica funcional (gendmica,
transcriptomica y metabolémica), son cada vez mas importantes en los campos de la
microbiologia, plantas y ciencias médicas y se utilizan cada vez mas en el enfoque de la
biologia de sistemas.
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Debido a que la metaboldmica involucra desde técnicas convencionales de perfilado hasta el
estudio de organismos o sistemas bioldgicos, como se integran e interactlan genes, proteinas,
metabolitos, vias y células; a esto se le conoce como biologia de sistemas aplicada y
actualmente este enfoque se aplica en enfermedades cuyos mecanismos son dificiles de
comprender como Céncer o los errores innatos del metabolismo y cuyo tratamiento debe ser
personalizado (Koek, et al., 2011).

La metabolémica implica el analisis cuantitativo y cualitativo imparcial de todo el conjunto
de metabolitos presentes en las células, fluidos corporales y tejidos (el metaboloma) y de la
bioestadistica (el andlisis de datos multivariados, ademas del reconocimiento de patrones),
desempefia un papel esencial en el anélisis de las diferencias entre el metaboloma que permite
la identificacion de los metabolitos con una caracteristica fenotipica especifica. En analogia
con otras técnicas de gendmica funcional, como un enfoque integral, general-no especifico
se utiliza para obtener nuevos conocimientos y una mejor comprension del funcionamiento
bioldgico de una célula u organismo.

Obviamente, para la interpretacion bioldgica correcta, se necesitan datos cuantitativos
fiables. Por lo tanto, la optimizacion, la validacion y el control adecuado de la calidad de los
métodos analiticos son de vital importancia.

En la actualidad varias busquedas de diferentes estrategias analiticas son aplicadas para el
andlisis de un gran rango de metabolitos, por ejemplo, el analisis metabdlico dirigido,
perfilado metabolico, firma metabdlica, metabonémica y metabolomica (ver Tabla 1).
Dependiendo de la cuestidn bioldgica, se requieren de diferentes enfoques analiticos y se
formulan diversas demandas en el desempefio analitico (limite de deteccién, exactitud,
precision etc.). La terminologia en la investigacion metabdlica ain no ha sido estandarizada
y se utilizan distintas definiciones de los términos en revisiones. (Koek et al., 2011).

El objetivo del analisis metabolico dirigido y perfiles metabdlicos, se utilizan cominmente
en las estrategias de investigacion metabodlica clasica de una hipotesis-dirigida, donde el
interés se centra en un nimero limitado de metabolitos o una cierta clase de compuesto o via
metabolica, debido al tratamiento previo, seleccién y limpieza de la muestra los limites de
deteccion bajos, alta precision y exactitud para este enfoque pueden ser alcanzados.

Para el répido escaneo en muestras, clasificacion y cuantificacion donde no es siempre
necesario un enfoque dirigido a cada metabolito individual, se aplican comUnmente las
técnicas en huellas metabolomicas. La metabolémica es el analisis exhaustivo no-dirigido e
integral de todos (o0 al menos tanto como sea posible) los metabolitos en un sistema biol6gico.
Algunos también distinguen la metabonémica como un enfoque independiente a la
investigacion metabolémica. La metabondmica se define como la medicion cuantitativa de
la respuesta metabolica multiparamétrica y dindmica de los sistemas vivos a los estimulos
fisiopatoldgicos o modificacion genética. Sin embargo en la practica, los términos
metaboldmica y metabondmica a menudo se utilizan indistintamente, y los procedimientos
de analisis y modelado son los mismos (Koek et al., 2011).
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Tabla 1: Estrategias analiticas para la investigacién metabolémica.(Koek et al., 2011).

Técnica

Definicion

Estrategias de analisis

Analisis
metabolico
dirigido

El analisis cuantitativo de uno o
pocos metabolitos enfocados.

El pretratamiento de la muestra
selectiva seguida de la separacion
(GC, LC, CE) acoplado a deteccion
selectiva sensible como
Espectrometria de Masas.

Perfil
metabdlico

El andlisis cuantitativo vy
cualitativo de maultiples
componentes que se definen o
describen como patrones
metabolicos para grupos
metabolémicos o0 metabolitos
analiticamente relacionados.

El pretratamiento de la muestra
selectivo para la clase de compuesto
0 compuestos a determinada via
seguido por la separacion acoplada
a la deteccion por Espectrometria de
Masas.

Huella
metabolica

Cribado de alto rendimiento de
muestras para proporcionar la
clasificacion de metabolitos.
Generalmente no cuantitativo (o
solo la cuantificacion relativa) y
ningun tipo de identificacion de
metabolitos individuales.

La estrategia tipica: un simple
pretratamiento de la muestra
seguido por NMR, FT-IR, o
espectrometria de masas por
infusion directa (DIMS).

Metabolomica

El andlisis cuantitativo y
cualitativo de la serie completa de
metabolitos presentes en un
sistema  bioldgico  (células,
fluidos corporales, tejidos).

Un pretratamiento genérico de la
muestra seguido de separacion
acoplada a la detecciébn por
espectrometria de masas.

Metabonémica

El andlisis cuantitativo y
cualitativo de  todos  los
metabolitos presentes en un
sistema bioldgico por estimulo
ambiental.

Misma metodologia que se emplea
en los estudios metabolémicos en la
muestra y analitos ambientales.

Aunque la comprension de los organismos vivos a nivel del sistema molecular todavia esta
en sus inicios, es evidente que una amplia investigacion sobre la "cascada en 6micas" con la
gendmica, la transcriptomica, protedmica y metabolomica son bloques de construccion y
juegan un papel importante. La cascada "Omicas" comprende los conjuntos de datos
complejos que se describen exhaustivamente como una entidad, la respuesta de los sistemas
bioldgicos a la enfermedad, la genética, y las perturbaciones ambientales (Dettmer, Aronov,
y Hammock, 2007).
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Figura 1: Flujo de expresion de la metabolémica y otras “ ciencias 6micas” (Dettmer,
Aronov, y Hammaock, 2007).

El andlisis del metaboloma humano permite describir el estado del organismo haciendo
posible el estudio de respuestas celulares, mecanismos de defensa y mecanismos de
homeostasis. La mejora de las técnicas de medicién de los distintos metabolitos permite
utilizar la metabolémica como herramienta diagnéstica y ayudar al tratamiento médico
(Pinazo-Duran, 2012).

Esto se deriva en parte de la estrecha asociacion del metaboloma a la fisiologia de la célula.
Mientras que el genoma, transcriptoma y el proteoma pueden ser vistos como medios en el
flujo de la expresion génica, el metaboloma representa el nivel “Omico final” en un sistema
bioldgico, y refleja cambios en el fenotipo y la funcién (Ryan y Robards, 2006). Como se
observa en la Figura 1.



Las Omicas son ciencias holisticas, es decir, consideran el mayor nimero de variables
posibles, para posteriormente extraer la informacion verdaderamente Gtil de ellas y trabajar
en su conjunto. El objetivo es analizar el m&ximo numero de metabolitos posibles y
seleccionar los que verdaderamente aportan informacion, a partir de algoritmos de procesado
de sefial, propios de la inteligencia artificial.

Esta aproximacion permite un nuevo enfoque en la investigacion bioquimica y biomédica,
ya que ya no es necesario partir de hipétesis-restringidas. Hasta el advenimiento de las
ciencias 6micas, cuando se planteaba un experimento se realizaban hipétesis sobre los genes,
proteinas y caminos metabdlicos clave que interesaba estudiar; pero si la hip6tesis de partida
era errénea o incompleta, debiamos iniciar un nuevo experimento, con la consiguiente
pérdida de tiempo y recursos. El uso de las ciencias émicas permite iniciar los experimentos
sin hipotesis previas y por lo tanto podemos explorar de forma simultanea diversas vias y
rutas metabolicas (Correig, 2009).

La metabolomica permite clasificar muestras, entender mejor los mecanismos bioquimicos,
identificar bio-marcadores, cuantificar metabolitos en el entorno y flujos biolégicos, etc.,
dependiendo del punto de partida como se desea abordar. Podemos decir que se ha
constituido en una técnica indispensable dentro de la biologia de sistemas (Koek et al., 2011).

Al igual que en el caso de la protedmica, el objetivo de la metabolomica es caracterizar el
complemento de moléculas pequefias de una muestra determinada e interrogar a las redes
metabolicas en condiciones normales y patoldgicas, de manera cualitativa y cuantitativa.

Las tecnologias de metaboldmica se han aplicado a diferentes areas de investigacion clinica,
entre ellas el descubrimiento de biomarcadores y farmacos (Shah, Kraus, y Newgard, 2012),
la toxicologia (Shintu et al., 2012), y la nutricién (Sampey et al., 2012). La base de datos méas
potente integra los datos de todos los niveles émicos (ver Figura 2) (Barallobre-Barreiro,
Chung y Mayr, 2013).

El andlisis de integracion de la respuesta de un organismo a una perturbacion en el
transcriptoma, proteoma, y los niveles de metaboloma conducira a una mejor comprension
de los mecanismos bioquimicos y bioldgicos en los sistemas complejos. Sin embargo,
mientras que la gendmica, la transcriptdbmica y la protedmica han hecho avances
significativos en el desarrollo de la tecnologia, siguen surgiendo las herramientas para el
examen exhaustivo del metaboloma (Bino et al., 2004).
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Aunque la metaboldémica es el punto final de la "cascada 6mica", no hay una plataforma de
un solo instrumento donde actualmente se pueda analizar todos los metabolitos.
Posiblemente, porque hay la percepcion de que los otros enfoques "0micos™ pueden ser
manejados por una sola plataforma, la metabolémica se ha quedado atras de las otras ciencias.

Esto se ilustra en la Figura 3, que muestra la busqueda bibliografica que contiene las palabras
de la metabolémica y la protedmica. Mientras que en 1999 tres articulos que contiene las
palabras clave metabolomica fueron publicados, el nimero aumento a 147 articulos en 2003
y 556 en 2018. Se muestra la frecuencia de las publicaciones totales metabolomica
(cuadrados azules), publicaciones que mencionan a la proteémica (barras naranjas) de 1997
a la fecha.
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Figura 3: Grafico que representa la informacion en metabolémica y proteémica
(modificado de NCBI, 2018).

Por otra parte, la Revista Metabolémica (Springer) lanzada en 2007, se dedica a publicar los
resultados de investigacion relacionados con el desarrollo de la tecnologia, analisis de datos,
almacenamiento, estudios integrados con otras técnicas "O0micas" y aplicaciones de la
metabolémica. El creciente nimero de publicaciones en el campo demuestra que la
metaboldmica no es sélo una nueva ciencia "0mica", sino una valiosa herramienta emergente
para estudiar el fenotipo y sus posibles cambios causado por influencias ambientales,
enfermedades o cambios en el genotipo en poblaciones. La investigacion exhaustiva del
metaboloma se complica por su enorme complejidad y la dinamica. Las distribuciones de
metabolitos son sometidas a una alta variabilidad espacial y temporal; por ejemplo, las
fluctuaciones circadianas en organismos mamiferos son bien conocidas. Ademas, la
dependencia de la dieta y variabilidad biologica en sistemas de mamiferos puede complicar
el andlisis (Vigneau-Callahan et al., 2001).

18



Un cuidadoso disefio experimental, es obligatorio para el éxito de este tipo de
investigaciones. El metaboloma representa un gran nimero de componentes que pertenecen
auna amplia variedad de clases de compuestos, tales como aminoécidos, lipidos, nucleétidos,
acidos organicos, etc., estos compuestos son muy diversos en sus propiedades fisicas y
quimicas y se producen en una amplia gama de concentraciones.

Por ejemplo, dentro de los lipidos solamente, que son compuestos muy abundantes, tales
como &cidos grasos, triglicéridos o fosfolipidos, se encuentran a niveles estudiados; sin
embargo, también existen trazas de los componentes con efectos reguladores importantes,
tales como eicosanoides derivados del acido araquiddnico y cuyos niveles se desconocen
(Koek et al., 2011).

Segun Beecher, 2,000 metabolitos principales parece ser una buena estimacion para los seres
humanos (Harrigan y Goodacre, 2003). Este nimero puede ser, por supuesto mucho més
grande cuando se consideran los metabolitos secundarios. Algunos de estos metabolitos
pueden ser mediadores quimicos de gran importancia bioldgica. Hasta 200,000 metabolitos
se pueden encontrar en el reino vegetal (Weckwerth, 2003). En consecuencia, el estudio del
metaboloma es un desafio importante para la quimica analitica y el analisis metabolémico en
su verdadero sentido, es decir, el analisis cuantitativo de todos los metabolitos, no pueden ser
alcanzados con la instrumentacion analitica actual.

Actualmente, dos enfoques complementarios se utilizan para las investigaciones
metabolomicos: el “perfil metabdlico” y de “huella metabdlica” (ver Figura 4). (Dettmer,
Arronov y Hammock, 2007).

Un resumen de las definiciones relacionadas a metabolémica se da en la Tabla 1. El perfil
metabdlico se centra en el andlisis de un grupo de metabolitos relacionados ya sea a un
camino metabolico especifico o una clase de compuestos. El analisis cuantitativo de acidos
grasos como ésteres metilicos de &cidos grasos por GC-FID (Detector de lonizacion de
Flama) o el analisis de aminoacidos son ejemplos de perfiles metabolicos. (Koek et al., 2011).

Un enfoque atn mas dirigido es el analisis objetivo que apunta a la medicion de analitos
seleccionados, tales como biomarcadores de la enfermedad o la exposicion toxica, o sustratos
y productos de reacciones enzimaticas (Bino et al., 2004). En la mayoria de los estudios en
perfiles metabolicos, basados en hipotesis formuladas, se seleccionan los metabolitos de
analisis y son desarrollados métodos de andlisis especificos para su determinacion.

Los enormes avances tecnoldgicos en los ultimos afios permiten una expansién constante del
numero de analitos que se cuantifica de forma simultanea en un dnico analisis.
Tecnologicamente, el analisis de un solo biomarcador es a menudo tan complejo como los
perfiles de todos los metabolitos principales relacionados en una ruta bioquimica dada.
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Sin embargo, estos Ultimos daran como resultado una descripcion mas completa y detallada
de las perturbaciones metabolicas, que un solo biomarcador puede proporcionar. Los
resultados de perfiles metabdlicos son cuantitativos e ideales independiente de la tecnologia
utilizada para la adquisicion de datos. En consecuencia, los datos pueden ser utilizados para
construir las bases de datos que se pueden integrar con mapas de ruta u otros datos "démicos”,
que mejoraran la comprension biologica (Koek et al., 2011).

Aunque los datos cuantitativos de metabolitos de diferentes organismos modelo son
abundantes en la literatura, su integracion en bases de datos mundiales todavia no se ha
logrado. La desventaja de los perfiles metabdlicos es que el sistema no es un enfoque "émico"
global o verdadero. Sin embargo, ya se han desarrollado numerosos metodos de perfiles
metabdlicos cuantitativos que analizan diferentes clases de metabolitos y se utilizan de forma
rutinaria. Si estos métodos de medicion de los metabolitos clave, de diferentes vias
bioguimicas se ensamblan como bloques de construccion para estudiar el metaboloma la
metaboldmica evolucionara con un enfoque poderoso (Koek et al., 2011).

El segundo enfoque hacia la metabolomica es la “huella metabdlica”. Inicialmente, en este
enfoque la intencién no es identificar cada metabolito observado, pero si para comparar
patrones o "firmas" de los metabolitos que cambian en respuesta a la enfermedad, exposicion
a toxicos, ambientales o alteraciones genéticas. Un flujo de trabajo tipico, pero simplificado
para un analisis de la “huella metabdlica” se muestra en la Figura 5, se ha realizado en una
amplia variedad de matrices biologicas, tales como orina, plasma o suero, saliva, y los tejidos
o células. (Dettmer, Arronov y Hammock, 2007).
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Figura 5: Flujo de trabajo simplificado para el analisis por “firmas metabolomicas y la
identificacion de marcadores” (Dettmer, Arronov y Hammock, 2007).

Ademas de la huella metabdlica de los metabolitos intracelulares en sistemas de cultivo
celular, el analisis de metabolitos extracelulares que excreta en el medio de cultivo o tomado
del medio por las células puede proporcionar informacion valiosa sobre su fenotipo y el
estado fisiologico. El andlisis de patrones de los metabolitos en los medios de cultivo celular
acondicionado se denomina “huella metabonomica” (Allen et al., 2004; Allen et al., 2003)

Las “huellas metabdlicas” pueden aplicarse simultineamente desde una amplia gama de
metabolitos, con un enfoque verdadero “6mico”. La aplicacion de la resonancia magnética
nuclear (RMN) basadas en “firmas metabodlicas” ha marcado el inicio de un enfoque de la
metabolémica como herramienta en bioquimica y ha demostrado ser muy potente en las
muestras de seleccidn para una variedad de patrones de homologia o agrupaciones.
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Las “huellas metabolicas” pueden ser utilizadas como una herramienta de diagndstico, por
ejemplo, mediante la evaluacion de la “huella metabdlica” de un paciente en comparacion
con sujetos sanos y enfermos. Ademas, el éxito de las estrategias de tratamiento se puede
controlar mediante la observacion de si el fenotipo metabdlico cambia de nuevo a un estado
no patoldgico, o en otras palabras si una muestra después del tratamiento cae en el grupo de
sujetos sanos. Sin embargo, el uso de la metabolomica exclusivamente para las “huellas
metabolicas” sin identificar los metabolitos que causan la agrupacion de los grupos
experimentales solo ofrecerd una herramienta de clasificacion, pero no contribuyen
directamente al conocimiento y la comprension de los mecanismos subyacentes de la accion
bioquimica.

El verdadero poder de la metaboldmica se realiza cuando se llevan a cabo analisis cualitativos
y cuantitativos. EI conocimiento de la identidad y de su perturbacion cuantitativa del
metabolito como descriptores de las diferencias en los fenotipos especificos proporciona
informacidn que puede ser interpretada teniendo en cuenta las vias bioguimicas. (Dettmer,
Arronov y Hammock, 2007).

Por lo tanto, los metabolitos que causan la segregacion del grupo en el enfoque de “huellas
metabdlicas” deben ser identificados y deben ser desarrollados métodos cuantitativos para el
analisis de estos metabolitos y compuestos relacionados, que unird “huellas metabolicas” y
“perfiles metabdlicos”. En consecuencia, la anotacion del metaboloma es un elemento
importante para la investigacion metabolémica exitosa. Tanto las huellas y los perfiles
metabolicos se pueden utilizar en la basqueda de nuevos biomarcadores. El valor de las
pruebas de glucosa en sangre y de colesterol en el diagnéstico médico ilustra el valor de
biomarcadores incluso simples (Koek et al., 2011).

La metabolémica puede producir nuevos biomarcadores que pueden llegar a la clinica como
herramientas para diagnosticar el estado de salud, la enfermedad, o el resultado de un
tratamiento farmacoldgico. La metabolémica no se limita a los biomarcadores individuales,
mas bien, representa un nuevo enfoque para el diagnostico, donde grandes conjuntos de datos
pueden ser empleados en total, para una mejor comprension.

Por ejemplo, la evaluacion de las vias bioquimicas relacionadas en respuesta al tratamiento
farmacoldgico dard una descripcién mas completa de los mecanismos de retroalimentacion
o diafonia que los biomarcadores individuales pueden ofrecer. Ademas de incluir el concepto
de salud individualizada con estudios en nutricion y tratamiento farmacoldgico basado en el
fenotipo metabolico dependera en gran medida de la tecnologia metabolémica. (Watkins y
German, 2002).

La promesa de la tecnologia en la medicina clinica para pasar muestras de mililitro a
microlitro y pasar de unos pocos a miles de analitos es emocionante, pero el potencial de la
tecnologia para generar una comprension bioldgica es, posiblemente, ain mas significativa
(Koek et al., 2011). Numerosas plataformas analiticas se han utilizado para aplicaciones
metabolémica, tales como RMN (Lindon, Nicholson y Holmes, 2011), Infrarroja con
Transformada de Fourier (FTIR) (Harrigan et al., 2004; Jonsson et al., 2004), y
espectrometria de masas (MS) junto a técnicas de separacion, que utilizan la inyeccién en
flujo directo.
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Las grandes ventajas de RMN son las posibilidades de las “huellas metabolicas™ con alto
rendimiento, los requisitos minimos para la preparacion de la muestra, y el no discriminar y
la naturaleza no destructiva de la técnica. Sin embargo, mide sélo metabolitos abundantes
por ser detectados con este enfoque y la identificacion de los metabolitos individuales con
base a sefiales de desplazamiento quimico que causan la agrupaciéon de la muestra en el
analisis multivalente es un reto en mezclas complejas.

La metab6lomica basada en la espectrometria de masas (MS) ofrece andlisis cuantitativo con
alta selectividad y sensibilidad y el potencial de identificar metabolitos. En combinacién con
una técnica de separacion reduce la complejidad de los espectros de masa debido a la
separacion del metabolito en una dimensidn de tiempo, proporciona una separacion isobarica,
y proporciona informacion adicional sobre las propiedades fisicoquimicas de los metabolitos.

Sin embargo, las técnicas basadas en espectrometria de masas generalmente requieren una
etapa de preparacion de la muestra, que puede causar pérdidas de metabolitos, y basado en
el sistema de introduccion de muestra y de la técnica de ionizacion utilizada, los metabolitos
especificos pueden ser discriminados. Por lo tanto, la aplicacion paralela de varias técnicas,
por ejemplo, GC-MS y LC-MS se sugieren para estudiar el metaboloma integral (Koek et al.,
2011).

Sin embargo, no sélo la eleccion de las técnicas de analisis requiere de una cuidadosa
consideracion, para todo experimento en metabolomica se debe planificar como una unidad
integrada, ya que los datos instrumentales sélo son tan buenos como bueno es el disefio
experimental y el tratamiento de la muestra. En este contexto (Bino et al., 2004), propuso,
que la informacién minima sobre un experimento en metabolémica (MIAMET), debe ser
reportado con cada estudio con el fin de facilitar el intercambio de informacion y el
establecimiento de bases de datos. Recomendaciones similares con respecto a los metadatos
se han hecho para las otras tecnologias "6micas".

En general, para cada tipo de los experimentos en metabolémica se tienen los siguientes pasos
que deben ser abordados durante el desarrollo y validacion de métodos: (Dettmer, Arronov
y Hammock, 2007).

* Muestreo

* Preparacion de la muestra

* Analisis de las muestras incluyendo la separacion y deteccion de metabolitos

* Exportacion de datos

* Analisis de los datos.
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5 METODOLOGIAS EN METABOLOMICA
5.1 Lamuestray sus problemas de preparacion

La adquisicion de la muestra esta impulsada principalmente por el disefio experimental y el
tipo de experimento. Si es posible, se debe realizar un anélisis para poder garantizar el
namero suficiente de muestras que se requieren, para reducir la influencia de la variabilidad
bioldgica y obtener datos estadisticamente validados. En particular, cuando se realiza un
estudio con fluidos bioldgicos, tienen que ser considerados las influencias de la dieta, el
género, la edad y los factores genéticos. Por lo tanto, en el analisis de las huellas metabolicas
se analizan comUnmente un gran numero de muestras para detectar la agrupacion de
metabolitos biologicamente relevante. Ademas, se deben determinar los controles de calidad
representativos, tienen que ser analizadas réplicas, anlisis duplicados, y blancos e incluir los
esbozos del método (Dettmer, Arronov y Hammock, 2007).

El éxito de un experimento metabolémico no sélo depende de las condiciones sino también
implica etapas previas que se ocupan de la manipulacion de la muestra (es decir, la eleccion
del medio adecuado, recoleccién de la muestra y el transporte, la extraccion del metabolito,
y estabilidad) (Canelas et al., 2009). Algunos fluidos biolégicos (orina, LCR y la savia de las
plantas) son esencialmente libres de proteinas y pueden utilizarse casi de inmediato, sin mas
trabajo de preparacion. Otros fluidos contienen proteinas de alto peso molecular (extractos
de saliva, suero, plasma y tejidos) y particulas de lipoproteinas (suero y plasma). Estos fluidos
generalmente requieren una extraccion mayor o filtracion para eliminar los componentes de
alto peso molecular.

5.2 Recoleccién de la muestra
5.2.1 Liquido cefalorraquideo (LCR)

Varios fluidos bioldgicos de mamiferos pueden ser investigados en la metabolomica,
incluyendo plasma, suero, orina, LCR o, dependiendo del campo de la investigacion
bioldgica. Por ejemplo, el LCR es relevante con respecto a los trastornos neurolégicos debido
a su proximidad con las células neuronales y gliales (Mochel et al., 2009), y los eritrocitos
son de interés para investigar las alteraciones metabdlicas en pacientes que sufren de
enfermedades genéticas de las células rojas de la sangre (Darghouth et al., 2011). Sin
embargo, la orina y la sangre siguen siendo los fluidos bioldgicos més utilizados.

La toma de muestras de LCR es el método directo menos invasivo para evaluar las
alteraciones patologicas que se producen dentro del SNC, el LCR se comunica directamente
con los ventriculos cerebrales, bafia las porciones superficiales del cerebro, la médula espinal,
y las porciones de los nervios craneales, espinales y el fluido extracelular de estas estructuras.
Como tal, muchos creen que el LCR proporciona una fuente Optima de diversos
biomarcadores para diversos eventos patologicos que ocurren dentro del sistema nervioso
central, incluyendo Enfermedad de Alzheimer (EA) (Blennow, Zetterberg, y Fagan, 2012).
La mas consistente correlacion con la EA y LCR se han relacionado con las concentraciones
de un fragmento proteolitico de la proteina precursora of3-amiloide:.s2, ademas de tau-total
(t-tau) y los niveles de p-tau (Hampel, Lista, y Khachaturian, 2012).

25



5.2.2 Orina

La orina contiene subproductos generados por el metabolismo celular que tienen que ser
eliminados del cuerpo por los rifiones. Muchas de las condiciones fisiologicas y
fisiopatoldgicas se reflejan con cambios en la concentracion de metabolitos en la orina, lo
que indica ruptura de la homeostasis (Chace, 2001). La recoleccidn de la orina es no invasiva,
puede conseguirse facil y rapidamente, se puede recolectar puntual, de 12 0 24 horas. En este
ultimo caso, se recomienda el uso de conservante para evitar la contaminacion bacteriana
(Want et al., 2010).

5.2.3 Sangre entera o suero

La sangre es una fuente atractiva de biomarcadores que refleja todo el estado metabolico del
organismo en un momento dado de muestreo. Las muestras de sangre se centrifugan para
eliminar las células de la sangre a fin de obtener ya sea plasma (mediante la inactivacién de
la cascada de coagulacidn utilizando anticoagulantes) o suero (después de la coagulacion de
la sangre). Estos dos fluidos bioldgicos se pueden utilizar ya que ambos parecen generar
resultados similares en estudios clinicos y bioldgicos. Por el momento, el plasma es el méas
utilizado para los estudios de metabolémica (Kaddurah-Daouk et al., 2012), mientras que el
suero se menciona en dos consorcios: el Proyecto Metaboloma Humano que es una
asociacion americana cuyo objetivo es el desarrollo de recursos de referencia metabolito
centralizados para ciertos fluidos bioldgicos importantes, incluyendo sueros (Psychogios et
al., 2011), y el consorcio HUSERMET que es una colaboracion entre la Universidad de
Manchester y 2 disefiadores asociados industriales para caracterizar el metaboloma del suero
humano e identificar biomarcadores para el inicio, progresion y tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer y cancer de ovario (Cottingham, 2008).

Yu et al., (2011), fueron los primeros en demostrar que cuando se comparan los perfiles de
LC/MS mediante inspeccion visual simple o bien, utilizando software Mass Profiler
Professional solo se encuentran diferencias sutiles entre los diferentes métodos de
preparacion de sangre.

Sin embargo Denery, Nunes, y Dickerson, (2011), demostraron que en relacion con el suero,
el coagulo impacta sobre el metabolismo energético, debido al metabolismo anaerdbico de
las células rojas de la sangre. Estos cambios tienen una diferencia significativa, como lo
demuestra un analisis de componentes principales (PCA) de los espectros de RMN. Ademas,
en relacion con las muestras de plasma, la eleccion del anticoagulante puede afectar la
deteccidn de metabolitos como lo describen Teahan et al., (2006).

Independientemente del fluido bioldgico que esté siendo utilizado, se debe tener cuidado para
evitar la contaminacion bacteriana o aditivos quimicos que alteren la muestra (por ejemplo,
la colocacion de sangre o suero en tubos que contienen EDTA o heparina o "geles inertes"
dara lugar a la contaminacién sustancial del espectro de RMN con aditivos de moléculas
pequefias) (Wishart et al., 2009).
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Todavia no existe un consenso claro sobre el tipo de anticoagulante que se utilizara para
estudios de metabolomica. Por ejemplo, se sabe que la heparina, que contiene bisulfito de
sodio como conservante, puede afectar a la cuantificacion de cisteina y sulfo-cisteina debido
a la formacion de sulfo-cisteina y homo-sulfo-cisteina (Dettmer, Arronov y Hammock,
2007).

Parvy et al., (1989), observaron que el uso de citrato no se recomienda porque este compuesto
es un metabolito involucrados en el ciclo de Krebs. Para metales quelantes por ejemplo Ca?*,
necesario para la activacion de las enzimas en la cascada de coagulacién, los impactos del
EDTA sobre el metaboloma afectan el perfil de proteinas por MS. Bando et al., (2010),
recomendaron no utilizar anticoagulantes ya que los picos derivados de la heparina podrian
coincidir con los metabolitos enddgenos en el anélisis GC-TOF, el EDTA puede interferir
con la deteccion de metabolitos que estén presente en los espectros de RMN y la MS. Por
ultimo, cuando se selecciona, un anticoagulante debe de reportarse la concentracion dentro
del estudio para evitar errores en el agrupamiento de muestras en el curso de los analisis
estadisticos.

5.2.4 Células en cultivo o tejido de biopsias

La preparacion de muestras para estudios metabolémicos de las células o tejido consiste en
separar las células de interés a partir de su entorno bioldgico (es decir, medio de cultivo, las
células vecinas, etc.), mientras que preserva su integridad. Segun el tipo de muestra,
centrifugacion o filtracién en membranas apropiadas deben lograr este objetivo. En cuanto a
las muestras de microbiologia, tienen que ser mantenidas las condiciones estériles. Al final,
se recomienda lavar las células recolectadas para eliminar los compuestos del medio o
extracelulares (Meyer, Liebeke, y Lalk, 2010).

En la metaboldmica cuantitativa de moléculas pequefias, se trabaja con fluidos bioldgicos o
extractos de tejidos acuosos por lo que la RMN proporciona una excelente sensibilidad y
resolucion. Ciertamente, es posible trabajar con muestras solidas (tejidos o biopsias de
organos) a través del angulo de giro de la muestra, pero hay una serie de problemas y la
resolucion espectral suele ser menos que ideal (Swanson et al., 2006).

La calidad de la preparacion de la muestra es un factor importante para el éxito de cada
procedimiento analitico. Por lo general, sirve para varios propositos. Principalmente, se
extraen los analitos a partir de matrices bioldgicas complejas, y los coloca en un formato que
es compatible con la técnica analitica utilizada, mientras se eliminan componentes de la
matriz que puedan interferir con el analisis.

En el caso de los metabolitos de baja abundancia, el procedimiento de extraccion puede
incluir una etapa de concentracién previa para alcanzar los limites de deteccion de la técnica
analitica aplicada. En términos de analisis metabolico dirigido o de perfiles metabdlicos
cuantitativo la preparacién de la muestra se puede adaptar para los metabolitos dirigidos,
porque los analitos son conocidos y pueden emplearse compuestos sustitutos o estandares
marcados con is6topos estables para optimizar el procedimiento de extraccion y retirada de
la matriz.
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Sin embargo, en un enfoque real de la metaboldémica, todas las moléculas pequefias son
objetivo y solo sales 0 macromoléculas, como proteinas o péptidos mas grandes, se puede
considerar como matriz.

En consecuencia, una etapa de preparacion de la muestra debe ser tan simple y universal
como sea posible. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que cualquier tipo de preparacion de
la muestra causara pérdidas de analito. En particular, los procedimientos de extraccion
aplicados a muestras acuosas se traducirdn en recuperaciones pobres de compuestos muy
polares (Koek et al., 2011).

5.3 Desactivacion Metabdlica

Un paso de desactivacion metabdlica puede ser incorporado en el proceso donde se detienen
las reacciones enzimaticas en curso que ocurren después de recoleccién de la muestra con el
fin de medir la composicion verdadera del metaboloma en el momento de muestreo. La
desactivacion es especialmente relevante para los estudios relativos a los compuestos que
muestran una alta rotacion metabolica, como es el caso del metabolismo energético
(L&mmerhofer y Weckwerth, 2013).

El uso de calor, la congelacién (con nitrégeno liquido), la adicion de acidos, o la transferencia
de suspensiones celulares en un disolvente organico frio puede detener la actividad
enzimatica residual, pero estas técnicas tienen que hacer frente a la escala de tiempo del
proceso metabdlico de interés sin afectar a la estabilidad de los metabolitos (Vuckovic, 2012).

Procedimientos basados en disolventes orgénicos frios son los mas comunes, pero tienen la
desventaja de liberar metabolitos intracelulares debido a la lisis de la membrana. Por ultimo,
el tema de la desactivacion metabdlica se aborda de forma rutinaria en la metabolémica de
bacterias o vegetales (Bolten, et al., 2007), pero se omite con frecuencia por planteamientos
globales realizados en fluidos bioldgicos como la sangre o la orina.

Otro tipo de precauciones se tienen en cuenta para la recoleccion de fluidos biolégicos de
mamifero tales como la adicion de inhibidores de la glicdlisis tales como fluoruro que inhibe
la enzima enolasa y de este modo previene la degradacién de la glucosa y la produccion de
lactato (Mikesh y Bruns, 2008). El tiempo entre que el fluido bioldgico o tomar muestras de
tejido y la extraccion de la muestra o el almacenamiento de muestras a bajas temperaturas (-
20 0 -80 °C) a menudo no se controla y esto puede introducir variabilidad en el conjunto de
datos. La congelacion rapida en nitrogeno liquido también se cree que compromete la
integridad celular debido a la formacion de cristales de hielo (Lammerhofer y Weckwerth,
2013)

5.4  Extraccion de metabolitos
Los organismos vivos son sistemas dinamicos y complejos; el cuerpo humano esta
compuesto de mas de un billon de células y cada célula contiene mas de un billén de

moléculas. Se predice que hay mas de 100,000 proteinas diferentes, 3 mil millones de pares
de bases nitrogenadas y una red muy compleja de metabolitos (Koek et al., 2011).
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Tradicionalmente, en el curso de analisis especificos, la extraccién de la muestra esta
destinada a recuperar los unicos metabolitos de interés en lugar de grandes conjuntos de
moléculas. Hoy en dia, con el creciente interés hacia el analisis a gran escala de metabolitos
en medios bioldgicos, con el objetivo de un analisis global es detectar la mayor cantidad de
metabolitos como sea posible. Sin embargo, debido al enorme nimero y la gran diversidad
quimica de los metabolitos involucrados, el quimico analitico tiene que definir un
compromiso entre una pureza suficiente del extracto, que impulsa una sensibilidad 6ptima en
la deteccion MS de iones, y la extension de la informaciédn recopilada usando RMN.

Aunque los protocolos de extraccion de metabolitos selectivos son obligatorios para la
deteccion de algunos que exhiben propiedades fisicoquimicas especificas, como es el caso
de los lipidos, o para su deteccion a nivel de traza, el tratamiento de la muestra para los
enfoques globales tiene que ser minima a fin de evitar una fuente externa de variabilidad y
pérdida de informacion. De todos modos, siempre es necesario para eliminar las
macromoléculas tales como proteinas y lipoproteinas que pueden inducir una obstruccion en
la fuente, y por lo tanto disminuir la sensibilidad de deteccion, y que también podrian alterar
las columnas cromatografica y asi degradar la calidad de la separacion.

Por esta razon, los métodos de separacion, tales como electroforesis capilar (CE),
cromatografia de gases (GC) y HPLC son necesarios antes de analizar muestras complejas
bioldgicas humanas por la tecnologia MS. La metodologia CE permite una separacion
eficiente en un tiempo relativamente corto, debido a la movilidad diferencial de especies
cargadas en un campo eléctrico (Altria, Marsh, y Sanger-van de Griend, 2006).

En un instrumento de GC, la fase gaseosa se aplica sobre la superficie interna de la columna.
El gas portador (por ejemplo, helio o hidrégeno) pasa a través de un cilindro, por un
dispositivo de presion o de flujo de control de velocidad y temperatura hacia el inyector de
muestras en la entrada de la columna. En el sistema de GC-MS, componentes de la mezcla
se eluyen de una columna y son revelados por el detector de MS. Las mejoras de las columnas
y la instrumentacion han permitido que el uso actual de la cromatografia liquida avance,
incluyendo HPLC, réapida resolucién (RR), o rapida separacion (RS). Para este fin, se
consideran diferentes categorias de procesamiento de la muestra, tales como liquido-liquido,
extraccion en fase solida (SPE), precipitacion de proteinas utilizando disolventes organicos,
o ultrafiltracion. (Koek et al., 2011).

Ademas, se requiere la ruptura de las membranas celulares para las investigaciones de
metabolomas celulares, para liberar metabolitos intracelulares. Esto podria hacerse,
mecanicamente ya sea utilizando perlas de vidrio o ultrasonido (Meyer, Liebeke y Lank,
2010), ciclos de congelacion y descongelacion, o la transferencia de las células en un medio
hipotonico tales como agua hirviendo (Darghouth et al., 2011).

La preparacion de la muestra y los métodos de introduccion de estas para su analisis pueden
incluir, pero no se limitan, a la extraccion de fluido supercritico, extraccion con disolvente
en forma acelerada, extraccion asistida por microondas, precipitacion de proteinas, y métodos
de membrana, tales como diélisis o ultra centrifugacion. (Dettmer, Arronov y Hammock,
2007).
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5.4.1 Los metabolitos volatiles

Los compuestos organicos volatiles (COV) son un componente importante del metaboloma
y se encuentran en la orina, plasma, o el aire exhalado. Los metabolitos volatiles pueden
incluir alcoholes, aldehidos, cetonas, furanos, pirroles, terpenos y otros (Mills y Walker,
2001). EIl analisis de los compuestos volatiles es dificil por si mismo. Las técnicas de
preparacion de muestras convencionales, tales como extraccion liquido o SPE, no son a
menudo factibles, debido a que los analitos no pueden ser extraidos, y ocurren, pérdidas
cuando el extracto no estd concentrado. Por otra parte, el disolvente puede interferir con los
analitos durante la separacion por cromatografia de gases debido a la separacion incompleta
del pico del disolvente a partir de los picos del analito. (Dettmer, Aronov y Hammock, 2007).

En concreto, en GC-MS se cortaran los analitos con el retardo del solvente. Por lo tanto, las
técnicas de preparacion de muestras libres de disolventes son a menudo el método de eleccién
para el andlisis de metabolitos volatiles.

5.4.2 Laextraccion en fase solida

La Extraccion en Fase Solida (SPE) se ha convertido en una de las técnicas de preparacion
de muestras mas importantes para extraer analitos de fluidos biologicos. Es ampliamente
utilizado en perfiles metabdlicos y analisis dirigido, cuando se necesita una separacion amplia
de los analitos de interferencia de la matriz (Mitra, 2003).

Los analitos retenidos se ellyen posteriormente desde la fase sélida usando un disolvente o
mezclas de disolventes con suficiente fuerza de elucién. Sobre la base de los analitos o la
fase seleccionada, los compuestos son retenidos por interacciones de Van der Waals,
interacciones dipolo-dipolo, enlaces de hidrdgeno o fuerzas electrostaticas (Mitra, 2003).

Una variedad de materiales absorbentes de SPE estan disponibles comercialmente para la
amplia extraccion de metabolitos, tales como silice, silice alquilado (por ejemplo, C-18),
fases unidas a carbono, materiales de intercambio idnico, materiales poliméricos y materiales
de acceso restringido (RAM) y son utilizadas para eliminar las macromoléculas. Mientras las
fases de silice C-18 modificada han ganado una amplia distribucidn, estas tienen una serie de
limitaciones, incluyendo una pobre retencion de los analitos polares, la inestabilidad a un pH
elevado, y las pérdidas de analito cuando la fase se seca después de la etapa de equilibrado.

Los materiales poliméricos han ganado mas atencién en los ultimos afios como absorbentes
para fases solidas. Especificamente funcionando, las resinas poliméricas que contienen
grupos funcionales polares embebidos en un polimero no polar ofreciendo una mejor
columna, con la retencion de los analitos polares y manteniendo analitos hidréfobos. Las
resinas poliméricas para SPE también muestran una mejor estabilidad de pH y son menos
propensos a las pérdidas de analito cuando se utilizan en seco. Idborg, Edlund, y Jacobsson,
(2004). Utilizaron Oasis HLB (Waters, Inc., Milford, MA) un funcionalizado copolimero de
divinilbenzona y N-vinilpirrolidona, para el escaneo de metabolitos extraidos de orina por
LC-ESI-MS. (Idborg, Edlund, y Jacobsson, 2004)
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Un desarrollo mas reciente en materiales de fases-SPE es el absorbente de modo mixto, que
tienen un alto potencial para la investigacion metabolomica. Las fases SPE no
convencionales se basan en un mecanismo fundamental para la retencion del analito. En
contraste, los materiales de modo mixto utilizan maltiples mecanismos de retencion causados
por la incorporacién de diferentes ligandos en una fase sélida. Ejemplos de ello son los
materiales poliméricos con sitios débil/fuerte de intercambio catiénico o intercambio
anionico en el mismo material (Mitra, 2003). Por ejemplo, utilizando un material mezclado
amodo de intercambio catidnico, neutros, acidos protonados, y las bases pueden ser extraidos
de los fluidos bioldgicos a pH ajustado usando la misma fase sélida, compuestos neutros y
acidos protonados son retenidos por interacciones hidrofobas no especificas con el esqueleto
del polimero a pH bajo, mientras que las bases son retenidas por intercambio cationico. En
consecuencia, en la elucion con disolvente organico se recuperara una fraccion que contiene
los metabolitos neutros y acidos protonados, y una segunda etapa de elucion a un pH ajustado
se recuperard los compuestos basicos. De este modo una amplia variedad de metabolitos
puede ser extraido con estos materiales para el analisis de huellas metabdlicas. (Mitra, 2003).

5.4.3 Extraccion Liquido-Liquido

La extraccion liquido-liquido (LLE) para fluidos bioldgicos tiene una larga historia como
una técnica de preparacion de muestras. A menudo es el método de eleccion para la
extraccion de tejido. Tras la recoleccidn, los tejidos son congelados en nitrégeno liquido. A
fin de obtener una extraccion eficiente del tejido, el tejido tiene que ser homogeneizado
primero mediante molienda de la muestra congelada a un polvo fino usando mortero
(Weckwerth, 2003), molinos de vibracion (Jonsson et al., 2004), agitacion con vértex o por
mezcla con perlas hechas de un material inerte (Colebatch et al., 2004), o la homogeneizacion
del tejido en un disolvente utilizando diferentes mezclas (Roessner et al., 2000). La
extraccion de metabolitos a partir del tejido se hace comunmente por agitaciéon con
disolventes organicos.

Los metabolitos polares se extraen por isopropanol, etanol, metanol, metanol &cido,
acetonitrilo (Aharoni et al., 2002), agua, metanol: agua (Roessner et al., 2000), u otras
mezclas de dichos disolventes, mientras que los metabolitos mas lipéfilos pueden ser extraido
por el cloroformo o acetato de etilo. La ventaja de la extraccion de muestras con mezclas de
agua/metanol/cloroformo o acetato de etilo es la generacion de una muestra bifasica y el
fraccionamiento de los metabolitos en fracciones organicas acuosas y lipéfilos polares, que
puede ser analizada por separado (Colebatch et al., 2004; Fiehn, 2002).

Gullberg, Jonsson, Nordstrom, Sjostrom, y Moritz, (2004) utilizaron “un disefio de
experimentos dirigido” para optimizar el protocolo de extraccion de tejido de plantas para su
posterior analisis por GC-MS. Los autores encontraron como procedimiento optimo la
extraccion en un molino con vibracién con cloroformo seguido por la adicion de una mezcla
metanol/ agua para formar una mono fase, y separar los compuestos entre dos liquidos no
miscibles (fase acuosa y organica). Por lo general los compuestos de interés bioldgico se
encuentran en la fase acuosa. Esta técnica se ha utilizado para la determinacion de drogas
como benzodiacepina en sangre total Simonsen et al., 2010 (a); Simonsen et al., 2010(b),
agente de dopaje en la orina (Deventer et al., 2009), o los anélisis de pesticidas (Gilbert-
Lopez et al., 2010).
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Wau et al., (2008), han demostrado que el acetato de amonio es compatible con la deteccion
API-MS. Por otro lado, la extraccion liquido-liquido utilizando cloroformo y metanol (Bligh
y Dyer, 1959), sigue siendo popular para los enfoques globales lipidémicos, esto conduce a
un sistema bifésico en el que la fase organica contiene los lipidos de interés.

5.4.4 Ultrafiltracion

Daykin et al. (2002), para el uso de RMN-tH, observaron que las proteinas y lipoproteinas
podrian ser retiradas por completo de la sangre mediante ultrafiltracion. Aunque con esta
técnica se asegura una mayor sensibilidad para algunas clases de metabolitos, algunas
especies hidrofobas pueden ser adsorbidas sobre la membrana de filtracion. Para abordar esta
cuestion (Tiziani et al., 2008), proponen afiadir un filtro de paso de lavado de extraccion de
cloroformo y después de la ultrafiltracion a fin de absorber los metabolitos restantes en el
filtro, no hay un consenso en relacion con la extraccion de metabolitos de fluidos bioldgicos
y solo existen algunas tendencias claramente para identificacion. En la mayoria de los
estudios, las muestras de orina se procesan de acuerdo con la "estrategia diluir y disparar”,
simplemente diluyendo la muestra cruda en agua antes de la inyeccion en el sistema LC/MS
(Plumb et al., 2003; Williams et al, 2005).

5.5 Almacenamiento de muestras y consideraciones de estabilidad

Después de la eliminacion de proteinas, las células o extractos de fluidos bioldgicos son a
menudo fraccionados en pequefias muestras (para evitar ciclos de congelacion-
descongelacion), se secan, y se almacenan a -80°C con el fin de minimizar la degradacion.
Se reconstituyen en un disolvente apropiado, lo que asegura la solubilizacién de los
metabolitos extraidos y la compatibilidad con el sistema analitico antes de comenzar el
estudio metaboldmico. Esto es crucial para evaluar las condiciones de almacenamiento y la
estabilidad de la muestra inicial como de sus posteriores analisis en MS. Sin embargo, pocos
estudios estan disponibles y hay una falta de estudios de estabilidad a largo plazo en la
metaboldémica (Koek et al., 2011).

El uso de la revision visual de los datos con LC-ESI/MS vy parcelas de puntuacion por PCA,
Gika et al., demostraron que las orinas son estables sin conservadores después de 1 y hasta
después de 6 meses de almacenamiento a -20° u -80°C, pero no a 6° 0 4 °C después de dias
(Gika, Theodoridis, y Wilson, 2008; Gika et al., 2007)

Sin embargo, PCA sélo proporciona a los usuarios una representacion resumida de la
estructura del conjunto de datos; algunos metabolitos, por ejemplo, que se producen a baja
concentracion, pueden presentar variaciones de concentracion con un impacto limitado en
las parcelas de puntuacién de PCA. Por tanto, es necesario investigar los problemas de
estabilidad en los niveles de metabolitos anotados o identificados.

5.6 ¢Como evaluar la preparacion de la muestra?
Hasta ahora, no se ha informado de ningun analisis exhaustivo que abarca todas las clases de

metabolitos. En la mayoria de las publicaciones, se realiza la evaluacion de la eficacia de la
extraccion en el nivel quimiométrico, es decir, teniendo en cuenta el nimero de
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caracteristicas detectadas (que son metabolitos potenciales) (Bruce et al., 2009; Want et al.,
2010), y/o mediante la inclusion de pequefias listas de metabolitos conocidos (Daykin et al.,
2002; Jiye et al., 2005; Vuckovic, 2012), y/o patrones internos marcados (ISS) se afiaden a
las muestras (Jiye et al., 2005; Want et al., 2010).

Hay una necesidad de procedimientos de control de calidad para monitorear el desempefio
de preparacion de muestras. Segun lo propuesto por Vuckovic, los métodos de extraccion
podrian ser evaluado en primer lugar con respecto a la supresion de ionizacion usando
experimentos de infusion post-columna o muestras diluidas en serie como una indicacion de
eliminacion de componente de la matriz (Vuckovic, 2012). La recuperacion de varios ISS
también podria ser evaluada (Bruce et al., 2009), o material bioldgico de referencia podria
ser utilizado, como SRM 1950 para el plasma humano.

Para estudios con extractos de células y relacionado al metabolismo energético, otra
estrategia también podria basarse en la evaluacién de los niveles de metabolitos vinculados
a la condicion de energia celular, tales como la relacion de energia de carga ([ATP] + [ADP])/
([ATP] + [ADP] + [AMP]) o relacién catabdlica de reduccion de la carga [NADH]/([NAD?]
+ [NADH]), que debe estar dentro de los rangos de referencia (Vuckovic, 2012).

Como regla general, las muestras bioldgicas deben ser almacenadas a -80°C en recipientes
de vidrio o plastico estéril con 0,02% de azida como bactericida. Del mismo modo, siempre
se deben utilizar tampones inorgéanicos (fosfato o sulfato) a pH fisiologico proximo (7.5).
Dejando las muestras a temperatura ambiente o incluso en los refrigeradores durante largos
periodos de tiempo puede conducir a cambios notables en las concentraciones de metabolitos
(Saude y Sykes, 2007). Algunos fluidos bioldgicos (por ejemplo, orina y LCR) parecen ser
mas susceptibles a la exposicion que otros fluidos biolégicos (por ejemplo, sangre). Varios
trabajos que elaboran mejores practicas para el manejo de diferentes tipos de muestras
bioldgicas se desarrollaron con este fin (Lauridsen et al., 2007).

6 METODOS DE SEPARACION E INTRODUCCION DE MUESTRA
6.1 Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC/MS)

Es una combinacién de cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas se
permite el analisis de una amplia gama de metabolitos, que van desde mayor a menor peso
molecular, y desde hidrofilo a hidréfobo, se puede realizar mediante la seleccién de la
columna apropiada y fases moviles. La ionizacion por electro-spray (ESI), es un método de
ionizacion general en LC/MS, puede ionizar la mayoria de los compuestos (Whitehouse et
al., 1985). Sin embargo, ESI carece de la capacidad cuantitativa debido a un fendmeno
descrito por primera vez por (Ikonoraou, Blades, y Kebarle, 1990), ellos describen el efecto
matriz (supresion de la ionizacion y la mejora debido a la co-elucion de la matriz). Asi mismo
el marcaje de los compuestos con is6topos estables y colocar la muestra es una manera de
evitar este efecto matriz (Izumi et al, 2009).
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En el pasado, LC/MS se consideraba satisfactoria para el analisis de metabolitos hidréfilos.
Sin embargo, en los Ultimos afos, el andlisis simultaneo de metabolitos hidréfilos
(aminoécidos, acidos organicos, acidos nucleicos, etc.) se ha logrado usando cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) con propilo penta-fluoro-fenil y fases estacionarias sin
ninguna derivatizacion (Yoshida et al, 2007). Ademas, los azlcares, alcoholes de azlcar y
fosfatos de azucar han sido analizadas con éxito utilizando la columna de separacion ZIC-
HILIC®, un tipo de cromatografia de interaccion hidrofila (HILIC) (Antonio et al., 2008).

Por otra parte, la cromatografia liquida (LC) par-ion fase inversa es también un método util
para la metabolémica (Luo et al., 2007). Este sistema puede detectar compuestos cargados
negativamente, incluyendo fosfatos de azulcar, nucle6tidos, y acidos carboxilicos, que estan
involucrados en el metabolismo central de carbono (incluyendo la via de glucdlisis, via del
fosfato de pentosa y el ciclo de acido tricarboxilico). Un par ion reactivo es un compuesto
que tiene una carga opuesta en comparacion con los metabolitos diana en solucion acuosa.

Aunque el uso de par idnico reactivo es muy util, el problema mas grave es el efecto matriz
en la ESI-MS sobre la base de co-elucion de las impurezas de la muestra y/o par iénico
reactivo de la fase movil. Se debe tener precaucion cuando se utiliza un par ionico reactivo,
ya gque puede quedar no apareado, reactivo y contaminar el ESI-pulverizador o dentro de la
MS y puede afectar a la sensibilidad y/o repeticion de LC/MS.

El lanzamiento del instrumento de cromatografia liquida de ultra resolucion (UPLC) (Waters
Corporativo, EE.UU.) en 2004 jugd un papel importante en el avance de metabolémica
basada en LC-MS (Plumb et al., 2003). Debido a que incluyen el uso de una columna
resistente a alta presion con un portador 1.7 mm y una bomba con una presion maxima de
100 MPa. Esto resulta en un menor tiempo de medicidn, mejor sensibilidad y alta precision
del pico que con HPLC en tdndem, Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EE. UU.) y otras
empresas entre ellas Shimadzu Corporation (Kyoto, Japon) desarrollaron un equipo de
UPLC, que puede ser utilizado con presiones superiores a 100 MPa. A pesar de estas mejoras
significativas en técnicas de cromatografia de liquidos, la capacidad méxima y la estabilidad
todavia no son suficientes para el analisis simultdneo de metabolitos hidréfilos. Todavia hay
oportunidades de mejora en este ambito de la investigacion.

6.2 Electroforesis capilar acoplada a espectrometria de masas (CE/MS)

La electroforesis capilar acoplada a espectrometria de masas, por sus siglas en inglés
(CE/MS) se utilizo para la metabolémica por el grupo de Hieger y Soga en 2000. Ellos
desarrollaron un método para la deteccion de aminoacidos sin derivatizacion, asi como un
sistema para el andlisis de compuestos intermediarios de la via glucolitica, via de la pentosa
fosfato, ciclo de los &cidos citricos, &cidos carboxilicos, acidos carboxilicos fosforilados,
sacaridos fosforilados, los nucleotidos, y la nicotinamida etc., se analizd con éxito la
coenzima adeninflavina (FAD) de las vias: glucdlisis y del ciclo de acidos tricarboxilicos
(Soga y Heiger, 2000).

Para analizar estos metabolitos aniénicos, se requiere de un flujo electro-osmotico que se

mueven desde el catodo al &nodo. Soga et al., (2002).,Utilizaron el capilar con recubrimiento
especial (SMILE (+)) para resolver este problema. Debido a que los iones multivalentes tales

34



como nucledtidos y CoA se adsorben sobre la superficie de la pared interna del capilar
SMILE (+), esta técnica de CE/MS es asistida por presion alterna utilizando un capilar DB1
que es un capilar recubierto con polimeros no cargados (Soga et al., 2003).

CE/MS es superior en comparacion con HPLC/MS en términos de capacidad de separacion
debido a que afecta menos la MS en comparacién con otros métodos. Sin embargo, la baja
repetibilidad es la principal desventaja de CE/MS, que es causado principalmente por la
variacion en el tiempo de migracion ya que es facilmente influenciada por los cambios de
temperatura. Como el método desarrollado por (Soga et al., 2002), requiere una combinacion
de dos métodos para el estudio de los metabolitos anidnicos

Harada, Fukusaki, y Kobayashi, (2006); Harada, et al., (2008), desarrollaron un método de
analisis mas completo para los metabolitos anionicos. La caracteristica de este método es la
posicion de los polos en la electroforesis capilar, donde la entrada del capilar es en el &nodo
y la toma de corriente en el catodo, se invierte con respecto al analisis de CE convencional.
Ademas, un capilar de silice fundida ordinaria fue elegida en lugar de un capilar recubierto
de polimero cationico especifico (capilar SMILE (+)). Debido al alto pH del electrolito, el
flujo electro-osmotico excede la movilidad electroforética de todos los metabolitos de
destino. Ademas, su método supera la adsorcién de metabolitos anionicos con el capilar
porque la superficie del capilar de silice fundida tiene la carga negativa, por lo tanto, la
mayoria de los aniones migran hacia la MS de manera simultanea (2006). También tuvieron
éxito en la mejora de la reproducibilidad y la sensibilidad, y en la reduccion de tiempo de
analisis, mediante el uso de un capilar sulfonado y monitoreo de reaccion multiple (MRM)
(2008). Subsecuentemente (Soga et al., 2009), examinaron los materiales que constituyen el
electro pulverizador, donde encontraron que la sensibilidad se mejora mediante el uso de
platino.

Un ejemplo de metabolémica basada en CE/MS es el anélisis de metaboloma de saliva
obtenido a partir de 215 individuos realizadas por (Sugimoto et al., 2010) Sus resultados
demostraron que los metabolitos de saliva pueden ser biomarcadores alternativos para la
deteccidn de canceres oral, mama y de pancreas.

6.3 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas GC/MS

La Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas, cuyas siglas en inglés son:
GC-MS, es una técnica muy adecuada para el andlisis integral, ya que combina una alta
eficacia de separacion con la versatilidad, selectividad y sensibilidad de la deteccion de
masas.

Casi todas las aplicaciones de la metabolémica basada en GC combinan GC con deteccién
MS mediante ionizacion de electrones (EI). Como la respuesta de exploracion completa en
el modo El es aproximadamente proporcional a la cantidad de compuesto inyectado, es decir,
independiente del compuesto mas o menos, todos los compuestos son adecuados para el
analisis de GC y se detectan indiscriminadamente. Por otra parte, los problemas con la
supresion de iones de compuestos coeluidos como se observa en LC-MS estan practicamente
ausentes en GC-EI-MS.
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Las ventajas de GC/MS son la capacidad de pico alto, excelente repetitividad del tiempo de
retencion, y las bibliotecas de compuestos facilmente disponibles, que permiten la
identificacion de compuestos sin utilizar compuestos estandar. GC/MS requiere derivacion
de muestras cuando los objetivos son compuestos no volatiles, ya que estos tienen que ser
calentado a estado gaseoso. Metabolitos hidrofilos de bajo peso molecular (por ejemplo,
azlcares, acidos organicos, aminoacidos, etc.) también se pueden analizar mediante la
combinacion de dos métodos de derivatizacion. Clorhidrato de metoxamina y N-metil-N-
(trimetilsilil) trifluoroacetamida, se utilizan para la primera y segunda derivacion,
respectivamente (Pongsuwan et al., 2007).

Si los metabolitos de destino son compuestos de alto peso molecular que no se volatilizan,
incluso despueés de la derivatizacion, es necesario complementar el analisis con otros
instrumentos. Este es también el caso de compuestos que no son resistentes a la degradacion
por el calor.

La identificacién de compuestos usando GC/MS es relativamente facil en comparacién con
otras técnicas analiticas porque el espectro de masa Unica de cada compuesto puede obtenerse
de forma coherente. Esto se logra mediante el uso de ionizacion de electrones (El), que es
actualmente el método de ionizaciébn mas comunmente utilizado en GC/MS debido a su
robustez y alta repetibilidad.

Ademas, un gran nimero de compuestos se puede identificar facilmente mediante biblioteca
espectral de masas del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST,
https://www.nist.gov/data ). La precision de la identificacién de los picos se ha mejorado
significativamente con la reciente creacion de un sistema de identificacion de picos
semiautomatizado (Tsugawa et al., 2011).

Asi mismo, la asignacion de la identidad de los picos a través de una base de datos de
espectros de masa es sencilla, debido a los patrones de fragmentacién extensos vy
reproducibles obtenidos en modo de barrido completo. Igualmente, el patrén de
fragmentacion se puede utilizar para identificar o clasificar metabolitos desconocidos.

Metabolitos de peso molecular bajo y voléatiles, pueden ser muestreados y analizados
directamente, por ejemplo, en el analisis del aliento a menudo se utiliza un enfoque directo y
sin derivatizacion. Sin embargo, muchos metabolitos contienen grupos funcionales polares y
son térmicamente labiles a las temperaturas requeridas para su separacion o no son volatiles
en absoluto. Por lo tanto, se necesita derivatizacion antes del analisis GC para ampliar el
rango de aplicacion de los métodos acoplados a cromatografia de gases.

La mayoria de los métodos GC, se basan en la derivatizacion con un agente oxidacion seguida
de sililacion, o Unicamente sililacion. Como agente de sililacién son los reactivos de
derivatizacion mas versatiles y universalmente aplicables, estos son los mas adecuados para
el analisis integral de GC-MS. Sdélo unos pocos autores utilizan una derivatizacién
alternativa, por ejemplo, cloroformatos, o ninguna derivatizacion en absoluto (Chen et al.,
2011).
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Uno de los ultimos avances en el sistema de GC es el desarrollo de una cromatografia de
gases bidimensional/sistema de espectrometria de masas (GC x GC/MS). Este sistema
proporciona un aumento significativo de la capacidad maxima, asi como la resolucion y
sensibilidad, en comparacion con GC/MS (Lee, Bartle, y Lewis, 2001).

Waldhier et al., (2011), han utilizado GC x GC/MS para mejorar la resolucion analitica de
enantibmeros de aminoacidos en suero y orina. (Kouremenos et al., 2010), mostraron que
GCxGC/MS es til para la separacion de acido orgénico isoméricos y el descubrimiento de
biomarcadores. Ademas, compararon la combinacién columna polar a no-polar y no-polar a
polar. EI método se aplico al analisis de orina de 19 pacientes con insuficiencia renal. En
comparacion con los pacientes sanos, los niveles de D-Alanina, Valina, Prolina, Treonina,
Acido Aspartico y Asparagina aumentaron significativamente.

7 ESPECTROMETRIA DE MASAS PARA ESTUDIOS METABOLOMICOS.
7.1 Principios basicos de la espectrometria de masas (MS)

La espectrofotometria en masas MS es una herramienta analitica para medir las proporciones
de masa a carga (m/z) de los iones con el fin de determinar su peso molecular (PM). Este
proceso consta de tres pasos:

l. la conversion de las moléculas en iones en fase gaseosa por la fuente de ionizacion

Il. la separacion de iones por sus valores de m/z a través de campos magnéticos o
eléctricos a través de un componente, es decir analizador de masas

1. la deteccion de los iones separados como carga eléctrica con la obtencion de sefiales
proporcionales a la abundancia de cada especie.

En muchas configuraciones de analisis adicional es factible la espectrometria en masas
tandem (MS/MS). En el modo MS/MS, el instrumento utiliza el primer analizador de masas
para seleccionar un solo ion que se dispara posteriormente en una celda de colisién, donde
choca con las moléculas de gas como el argdn (por ejemplo, la disociacion colisién-inducida,
CID) que causan la fragmentacion del ion.

Los multiples fragmentos de iones son luego analizados en el analizador de masas de la
segunda etapa para dar informacién precisa sobre las caracteristicas estructurales del ion
parental. En un espectro de MS, el eje “X” representa los valores de m/z, mientras que el eje
“Y” indica el recuento total de iones.

Como esta tecnologia analitica extraordinaria puede proporcionar informacion clave acerca
de analitos, incluyendo su estructura, la pureza y composicion, en la actualidad se utiliza de
forma rutinaria, ya sea en la industria y el campo de investigacion para diversos fines, tales
como el descubrimiento de medicamentos, diagnosticos y analisis de bioldgicos
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Debido al hecho de que los andlisis de MS se realizan con poca frecuencia en un solo
compuesto, el estudio de mezclas complejas requiere etapas de purificacion anteriores. Al
hacerlo, los espectrometros de masas estan acoplados con dispositivos de separacion, tales
como electroforesis capilar (CE), cromatografo de gases (GC) y cromatografia liquida (LC)
(por ejemplo, CE-MS, GC-MS y LC-MS). Estas son configuraciones de sistemas de
espectrometria de masas de comun eleccién, un modulo de pre-fraccionamiento por lo
general se coloca en linea con un instrumento de espectrémetro de masas. Un espectrometro
de masas consiste en tres elementos fundamentales:

I. Una fuente de iones, que ioniza las moléculas a analizar;

I1. Un analizador de masas (0 combinacion de analizadores), que puede ser utilizado
como celda de colision para la fragmentacion y/o clasificacion con relacién a su masa-
carga de los iones fragmentados;

I11. Un detector que amplifica y cuantifica las sefiales resultantes de generacion de los
datos finales que consta de espectros MS y MS/MS;
IV.Y herramientas bioinformaticas para el procesamiento de datos (Girolamo et al.,

2013).
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Figura 6: La espectrometria de masas y sus diferentes componentes para un analisis
metabolomico. (Girolamo et al., 2013).
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7.2 Metodos de ionizacion
7.2.1 lonizacion electronica (IE)

El primer componente de un espectrometro de masas es la fuente de iones, donde se producen
especies cargadas. En la técnica de ionizacion suave, hoy en dia ampliamente utilizada, una
baja cantidad de energia interna se transmite a las moléculas durante el proceso de ionizacion.
Los electrones son producidos por emision termidnica desde un filamento de tungsteno o
renio. Una corriente tipica de un filamento es del orden de 1x10* amperios. Estos electrones
salen de la superficie del filamento y son acelerados hacia la camara fuente de iones la cual
mantiene a una potencial positivo (igual al voltaje de aceleracion). Los electrones adquieren
una energia igual al voltaje entre el filamento y la camara fuente (tipicamente 70 electro
voltios, eV). La trampa de electrones se mantiene a un potencial fijo positivo con respecto a
la cadmara fuente. Una porcion del haz de electrones golpeara la trampa de electrones
produciendo la corriente de la trampa. Esta es usada como un circuito de retroalimentacion
para estabilizar el haz de electrones Figura 7.(Ayala-Breton y Regil-Hernandez, 2004).

Un iman permanente se coloca a lo largo de la camara fuente para producir un flujo magnético
paralelo al haz de electrones. Esto causa que el haz de electrones tome una direccion de
espiral desde el filamento hasta la trampa, aumentando la probabilidad y la eficiencia para
ionizar el analito. Las moléculas de analitos gaseosos son introducidas en la via del haz de
electrones en donde son ionizados por interacciones electronicas con el haz de electrones. La
ionizacion puede realizarse también por impacto directo de un electron con una molécula de
analito.

La repulsion de iones con carga positiva y la excitacion negativa del voltaje actuan
conjuntamente para producir un campo eléctrico en la cAmara fuente tal que los iones saldran
de la camara a través de la ranura de salida de iones. Los iones son dirigidos por medio de
varios lentes de enfoque y centrados, y son enfocados hacia la ranura de salida de la camara.
Es entonces cuando los iones pueden ser analizados por su masa y carga (m/ z) (Ayala-Breton
y Regil-Hernandez, 2004).
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Figura 7: Esquema de ionizacion electronica. (Ayala-Bretdn y Regil-Hernandez, 2004).

7.2.2 Bombardeo Réapido de Atomos (FAB) y Espectrometria de Masas de lon Liquido
Secundario (LSI).

Las técnicas de FAB y LSI consisten en el bombardeo de una mezcla sélida de analito con la
matriz por un rapido haz de particulas. La matriz estd formada por especies pequefias
orgénicas (glicerol o alcohol-3-nitrobencilico) las cuales son usadas para mantener una
superficie homogénea “fresca” para el bombardeo, por lo tanto, extendiendo el tiempo de
vida espectral y acentuando la sensibilidad. En FAB, el haz de particulas es un gas inerte
neutral, comdnmente Ar o Xe, con energias de bombardeo de 4-10keV, mientras que en LSI,
el haz de particulas es un ion, tipicamente Cs*, con energias de bombardeo de 2 — 30 keV. El
haz de particulas incide en la superficie del analito en donde transfiere mucha de su energia
a los alrededores, generando colisiones e interferencias momentaneamente.

Algunos compuestos son expulsados fuera de la superficie en forma de cationes y aniones en
este proceso, y estos iones secundarios liberados son luego extraidos de la fuente y analizados
por un espectrometro de masas. La polaridad de la fuente de extraccion puede ser cambiada
dependiendo que compuesto se esté analizando (Ayala-Breton y Regil-Hernandez, 2004).

La Figura 8, muestra un esquema que representa una fuente Rapida de Bombardeo Atémico
operando en modo de ion positivo. El haz atémico rapido incide en la superficie del analito
y matriz en donde produce una liberacion de iones secundarios. Los iones positivos son
extraidos de la fuente hacia el espectrometro de masas. Las técnicas FAB y LSI son
comparativamente técnicas de ionizacion suave, y por lo tanto son adecuadas para
compuestos de baja volatilidad, que producen tipicamente grandes picos para las especies
ionicas pseudo-moleculares [M+H]™ y [MH], conjuntamente con fragmentos i6nicos
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estructuralmente significativos y algunos agregados idnicos de mayor peso molecular y/o
dimeros (Ayala-Breton y Regil-Hernandez, 2004).
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Figura 8: Esquema de bombardeo rapido de &tomos (FAB). (Ayala-Breton & Regil-
Hernandez, 2004).

7.2.3 lonizacion por Electro-aerosol

La produccion de iones por evaporacion de gotas cargadas eléctricamente obtenida mediante
asperjado o burbujeo se conoce desde hace siglos, pero solo recientemente se descubrié que
estos iones pueden contener mas de una carga. Un modelo de la formacion de iones en ESI,
se describe a continuacion:

Grandes gotas cargadas se producen por “nebulizacion”; por ejemplo, cuando se forzar a
pasar la solucién del analito a través de una aguja, donde al final de ésta se aplica un potencial,
el potencial usado es suficientemente alto para dispersar la solucion que sale en pequefias
gotas finas cargadas todas a la misma polaridad.

v El solvente se evapora, disminuyendo el volumen de la gota y aumentando la
concentracion de la carga en la superficie de la gota. Eventualmente, en el limite de
Rayleigh, la repulsion culombica supera la tension superficial de la gota y ésta
explota.
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v’ Esta explosién culémbica forma una serie de gotas mas pequefias y menos cargadas.
El proceso de disminucion de volumen seguido de la explosion se repite hasta que se
logran formar iones individuales cargados del analito “puro”.

v" Las cargas estan estadisticamente distribuidas en todos los sitios de carga disponibles
del analito, dando lugar a la posible formacion de mdaltiples iones cargados en las
condiciones correctas.

v Al aumentar la velocidad de evaporacién del analito introduciendo un flujo de gas
desecante a contracorriente a los iones asperjados, aumenta el grado de carga
maltiple.

Si se disminuye el diametro capilar y se disminuye el flujo de la solucién del analito, como
en ionizacion nano aerosol, se produciran iones con una proporcion mas alta de m/z (es una
técnica de ionizacion mas suave) que los producidos por un ESI convencional y son de mayor
utilidad en el campo de bio-analisis (Figura 9) (Ayala-Breton y Regil-Hernandez, 2004).
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Figura 9: Esquema de un ionizador por electro aerosol (ESI). (Ayala-Bretén y Regil-
Hernandez, 2004).

7.2.4 Desorcion/lonizacion laser asistida en matriz (MALDI)

7.2.4.1 Desorcion laser

El estudio de los compuestos polares siempre ha sido un problema para la espectrometria de
masas. Se demostrd a principios de la década de 1960 que la radiacion de muestras organicas
de bajo peso molecular con un pulso laser de alta intensidad produce iones que pueden ser
analizados por su masa.

Desde esto primeros experimentos, la desorcion laser (LD) ha sido ejecutada con un amplio
rango de condiciones instrumentales y una gran variacion en la calidad de los resultados. La
aplicacion de LD al analisis de macromoléculas biologicas polares no volatiles,
macromoléculas organicas y polimeros fue un paso importante en el desarrollo de LD. Sin
embargo, estos experimentos revelaron tener un limite maximo para el peso molecular de 5-
10 kDa.
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El requisito primario para una Desorcidn Laser exitosa es que la transferencia de energia del
rayo laser hacia el analito debe ocurrir en el menor tiempo posible para prevenir la
descomposicion de las moléculas térmicamente labiles del analito. El limite del peso
molecular es probablemente debido a que la energia necesaria para provocar la excitacion
resonante y la transferencia exitosa de energia es mas grande que la energia de disociacion
del analito. Por lo tanto, el analito no se desorbe quedando intacto en una cantidad
significativa dando como resultado un espectro de fragmentos de bajo peso molecular
solamente.

Otra restriccion importante de la ionizacion LD es la corta duracion del destello idnico que
se produce después del pulso laser. Una consecuencia de esto es que la técnica no es adecuada
para instrumentos de analisis de barrido en sector o en cuadrapolos. Esto indica que LD es
particularmente adecuada para espectrometria de masas de Tiempo de Vuelo (MS/TOF)
(Ayala-Bretdn y Regil-Hernandez, 2004).

7.2.4.2 Desarrollo de la Desorcion/lonizacién asistida en Matriz (MALDI)

En 1987, se descubrié que el uso de una matriz de desorcion laser (LD) podria liberar la
limitacion restrictiva del peso molecular de la técnica. Los requisitos de la matriz son que
tenga una fuerte absorbancia en la longitud de onda laser y que tenga una masa molecular
suficientemente baja para poder sublimarse. El analito, a baja concentracion, se dispersa
uniforme y completamente en la matriz solida o liquida, depositada al final de una sonda o
en una placa metélica e introducida al pulso de rayo laser.

Un analito a baja concentracion tiene ventajas importantes:

e La eficiencia de la transferencia de energia del laser al analito (a traves de la matriz)
aumenta, mientras que los problemas asociados con la disociacion del analito se
reducen significativamente.

e La asociacion de las moléculas de analito para formar agregados de alto peso
molecular también se reduce y se cree que ciertas matrices especificas pueden
inclusive acentuar la formacion de iones.

Mecanismo de la Desorcién iénica

El mecanismo de la técnica MALDI no se ha comprendido totalmente, pero se cree que
funciona de la siguiente manera:

(1) La formacion de una “Solucion Solida”.

Las moléculas de analito estdn completamente distribuidas en toda la matriz de manera
gue se encuentran aisladas unas de otras. Esto es necesario para que la matriz forme una
“solucion solida” (cualquier solvente liquido usado en la preparacion de la solucion se
retira cuando la mezcla se seca antes del analisis) (Ayala-Breton y Regil-Hernandez,
2004).

(i) Excitacion de la Matriz.
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Algo de la energia laser incidente en la solucion soélida es absorbida por la matriz,
produciendo rapidas vibraciones y causando una desintegracion local de la solucion
solida formando agregados compuestos de moléculas individuales de analito rodeadas de
moléculas de matriz neutra y excitada. Las moléculas de la matriz se evaporan de estos
agregados dejando atras la molécula excitada del analito.

(iii) lonizacién del Analito.

Las moléculas de analito pueden ionizarse por simple protonacion por la matriz excitada
fotonicamente, dando lugar a la formacion del compuesto tipico de tipo [M+X]+ (donde
X=H, Li, Na, K, etc.). Algunos compuestos con carga multiple, dimeros o trimeros se
pueden formar también. Se producen aniones por las reacciones con des protonacion del
analito por la matriz para formar [MH] y por las interacciones con los fotoelectrones para
formar iones moleculares radicales [M].

Estas reacciones de ionizacion ocurren en las primeras decenas de nanosegundos después
de la radiacién, y dentro de la nube de desorcion inicial de matriz/analito. Es en esta
forma en que se produce el espectro caracteristico MALDI, dando lugar tipicamente a
grandes sefiales para compuestos del tipo [NM+X]n+ (N * n) (Ayala-Breton y Regil-
Hernandez, 2004).

Analizador de masas
en tiempo de vuelo

_— Red de extracciéon

“"Pluma”™ de desorcidén
— de iones de anolito y matriz

-l -Anolito
-Matriz

- -Cationes (v.g. Na* o H*)

=

== = = —
%’ - -_— e '

Figura 10: Esquema de adsorcion/ desorcion laser asistida por matriz (MALDI). (Ayala-
Breton y Regil-Hernandez, 2004)

Un analizador de masas es el componente del espectrometro de masas dedicada a la
separacion de iones de acuerdo con valores masa/carga (m/z). Diferentes principios fisicos
se pueden emplear para la separacién de iones: por lo general los analizadores tradicionales
accionados eléctricamente (es decir, los sectores magnéticos) emplean un campo magnético.

Actualmente, los analizadores ampliamente usados son cuadrupolos (Q), trampa de iones
cuadrupolos (QIT), el tiempo de vuelo (TOF), y resonancia ciclotron de iones transformada
de Fourier (FT-ICR) (Figura 11). Las caracteristicas de un analizador de masas se determinan
por varios pardmetros:
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l. resolucion (la eficiencia de separacion de iones, a través de su relacion de m/z)
Il. exactitud de masa (la confianza en los valores de m/z)
1. rango de masas

IV.  adquisicién de MS/MS y la precision (la capacidad de reproducir una medicion de la
masa de un compuesto dado) (Girolamo et al., 2013).

QUADRUPOLO CON TRAMPA DE IONES

QUADRUPOLO

TIEMPO DE VUELO LINEAL

. ge oo ' TRANSFORMADA DE FOURIER DE RESONANCIA ION CICLOTRON

RECEIVER

PLATE \— c—

TRANSMITTER
PLATE

TIEMPO DE VUELO REFLECTOR

MAGNETIC
FIELD

I PLATE

Figura 11: Equipos para el analisis por espectrometria de masas.(Girolamo et al., 2013).

7.2.5 Cuadrapolos (Q)

El analizador de masas Q se introdujo en el campo de la investigacion en la década de 1950
por el Premio Nobel P. Wolfgang. Se compone de cuatro barras paralelas de metal, donde se
aplica un voltaje directo a dos de estas barras, mientras que los otros dos estan vinculados a
un potencial de radiofrecuencia alterna. Los voltajes aplicados determinan la fuga de iones
entre las cuatro barras. Especificamente corriente directa y voltaje alterno, permiten que los
iones que se caracteriza por una cierta relacién masa-carga pasen al analizador. Por Gltimo,
el espectro de masas se registra mediante la adquisicion de los iones que pasan a través del
filtro cuadrdpolos cuando se varian las tensiones (Girolamo et al., 2013).



Wolfgang también desarroll6 el analizador de masas cuadripolos con trampa de iones QIT.
Como se muestra en la FIGURA 11, Los iones, de la fuente de instrumento, entrar en la trampa
y se encuentran atrapados en el interior de tres electrodos hiperbolicos que representan el
electrodo de anillo, laentrada y salida electrodos encapuchados. Diferentes valores de tension
se aplican a estos electrodos, determinando asi un hueco en el que estan atrapados los iones,
con lamovilidad de iones en funcion de las tensiones aplicadas y relaciones m/z individuales.
Los iones luego son centrados sobre el detector por un cambio gradual de los potenciales,
produciendo el espectro de masas

7.2.6 Resonancia ciclotron de iones con Transformada de Fourier (FT-ICR)

En 1929, Lawrence inventd el ciclotron, un aparato para la aceleracion de particulas nucleares
a muy altas velocidades sin necesidad de utilizar altas tensiones. En 1974, Marshall y
Comisarow fusionan el rendimiento del sistema de ciclotrén rapida FT, lo que permite el
ciclotron para convertirse en un espectrémetro de masas de alto rendimiento. El de ultra alta
resolucion FT-ICR consta de una fuente de iones ESI, para transferir iones en el campo
magnético y una celda ICR o trampa de Penning (Girolamo et al., 2013).

Los iones son atrapados, expuesto al campo magnético, forzado en su movimiento ciclotrén,
analizados y finalmente detectados. El uso de una trampa de Penning aumenta el tiempo de
deteccidn y por lo tanto la sensibilidad y la resolucion. La mas reciente adquisicion de la
familia FT-MS es el analizador Orbitrap. Fue inventado por Alexander Makarov como una
modificacion QIT, donde Orbitrap trabaja con campos electrostaticos mientras que el QIT
utiliza un campo eléctrico oscilante dinamico tipicamente en ~1MHz. El Orbitrap se presentd
al publico en una conferencia de la Sociedad Americana para la espectrometria de masas en
1999 y rapidamente hizo su debut en la corriente principal de MS en 2005 como un detector
de masas preciso y compacto. Los espectrometros de masas Orbitrap difieren
fundamentalmente de la FT-ICR-MS debido a su mecanismo integrado de excitacion por la
inyeccién (Makarov, 2004).

7.2.7 Espectrometro de masas en tandem

El término “tandem” indica el uso de una segunda etapa de andlisis de masas en el mismo
experimento. Esto da lugar a la capacidad de estudiar selectivamente iones especificos en
una mezcla compleja para obtener informacion estructural sobre ese ion. Acoplando dos
analizadores, separados por una camara de colisiones se puede obtener mas informacion de
la molécula. Como se muestra en la TABLA 2, varias combinaciones de analizadores de masas
se pueden montar en un espectrometro de masas en tdndem comercial, la obtencién de
analizadores de masas conectadas en serie. En estos espectrometros de masas hibridos, el
aislamiento de iones y de exploracidn son realizadas por el primero y los analizadores finales,
mientras que el segundo analizador es una celda de colision que permite la fragmentacion de
iones (Girolamo et al., 2013).

Como se muestra en la Figura 12, para principales modos de exploracion se utilizan, sobre
todo:
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I. escaneo de iones-producto
ii. escaneo de iones-precursores
iii. escaneo peérdida neutral

iv. reaccion de monitorizacion seleccionada (Girolamo et al., 2013).
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I0N-PRECURSOR (FRAGMENTACION) 10N FRAGMENTADO
ii) Exploracion de iones-precursores

° ! ,
o — S e —
° \
CAMARA DE TONES EXPLORACION DE CELDA DE COLISION MONITOREO DE DETECTOR
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iv) Monitoreo de reaccion seleccionada
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CAMARA DE IONES EXPLORACION DE CELDA DE COLISION MONITOREO DE DETECTOR
10N SELECCIONADO (F RAGMENTACION) 10N FRAGMENTADO

Figura 12: Reaccion de monitoreo maltiple (Girolamo et al., 2013).

En la (i), el analizador selecciona un ion precursor de interés que esta fragmentado en la celda
de colision, por lo tanto, la produccién de los iones-producto son analizados por el segundo
analizador de masas.Durante la (ii) del proceso, el segundo analizador se centra en un ion-
producto particular de interés después de la colisién, mientras que el primer analizador de
masas analiza las relaciones m/z. Por el modo de exploracion iones-producto, se detectan
todos los iones-precursores.
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En la (iii), el primer y segundo analizadores de masas operar simultaneamente con un

€,

desplazamiento de “x” masa constante.

Cuando un ion-precursor se transmite a través del primer analizador de masas, este ion se
registra si se produce un ion-producto correspondiente a la pérdida de un fragmento neutro
de “x” desde el ion-precursor después de la celda de colision. En la (iv) el monitoreo de
reaccion del ion seleccionado, el primer y segundo analizadores de masas, ambos centrados
en los iones seleccionados. En esta modalidad se obtiene una alta especificidad y alta
sensibilidad por un ciclo de trabajo para supervisar las transiciones de interés. En el caso del
primer o segundo analizador de masas o ambos, multiples iones se establecen para
monitorizar multiples reacciones, de ahi el término “monitoreo de reaccion multiple” (MRM)
es ampliamente utilizado y su técnica es ampliamente empleada para el anlisis cuantitativo
de la especie molecular individual mediante el uso de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) acoplada MS (Girolamo et al., 2013).La espectrometria de masas en tindem puede
clasificarse en dos tipos:

Tandem en espacio:

o Cuadrupolos en tindem
o Sector en tandem
o Sector- cuadruplo

Téandem en tiempo:

o Trampa idnica
o Transformada de Fourier (Ayala-Breton y Regil-Hernandez, 2004).

La TABLA 2 muestra una vision general de los espectrémetros de masas y sus especificaciones
técnicas, ofrecidos por los principales fabricantes en configuraciones LC-MS y MALDI-MS.
Estas innovadoras soluciones ofrecen un avance extraordinario en la resolucion de masa,
masa de precision y velocidad de adquisicion. La resolucion ICR y exactitud de masa son los
mas altos, en comparacion con todos los analizadores modernos, seguido de analizadores
basados en TOF-Orbitrap. Y, a pesar de que los tiempos de adquisicion son mas largos por
el mayor nimero de registro de iones. Sin embargo, el aumento de la velocidad de adquisicion
de analizadores de masas FT es posible, pero se trata de una resolucion reducida
significativamente en comparacion con los mejores valores reportados para velocidades de
exploracién lentas, como se muestra en la TABLA 2 (Girolamo et al., 2013).

7271 Tiempo de vuelo (TOF)

Los analizadores de masas TOF tienen la velocidad més alta de escaneo entre todos los
analizadores de masas y su rango de m/z es tedricamente ilimitado en configuracion lineal
MALDI/TOF (cientos de miles Da), a pesar de la m/z, la gama de analizadores basados en
TOF en los sistemas LC-MS se limita a varias decenas de miles.
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En general, el analizador Q es el mas simple y barato, seqguido de la Tl y de TI lineal. El
analizador TOF es el analizador de masas de alta resolucion mas barata, con caracteristicas
notables en términos de velocidad de adquisicion, rango m/z y relativamente buena
resolucion y exactitud de masa. Los analizadores FT e ICR-MS tienen los mejores parametros
de funcionamiento, pero la complejidad fundamental implica aumento de los costos de

inversion.

Tabla 2: Espectrometros de masas hibridos comunes con sus pardmetros técnicos.
(Girolamo et al., 2013).

Analizadores Nombre comercial del Precision Resolucion Velocidad de
de masa instrumento de masa (Am/z) adquisicion
combinados (ppm) (Hz)
QgQ LCMS-8030, Shimadzu - 0.7 15
6490, Agilent - 0.4 10
Triple Quad 5500, AB SCIEX - 1 12
TSQ Vantage, Thermo Scientific 5 0.07 5
XEVO TQ-S, Waters - 1 10
Q-lineal QTRAP 5500, AB SCIEX - 0.1 20
trampa ionica QTRAP 6500, AB SCIEX - 0.05 25
Q-TOF maXis 4G, Bruker Daltonics <0.6 0.02 30 (MS), 10
micrOTOF-Q II, Bruker <2 0.05 (MS/MS)
Daltonics <1 0.04 20
XEVO G2 QTof, Waters <1 0.02 30
6550 QTOF, Agilent 0.5 0.03 50
TripleTOF 5600, AB SCIEX 50 (MS),
100(MS/MS)
Q-IMS-TOF Synapt G2-S HDMS, Waters <1 0.02 30
MALDI Synapt G2-S HDMS, <1 0.1 -
Waters
Q-Orbitrap Q Exactive, Thermo Scientific <1 0.001 12
Q-ICR SolariX 15T, Bruker Daltonics <0.25 0.0002 -
LIT-ICR LTQ FT Ultra 7T, Thermo <1 0.0005 2
Scientific
LIT-Orbitrap | Orbitrap Elite, Thermo Scientific <1 0.002 8
MALDI LTQ Orbitrap XL, <2 0.004 -
Thermo Scientific
TOF/TOF TOF/TOF 5800 System, AB <1 0.07 -
SCIEX <15 0.08 -
UltrafleXtreme, Bruker <5 0.2 -
Daltonics
Axima Performance, Shimadzu
TOF-Trampa LCMS-IT-TOF, Shimadzu 3 0.1 10
ionica Axima Resonance, Shimadzu 3 0.3 -
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8 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La RMN es una técnica espectroscopica que estudia la absorcién y emision de radiacion
electromagnética por los nucleos de ciertos atomos bajo la influencia de un campo magnético.
Los nacleos atdbmicos son entidades cargadas que poseen un movimiento de espin y como
consecuencia, originan un campo magnético, dependiente de la dotacion nuclear, que se
puede caracterizar por un vector momento magnético() cuya direccion es aleatoria. Se trata
pues de un sistema con niveles de energia degenerados independientes de la orientacion del
vector p. Al aplicar un campo magnético de intensidad Bo en una determinada direccion (Z),
la interaccion con el nacleo en movimiento (espin) da lugar a que el momento magnético p
efectlie un movimiento de precesion. La frecuencia de precesion vo (frecuencia de Larmor)
depende de vy (relacion giro magnética del ntcleo) y de Bo (intensidad del campo magnético
aplicado) La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una técnica analitica
ampliamente usada en metabolémica debido a que requiere solo una paso para la preparacion
de la muestra, con naturaleza no destructiva, alta robustez, reproducibilidad y aporta
informacidn estructural de los metabolitos (Bharti y Roy, 2014).

8.1 Técnica RMN-1D
8.1.1 Experimento de un solo pulso

El experimento de un solo impulso consiste en un retardo de relajacion y un pulso duro de
90° seguido por el tiempo de adquisicidn. Las muestras de fluidos corporales que tienen agua
en concentracion molar dan lugar a un pico muy intenso en el espectro que interfiere con la
observacién de los metabolitos en concentracion milimolares (mM). Esto se conoce como un
problema de rango dindmico en espectroscopia de RMN. Para superar esto, se requieren
técnicas de RMN de supresion de disolventes. Se han desarrollado varias técnicas de
supresion de disolventes y se han utilizado para la supresion de la sefial de disolvente en
muestras de metaboldmica. Estos incluyen la presaturacion, WATERGATE (Liu et al., 1998;
Piotto, Saudek, y Sklenaf, 1992), WET (Smallcombe, Patt, y Keifer, 1995), excitacion
esculpida, PURGE (Simpson y Brown, 2005), etc. La pre-saturacion es uno de los métodos
mas simples y comUnmente utilizados para la supresion de disolventes. En esta técnica, se
aplica un pulso selectivo de baja potencia sobre la frecuencia del disolvente para saturar la
sefial de agua justo antes del pulso duro de 90 °. Un Unico espectro de RMN de las muestras
analizadas, es el primer y el paso basico méas importante en las asignaciones metabdlicas y la
cuantificacion de metabolitos, y por lo tanto debe ser registrado en parametros
experimentales bien optimizados para una mejor exactitud.

Informacion como multiplicidad, constante de acoplamiento, valores integrales, nimero de
sefiales, intensidad relativa, etc., pueden ser extraidos desde un solo espectro de RMN- Unico
pulso para el escaneo inicial de los metabolitos (Moco et al., 2007). El principal problema
asociado con la técnica de pre-saturacion es la supresion de las sefiales de iones
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intercambiables con agua (-NH, -SH, -OH). Para medir tales sefales, es preferible usar
WATERGATE y pre-saturacion de excitacion esculpida.

8.1.2 Desacoplamiento mononuclear

El desacoplamiento mononuclear es una aplicacion de radiacion de baja potencia en un
conjunto de frecuencias y observando sus efectos sobre las matrices de acoplamiento dentro
del espectro de los mismos nucleos, es decir, el nacleo de desacoplamiento y el nicleo de
observacién son iguales. El desacoplamiento mononuclear de protones se aplica para la
simplificacion de espectros de RMN, patrones complejos asociados e identificacion de
parejas de acoplamiento en espectros de RMN (Gowda et al., 2006). Los investigadores usan
experimentos de desacoplamiento mononuclear para identificar &cidos grasos estrechamente
relacionados. Por ejemplo, Annarao et.al., utilizando experimentos de desacoplamiento
mononuclear diferenciaron los acidos linolénicos (18: 3n-6) de los acidos linolénicos (18:
2n-6), en semillas en desarrollo de Jatropha curcas (Annarao et al., 2008).

8.2 Técnicas de RMN de dos dimensiones (RMN-2D).
8.2.1 Método 2D-J-resuelta

J-resuelta (JRES) es uno de los experimentos méas importantes utilizados para la asignacion
de metabolitos sobre la base de sus constantes de acoplamiento y la simplificacion de los
espectros de protones utilizando célculos de proyeccion 1D (Viant, 2003). El espectro 2D-
JRES proporciona desplazamiento quimico en la primera dimensién y valor J en la segunda
dimensién. Por lo tanto, el valor J puede medirse con una mayor precision para la
superposicién de resonancias en el cambio quimico de la dimensién (Lindon; Nicholson y
Holmes, 2011). Ademas, la suma de las proyecciones del espectro JRES proporciona un
espectro 1D desacoplado de protones que puede explorarse mas a fondo para el andlisis de
metaboldmica rutinaria.

8.2.2 DQF-COSY (Espectroscopia de correlacion filtrada de doble cuantia)

La COSY bidimensional mejora la precision de las identificaciones metabdlicas extendiendo
la informacion de cambio quimico a la segunda dimension de frecuencia. Ademas de la
resolucion espectral, la RMN de COSY ayuda en la identificacion de la red de spin asociada
con los metabolitos mediante el acoplamiento J y, en consecuencia, ayuda en la identificacion
de los metabolitos. Las sefiales de metilo de lactato y treonina no se distinguen en 1,33 en un
espectro dimensional. Sin embargo, los picos cruzados en el espectro de COSY para el lactato
(1,33, 4,12 ppm) y treonina (1,33, 4,25 ppm) ayudan en su identificacion y contribucion a
1,33 picos de resonancia. DQF-COZY se prefiere sobre los experimentos de COSY normales
porque los picos intensos solos en el DQF-COSY se suprimen y se mejora la resolucion
adyacente a los picos diagonales. El inconveniente de DQF-COSY es la reduccion de la
sensibilidad, lo que requiere mas tiempo experimental (Bharti y Roy, 2014).
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9 SOFTWARE PARA EL ANALISIS METABOLOMICO
9.1 Bases de datos disefio e implementacion

Los datos generados por experimentos metabolémicos basados en RMN y MS consisten en
perfiles espectrales y/o cromatografico que contienen miles de sefiales, que representan una
“instantanea” del perfil metabdlico de un estado bioldgico particular (Gomase et al., 2008).
En cualquier experimento metabolomico basado en MS, por ejemplo, cada metabolito esta
representado por las siguientes caracteristicas: relacion masa/carga (m/z), la abundancia
relativa o intensidad, y tiempo de retencion (Brown et al., 2005; Katajamaa y Oresi¢, 2007).

Con miles de metabolitos que pueden ser detectados simultdneamente, estos conjuntos de
datos requieren herramientas de software de procesamiento, software de visualizacion,
herramientas estadisticas y bases de datos completas para el analisis de datos eficiente e
interpretacion. El flujo de trabajo de analisis de datos comienza con el procesamiento de
datos, lo que implica la reduccion de ruido, la deteccién de pico, la normalizacion, y la
conversion de los datos procesados a un formato adecuado para su posterior analisis (Brown
et al., 2005; Katajamaa y Oresi¢, 2007).

El siguiente paso es analizar los datos con herramientas de analisis de datos “corrientes
abajo” para la identificacion de metabolitos, reconocimiento de patrones, o la asignacion de
la funcion bioldgica metabolito. EI gran volumen de datos que tiene que ser analizado plantea
un desafio Unico en el analisis de datos. Para responder a este desafio se requieren recursos
especificos de bioinformaética y quimio-informéticos. Recursos que faciliten el analisis de
datos, recuperacion de la informacion pertinente para la interpretacion de datos y disefio
experimental; son bases de datos que pueden integrar los datos espectrales, propiedades
fisicoquimicas, las propiedades estructurales y quimicas, y los flujos de trabajo de
experimentacion. Hay una serie de bases de datos que se utilizan actualmente en la
metabolémica. (Go, 2010).

9.2 Recuperacion de la informacidn

El primer paso en la organizacién y la gestion de la gran cantidad de conjuntos de datos
generados a partir de experimentos metabolémicos es el desarrollo de bases de datos
completas y faciles de usar, con buenas anotaciones y publica, para su almacenamiento y
difusion de datos. El adecuado disefio e implementacion de la gestion de datos, el manejo y
larecuperacién es fundamental en la captura de toda la informacidn pertinente en una muestra
biologica dada, para el analisis e interpretacion de datos

Ademas, una base de datos debe proporcionar a los usuarios, registros finales de la consulta
en la interfaz y sistemas faciles de usar que permiten un almacenamiento, recuperacion y
visualizacion de datos a través de diferentes plataformas informaticas. Las bases de datos
metaboldmicas actuales estan disefiadas para el almacenamiento de datos, identificacion de
metabolitos, como un centro de informacion de las propiedades fisicoquimicas, perfiles
espectrales de moléculas, flujo de trabajo experimental, y la determinacion de las funciones
bioldgicas (Nobeli y Thornton, 2006; Wishart, 2007).
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Con la gran cantidad de informacién que esta siendo adquirida, las bases de datos siguen
creciendo y evolucionando. Por lo tanto, se debe hacer un esfuerzo considerable para anotar
la informacion para mantener la base de datos actualizada y precisa.

Al igual que muchas bases de datos biologicas y protedmicas, estas herramientas en
metabolomicas son de facil acceso en linea a través de una interfaz web. Estas bases se
implementan con los sistemas relacionados, como MySQL, PostgreSQL y Oracle, y
programacion y lenguajes script que incluyen Perl, Python, PHP y Java. Los contenidos de
las bases de datos y la informacion relacionada se recuperan a traves de un motor de busqueda
que admite texto y busquedas basadas en la estructura y verosimil "hits" se resumen
normalmente en un formato tabular (Go, 2010).

Los avances en las herramientas computacionales permiten la prestacion en linea de
estructuras quimicas, datos espectrales y diagramas de rutas. Las bases de datos en
metaboldmica son ampliamente entrelazadas a otras y repositorios de datos quimicos para
proporcionar informacion completa para cada entrada metabolito. Asistir y permiten a los
usuarios sacar el maximo provecho de la informacién y datos disponibles almacenada en
estos recursos, el sitio web proporciona documentacion en linea, paginas de ayuda, guia del
usuario, tutoriales y videos webinar (Go, 2010).

Un aspecto importante en el desarrollo de bases de datos es la implementacion de los
formatos estandarizados para describir y representar datos metabolémicos. Tal esfuerzo
permitiria que el almacenamiento de datos, intercambio y difusion sea mas eficiente. Hasta
ahora, las iniciativas de normalizacion establecidas por la Sociedad de Metabolémica (Fiehn
et al., 2006), la Minima Informacion sobre experimentos de la Metabolémica (MIAMET)
(Bino et al., 2004). Reportes de Estandares Metabolicos de Estructuras (SMRS) (Amberg et
al., 2005), por Arquitectura para la metabolémica (ArMet) (Jenkins et al., 2004), y la
Iniciativa de Normalizacion en Metabolémica (MSI) (Fiehn et al., 2007; Sansone et al.,
2007), estan tomando las medidas necesarias para la estandarizacién de datos metaboloémico.
Esta iniciativa ha puesto en marcha en la actualidad el lenguaje de marcado extensible (XML,
http://www.w3.0rg/TR/xml11/) para el intercambio de datos en este marco y ha establecido
directrices para el modelo de datos en informes metabolémico (Go, 2010).

9.3 Tipos de bases de datos en la metabolémica

En la actualidad, las bases de datos metabolomicos abarcan desde metabolitos, datos
espectrales y la informacion estructural de los flujos de trabajo experimentales. Estas se
consideran Utiles en la investigacion e incluyen: (Mendes, 2002).

<

Perfiles detallados de metabolitos que incluye datos brutos y metadatos,
Almacenar perfiles de metabolitos de especies individuales,

Contienen perfiles de metabolitos combinados de muchas especies y condiciones,
La lista de todos los metabolitos conocidos de cada especie,

v
v
v
v" Informacion bioldgica establecida.
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Hasta el momento, el alcance actual de las bases de datos metabolémicos existentes abarca
tres de las bases de datos que acabamos de describir. Estas pueden ser clasificados de acuerdo
con su contenido de los datos:

e las bases de datos de perfiles de metabolitos de referencia, que consiste en bibliotecas,
especies especificas de perfiles de metabolitos, bases de datos compuestas y bases de
via espectrales

e ¢l sistema de gestion de informacion de laboratorio metabolémica (LIMS) que
almacena los flujos de trabajo experimentales (es decir, desde la recepcion de la
muestra hasta la presentacion de datos).

9.4 Bases de datos de perfil de referencia de metabolitos

Estas bases contienen colecciones completas de datos bioldgicos, quimicos y fisicos de los
compuestos, asi como metabolitos en los sistemas biologicos y organismos. Estan disefiados
para facilitar la identificacion de metabolitos y la busqueda de la funcion biolégica relevante.
En esta categoria incluyen espectros de referencia en la biblioteca, de vias, y que son
especificos de compuestos particulares, especies y fluidos bioldgicos (Go, 2010).

9.5 Bibliotecas de referencia espectral

El uso de bibliotecas espectrales de referencia para identificar metabolitos ha sido una
herramienta de identificacién de metadatos, especificamente en estudios de metabolitos de
perfiles basados en la cromatografia de gas acopladas a espectrometria de masas (GC-MS)
(Kopka et al., 2005; Schauer et al., 2005).

Tipicamente, MS y/o MS/MS o espectros de RMN generado a partir de un experimento dado
se compara con una biblioteca espectral o una base de datos de compuestos de referencia. El
espectro del metabolito desconocido se identifica a partir de una lista de posibles espectros
de compuestos de referencia que mejor se ajuste al perfil espectral del metabolito
desconocido. Para un analisis determinado tenga éxito, bibliotecas espectrales de referencia
deben tener los datos espectrales de alta calidad integral (Ausloos et al., 1999). Ademas, estos
datos de los metabolitos de referencia generados a partir de estas bibliotecas o bases de datos
contienen también el tiempo de retencion, nombres/estructuras quimicas, y enlaces a otras
bases de metabolitos. Hasta la fecha, hay varias bibliotecas espectrales de referencia y que
estan disponibles para la metabolomica. Estos incluyen GC-MS, cromatografia liquida
(LC)/MS, ionizacion por electro aerosol (ESI)-MS, con transformada de Fourier (FT)-MS'y
espectros de RMN. Bibliotecas espectrales representativas o bases de datos que se utilizan
comunmente en la metabolémica incluyen la biblioteca de recursos de la base de datos del:

v Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia (NIST,
http://www.nist.go/srd/nist1a.htm),

v La Base de Datos Golm metabolitos (GMD, http://csbdb.mpimp-
golm.mpg.de/cshdb/gmd/gmd.html) (Kopka et al., 2005).

v MassBank (http://www.massbank.jp) (Horai, Arita, y Nishioka, 2008).

v METLIN (http://metlin.scripps.edu) (Smith et al., 2005).
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v Y la base de datos del Consorcio Madison en Metabolomica (MMCD,
http://mmcd.nmrfam.wisc.edu/) (Cui et al., 2008; “NEW BIOINFORMATICS
RESOURCES FOR METABOLOMICS,” 2006).

El uso generalizado de estas bibliotecas se debe a su contenido y facilidad de uso. El
contenido de los datos y la interfaz de usuario de estas bibliotecas han mejorado mucho en
los ultimos afios. Sin embargo, algunas bibliotecas espectrales todavia carecen de
documentacidn en linea, tutoriales y paginas de ayuda (Go, 2010).

9.5.1 Biblioteca espectral Masas NIST

La Biblioteca espectral Masas NIST es una de las bibliotecas espectrales mas completas
disponibles para la metabolémica.

Se compone de cuatro bibliotecas: la principal, la réplica, la salada, y biblioteca de datos
MS/MS de indice de retencion (RI) que contiene 293,247 valores Kovats RI para 44.008
compuestos. NIST contiene méas de 200,000 espectros MS de 192.108 compuestos volatiles
analizados por ionizacién de electrones (El)-MS, 717 espectros EI-MS de 672 compuestos
volatiles en la biblioteca de sal y 14,802 espectros de 3,898 positivo y 1,410 iones precursores
negativos en bibliotecas MS/MS. NIST 08 ofrece un programa de bdsqueda independiente
de la plataforma MS, una utilidad de MS-intérprete, sistema de decovolucion y la
identificacion de espectro de masas automatizado (AMDIS), un manual electrénico, y una
version en .pdf de la guia y paginas de ayuda del usuario (Go, 2010).

9.5.2 GMD

Es una base de datos a disposicion del publico de los espectros de metabolito por andlisis
GC-MSy los indices de tiempo de retencion, los datos espectrales y los indices de tiempo de
retencion se combinan en una biblioteca de indices de espectros de masas y tiempo de
retencion conocidos (MSRI). La biblioteca GMD-MSRI comprende espectros de metabolitos
analizados por instrumentos GC-MS-cuadrupolos, GC-MS y GC tiempo de vuelo (TOF), con
experimentos utilizando configuracion y columnas de instrumentos similares.

MSRI se puede utilizar con AMDIS de NIST para identificar metabolitos basado en sus
marcas espectrales de masa MSRI. Los catalogos de la biblioteca GMD MSRI con més de
2,000 espectros GC-MS. GMD también contiene registros de experimentos de perfiles de
metabolitos realizados en el Instituto Max-Planck de Fisiologia Vegetal Molecular y sus
colaboradores para el intercambio abierto de datos, asi como las metodologias
experimentales. Para apoyar el intercambio abierto de informacion, los experimentos de
perfiles de metabolitos son compatibles con MIAMET.

GMD soporta consultas basadas en texto para buscar compuestos y consultas basadas en
espectros de comparacion de los espectros de masas en NIST o formatos AMDIS con
disposicion espectros de masa que se encuentra en la biblioteca de GMD. GMD también
permite a los usuarios generar bibliotecas personalizadas que son subconjuntos de la
biblioteca GMD existente.

55


http://mmcd.nmrfam.wisc.edu/

GMD se puede acceder a través del sitio web de Sistemas Integrales Proyecto Bioldgico
(http://csbdb.mpimpgolm.mpg.de/index.html), que proporciona informacion acerca de GMD
y enlaces a las preguntas més frecuentes (FAQSs) y las paginas de ayuda (Go, 2010).

9.5.3 MassBank

Los esfuerzos de la comunidad han impactado positivamente en el intercambio de espectros
de masas. La base de datos de MassBank (http://massbank.jp) es uno de los ejemplos mas
exitosos, con una amplia base de usuarios y colaboradores de muchos paises diferentes. En
una coalicion de servidores de bases de datos, los esfuerzos europeos de MassBank
(https://massbank.eu/) y MassBank de Norte América (http://massbank.us/) permiten el
intercambio inmediato de espectros de masas de estructuras anotadas, incluyendo la
autocuracion de espectros e informacion de estructura quimica. En comparacion, la base de
datos espectral GNPS utiliza enfoques de aprovisionamiento publico para anotar compuestos
desconocidos. Las bibliotecas comerciales como NIST17 aun desempefian un papel
importante debido a los altos niveles de curacion manual, la buena calidad general de los
datos y la amplia cobertura de sustancias.

9.54 METLIN

La espectrometria de masas en tandem (MS / MS) de la base de datos METLIN fue creada
en 2003 y puesta a disposicion del puablico en 2005 para ayudar a identificar metabolitos;
que, en ese momento, no tenian una base de datos para identificar o cualquier otra entidad
qguimica. METLIN, una plataforma en forma de nube de libre acceso y base de datos para
metabolitos, ya que ha crecido a partir de una pequefia coleccion de espectros MS / MS en
100 metabolitos en su primera version a mas de 10 000 metabolitos en 2012, con un adicional
de 12 000 metabolitos y compuestos en los Gltimos 5 afios. Los datos de METLIN son
ampliamente Utiles a través de multiples tipos de instrumentos espectrometria de masas en
tdndem, con los datos recogidos en ambos modos de ionizacion positivo y negativo en
multiples energias de colision, proporcionando espectros de alta resolucion,
sistematicamente adquirida y curada manualmente directamente de normas y sus analogos
de isOtopos estables. Estos datos complementan los datos de otras bases de datos, que han
sido recogidos por impacto de electrones (EI) o la resonancia magnética nuclear (RMN) de
instrumentacion

Las consultas a la base de datos se pueden realizar a través de texto- o consulta basada en la
estructura que puede ser refinado en funcidn de los pardmetros seleccionados por el usuario
y METLIN apoya en modo de busqueda simple o por lotes en masa 0 nombre de compuestos.
Los resultados de la busqueda se muestran en forma de tabla con la siguiente informacion:

metabolito ID

masa

nombre,

formula

namero del Chemical Abstracts Service,

un enlace a la Enciclopedia de Kioto de genes y genomas (KEGG)
base de datos (si esta disponible),

VVVVVVYVY
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> y la estructura (si esta disponible).

METLIN también proporciona la visualizacién de datos con los diagramas 3D LC/MS,
histograma y graficos de dispersion con la caracteristica de codificacion de color afiadido
para los valores de masa en base a diferentes parametros introducidos por el usuario.
METLIN también estd integrado en XCMS2 (Benton et al., 2008), una herramienta
metaboldmica de procesamiento/analisis de datos para la asignacion automatica de datos MS-
tdndem. METLIN esta disponible libremente en linea o disponible como descarga para uso
local. El sitio web proporciona informacién sobre METLIN y Consejos de busqueda.

MMCD es una biblioteca espectral NMR y MS de libre acceso de los estandares de
metabolitos disefiados para la caracterizacion e identificacién de metabolitos (Go, 2010).

Contiene méas de 3,000 espectros de RMN de 477 metabolitos con su desplazamiento
quimico, acoplamientos, secuencias de pulsos, y el pico de intensidad y mas de 2,000
espectros GC-MS de metabolitos recogidos y organizados desde otras bases de datos de
metabolitos de libre acceso y la literatura. Ademas, MMCD también contiene propiedades
quimicas y estructurales de mas de 20,000 moléculas pequefias recogidas de las bases de
datos de metabolitos conocidos. MMCD se apoya en consultas por texto, estructura-, basados
en MS y RMN, y, asi como de busqueda de Google ™. MMCD proporciona una herramienta
de dibujo (editor estructura PubChem) para las consultas basadas en la estructura. Resultados
de la busqueda estan dispuestos en el orden de relevancia en base a los pardmetros definidos
por el usuario con cada candidato adoptivo se muestra con el metabolito, la informacion
estructural, fisica, quimica, y enlaces a otras bases de datos de metabolitos publico. MMCD
implementa un LIMS-metabolomica, sésamo-LIMS, que almacena los protocolos
experimentales, datos primarios, y detalles de los experimentos. Sésamo LIMS proporciona
herramientas para acceder a los datos, visualizacion de datos, y el anélisis de colaboracion.
MMCD proporciona a los usuarios con paginas de ayuda detallados y esta disponible
gratuitamente en linea y como descarga para los usuarios académicos (Go, 2010).

9.6 Base de datos para perfiles metabdlicos especifica en especies, compuestos o fluido
bioldgicos

Las bases de datos para perfiles metabdlicos especifica en especies, compuestos y fluido
biologicos estan orientados a facilitar la identificacion de metabolitos y el analisis
cuantitativo de los datos metabolémicos en la nutricion (Rezzi et al., 2007), el descubrimiento
de biomarcadores (Dunckley, Coon, y Stephan, 2005; Kim, Maruvada, y Milner, 2008;
Schlotterbeck et al., 2006), y el desarrollo, descubrimiento y evaluacion de los farmacos
(Karp et al., 1999; Schlotterbeck et al., 2006; Wishart, 2007).

Estas bases de datos contienen informacién completa de los perfiles de metabolitos en un
determinado estado de un sistema bioldgico que son especificos para una determinada clase
guimica de los metabolitos, especie, fluido bioldgico o tejido (Go, 2010).

Los datos en estas bases consisten en propiedades fisico-quimicas y biolégicas de los
metabolitos, como se asocian a determinadas enfermedades, la concentracion de estos en
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fluidos bioldgicos, tejidos, u 6rganos, estructuras quimicas, y los datos espectrales que se
recogen a partir de experimentos, las bases de datos publicas y la literatura (Go, 2010).

Ejemplos de estas bases de datos incluyen

» Base de Datos del Metaboloma Humano (HMDB, http://www.hmdb.ca) (Wishart
etal., 2007, 2009), la Base de Datos del Metaboloma del liquido cefalorraquideo
HMDB-(LCR) (http://www.csfmetabolome.ca) (Wishart et al., 2008).

» Base de Datos de lipidos y Estructura (LMSD, http://www.lipidmaps.org) (Sud et al.,
2007).

» Banco de Drogas (http://www.drugbank.ca/) (Wishart, 2006; Wishart, 2007; Wishart
et al., 2008), y PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) (Sayers et al., 2009).

Una breve descripcion de cada base de datos se muestra a continuacion.
9.6.1 HMDB

Es la coleccion mas completa de datos de metabolitos endégenos en fluidos bioldgicos y
tejidos obtenidos de experimentos, asi como los reunidos de otras bases de datos y la
literatura humana. La base de datos contiene espectros de RMN y MS, concentraciones en
fluidos biologicos y tejidos, los datos fisicoquimicos, nombres, sinénimos, descripcion de los
metabolitos, estructuras quimicas, los datos clinicos tales como asociacién con la
enfermedad, los datos bioldgicos tales como gen/SNP/mutacion/datos de la enzima, la via
metabolica, y enlaces a otras bases de datos publicas. Cada entrada de cada metabolito se
asocia con una MetaboCard que contiene aproximadamente 90 campos de datos de
informacidn detallada sobre el metabolito de interés (Go, 2010).

La version actual (v. 3.0) contiene mas de 6,800 entradas de metabolitos de 52 clases de
compuestos, ~ 3000 espectros MS y NMR, y 28 vias Unicas. Otras mejoras en esta version
actual incluyen un aumento en la anotacion metabolito y las mejoras en la interfaz de usuario,
consulta y herramientas de visualizacion.

HMDB se apoya de consultas basadas en texto, estructura y en secuencias; proporciona una
utilidad de extraccion de datos, DataExtractor, de busqueda personalizada. HMDB también
implementa un sistema LIMS (MetaboLIMS) para apoyar el almacenamiento y gestion de
informacion de la muestra, los datos de RMN y MS, protocolos experimentales, y los recursos
de laboratorio.

HMDB es de libre acceso y como descarga para el acceso local. La informacién adicional
acerca de los campos HMDB, datos utilizados en HMDB, actualizaciones recientes, y enlaces
a otras bases de datos se proporcionan en su sitio web.

Un avance reciente para apoyar la investigacion de metaboldmica en neurociencia es el nuevo
desarrollo para el perfil cuantitativo y global de metabolitos en el LCR y su base de datos.
La Base de Datos del metaboloma de LCR, que es una parte de HMDB, es una coleccion de
metabolitos enddgenos en LCR que se han detectado a partir de experimentos realizados por
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cientificos del proyecto metaboloma humano y se describe en los datos publicados. Los
contenidos de esta base se derivan de experimentos con 1H-NMR, GC-MS o espectrometria
de masas acoplada a ciclotron de iones con trasformada de fourier (FT-ICR)-MS. Los
registros de la HMDB-LCR consisten en un nombre metabolito, datos de concentracion,
enfermedades, e informacién literaria de el metabolito en liquido cefalorraquideo. Cada
entrada de la base de datos se asocia con un MetaboCard y esta vinculada a HMDB. La base
de datos contiene actualmente mas de 300 metabolitos del LCR. La base de datos esta
implementada en un entorno similar a software de HMDB vy, por lo tanto, tiene consulta
similar, visualizacion y herramientas relacionados con la base de datos como HMDB (Go,
2010).

9.6.2 Drugbank

Es una base de datos de farmacos disponible publicamente para el disefio in-silico, el
descubrimiento de dianas terapéuticas, y el andlisis de las interacciones diana
farmaco/farmaco.

Contiene una amplia coleccién de fisicoquimica, espectral, estructural, farmacoldgica,
farmacéutica, y los datos fisiologicos de las drogas y el blanco terapéutico de drogas,
informacion tales como la secuencia, estructura y vias, que se compilan de la literatura y otras
bases de datos. La base de datos contiene mas de 4,850 medicamentos, que consta de mas de
1,400 farmacos aprobados de molécula pequefia, 128 proteinas biotecnoldgicas/farmacos
peptidicos, 71 nutracéuticos, mas de 3,200 medicamentos experimentales, 64 medicamentos
retirados, y 188 drogas ilicitas. También almacena méas de 4,500 blancos farmacolégicos
consisten en proteinas y ADN blancos identificados por la FDA, mas de 5,000 secuencias, y
mas de 3,200 entradas del Banco de Datos de Proteinas.

Cada entrada a DrugBank se asocia con una DrugCard que detalla mas de 100 campos de
datos de medicamentos que va desde el nombre del medicamento, estructura fisicoquimica,
clinica y propiedades farmacologicas, enlaces a otras bases de datos y resimenes, de
Wikepedia aplicaciones interactivas/imagenes de estructuras quimicas de la droga, y de las
dianas de las drogas.

DrugBank se puede acceder a través de una simple consulta de texto o en el menu desplegable
"Examinar" en la parte superior de la pagina web. Este menl consiste en navegacion-
DrugBank, Pharma-navegaciony Geno-navegacion, que detalla los datos DrugBank en
formato de tabla con un clic de un rat6n. DrugBank tiene herramientas de busqueda similares
a HMDB, como TextQuery, ChemQuery, SegSearch y DataExtractor y herramientas de
visualizacion/dibujo con HMDB (Go, 2010).

9.6.3 LMSD
Es una base de datos que consta de estructuras quimicas de los lipidos biolégicamente
relevantes obtenida de los LIPID-MAPAS por un consorcio de colaboradores, otras bases de

datos de lipidos (Lipido-Banco y LIPIDAT), la literatura, las estructuras quimicas generadas
computacionalmente y lipidos que se identifican a partir de experimentos.
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La base de datos contiene mas de 9.000 estructuras de lipidos que se clasifican de acuerdo
con un sistema de clasificacion global propuesta por el consorcio LIPID-MAPAS vy se
nombran después de un esquema molecular por la Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada-Unidn Internacional de Biogquimica y Biologia.

LMSD ofrece herramientas de dibujo de la estructura para facilitar la representacion de las
diferentes clases de estructuras de lipidos y herramientas de visualizacion que soporta GIF,
JMol, ChemDraw y applets MarvinView (Fahy et al., 2007). Cada entrada de lipidos tiene
LM-ID, nombre comdn, nombre sistematico, formula quimica, clase de lipidos, sinénimo,
estado, y enlaces a otras bases de datos. La base de datos compatible con las consultas de
texto y basados en la estructura.

Los resultados de Busqueda son totalmente anotados y vinculadas a otras bases de datos de
lipidos y con referencias cruzadas a la base de datos del proteoma LIPID MAPAS (Cotter et
al., 2006). LMSD proporciona a los usuarios una variedad de herramientas de analisis en
linea e informacidn detallada acerca de los lipidos que incluye la clasificacion de los lipidos,
lipidos Wikipedia, normas de lipidos, los protocolos experimentales, las vias, los foros de
discusion, y una visita guiada (Go, 2010).

9.6.4 PubChem

Es uno de los mayores repositorios disponibles publicamente de propiedades quimicas,
estructurales y bioldgicas de las moléculas pequefias que se utilizan como agentes de
diagnostico y terapéuticos (Sayers et al., 2009). Cataloga méas de 19,6 millones de moléculas
pequefias con mas de 11 millones de estructuras Unicas que se almacenan en una suite de
vinculos de bases de datos, es decir, PubChem Compuesto, PubChem Sustancias y PubChem
BioAssay. Todas las bases de datos PubChem estan vinculadas a bases de datos Entrez y
texto y consultas basadas en estructura. PubChem ofrece curso en linea y ejercicios,
preguntas frecuentes, y paginas de ayuda detalladas en el uso de los recursos PubChem. Una
limitacion de PubChem es la falta de “depuracion” de los datos depositados en publico de los
contribuyentes PubChem (Bradley, 2008).

9.7 Bases de Datos para Vias Metabdlicas

Estas bases de datos son depositarios de las vias bioquimicas y reacciones con datos sobre
los genes, productos de genes, enzimas y compuestos, disefiados para proporcionar una
descripcidn cualitativa de los procesos bioquimicos implicados en el metabolismo (Wittig y
De Beuckelaer, 2001). Las bases de datos para vias metabdlicas contienen un amplio
conjunto de secuencia de reacciones catalizadas por enzimas bioquimicas organizadas en vias
0 mapas.

El contenido de la base de datos esta “custodiada” de los recursos de la literatura y de Internet
0 en vias informaticas que se refinan y se actualizan en forma manual para mayor exactitud.
Estas bases de datos se utilizan en analisis de la via (Papin et al., 2003), la gendmica
comparativa (Cakmak y Ozsoyoglu, 2007), la determinacion de fenotipo molecular (Fiehn,
2001), analisis computacional de las redes metabdlicas (Papin et al., 2003; Schmidt, 2004),
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el disefio de farmacos (Karp et al., 1999), y la bioingenieria metabdlica (Deckwer et al, 2006;
Peterhansel, Niessen, y Kebeish, 2008). Lo mas comunmente utilizados son

Bases de datos KEGG (http://www.genome.jp/kega/) (Kanehisa, 2000, 2004, 2002).
BioCyc (http://biocyc.org) (Karp et al., 2005; Krummenacker et al., 2005).

MetaCyc (http://metacyc.org/) (Caspi, 2006; Caspi y Karp, 2007; Karp, 2002; Krieger
etal., 2004).

HumanCyc (http://humancyc.org/) (Romero et al., 2005) y

Reactome (http://reactome.org) (Joshi-Tope et al., 2005; Matthews et al., 2009).

YV VVYYVY

Estas bases de datos para via metabdlica son de acceso publico, se puede acceder
directamente a través de su pagina web, y son féaciles de usar. Mientras que estos recursos
sirven como la base de conocimientos para el metabolismo, estas bases de datos no pueden
ser utilizados para la identificacion de metabolitos y como recurso para obtener informacion
completa sobre los perfiles de metabolitos en los sistemas bioldgicos (Go, 2010)

10 APLICACIONES EN EL AREA DE LA SALUD

Ha habido un crecimiento explosivo en la aplicacion de metabolémica basada RMN y en MS
impulsada por el potencial para la deteccion temprana de la enfermedad, monitorizacién de
la terapia, y en Gltima instancia, para alcanzar la meta de la medicina personalizada. En
particular, los estudios de metabolomica se han centrado en la identificacion de los
metabolitos asociados con un nimero de enfermedades incluyendo el cancer, la diabetes, los
errores innatos del metabolismo y enfermedades cardiovasculares.

En general, estos estudios iniciales son prometedores, sin embargo, los estudios de validacion
son criticamente necesarios para confirmar la identidad y la generalidad de los supuestos
biomarcadores. Los estudios de validacion implican normalmente varios conjuntos de
muestras independientes para la misma enfermedad, incluso con representacion a factores
tales como el género, la edad, la etnia, la morbilidad de otras enfermedades, y el origen
geogréfico (Gowda et al., 2008)

10.1 Céancer

El cancer se detecta tipicamente radiograficamente, y, a menudo en la etapa tardia cuando
las opciones de terapia son limitadas. Por lo tanto, hay una gran demanda de alternativas,
iniciales y quimicamente, con herramientas metabolémicas basadas en MS y RMN que tienen
el potencial para el diagndstico e incluso la gestion de la terapia (Sitter et al., 2006).

Algunas investigaciones han buscado establecer biomarcadores para cancer de mama (Yang
et al., 2007), la mayoria de ellos centrados en la deteccidén de biomarcadores directamente en
tumores de cancer de mama. Se observo la correlacion de multiples metabolitos tales como
lactasa, lipidos, fosfocolina, colina y glicina con el cancer empleando una variedad de 1D y
2D o0 1H 31P-MAS-NMR de alta resolucion. Con base en el anélisis estadistico multivariado
de los datos de RMN, tumor y los tejidos no implicados podrian clasificarse con una alta
especificidad (100%) y sensibilidad (82%) (Sitter et al., 2006).

61


http://www.genome.jp/kegg/
http://biocyc.org/
http://metacyc.org/
http://humancyc.org/
http://reactome.org/

Las diferencias en lineas de células epiteliales mamarias, tales como la regulacién positiva
de la sintesis de &cidos grasos se han detectado a partir de los métodos combinados de RMN-
2D y GC-MS (Yang et al., 2007). Los intentos para detectar el cancer de mama a partir del
analisis de aliento exhalado también se han hecho. Los compuestos organicos volatiles fueron
recolectados en el aliento de las mujeres con mamografias anormales y biopsias. En este
estudio, los pacientes y los controles de cancer han sido distinguidos con una sensibilidad y
especificidad del 94.1% y 73.8%, respectivamente (Phillips et al., 2003).

El estudio 1H-NMR de las muestras de suero preoperatorios se ha hecho para detectar el
cancer epitelial de ovario (Odunsi et al., 2005). Los datos de RMN fueron analizados
mediante PCA para clasificar a los pacientes en subgrupos: con cancer de ovario y no cancer
(quistes ovaricos benignos y controles sanos). Los analisis estadisticos de pacientes con
cancer distinguieron de las muestras benignas y control con 97 a 100% de precisién. Sin
embargo, los supuestos biomarcadores consistian en dos sefiales no especificas que emanan
de la region de lipidos y 3-hidroxibutirato, que se ha visto en un numero de otros estudios
metaboldémica y puede resultar del metabolismo de la microflora intestinal.

Perfiles metabolicos alterados en el cancer de pancreas se han estudiado utilizando muestras
de plasma y tejidos (Beger et al., 2006; Fang et al., 2007). El analisis de 1H RMN en plasma
(Beger et al., 2006), se basa en la hipotesis reportada de que los niveles de insulina y de
glucosa estan alterados, en consecuencia, el cancer de pancreas en un perfil lipidico alterado
en la sangre. Los espectros de RMN de los lipidos extraidos de plasma se sometieron a
analisis estadistico utilizando PCA. Se informd La sensibilidad, la especificidad y la
precision global de la deteccion de cancer de pancreas cuando se utilizaron 4 regiones
espectrales de RMN para la discriminacion siendo de 96%, 88% y 92%, respectivamente, y
el 98%, 94% y 96%, respectivamente, cuando se utilizaron 5 regiones. Analisis de
espectrometria de masas indicdé una disminucion de los fosfolipidos en las muestras de
cancer. Estos resultados son complementarios al perfil metabdlico recientemente derivada de
los estudios 1H HRMAS de tejido a partir de modelos animales de cancer de pancreas (Fang
et al., 2007). En ese estudio, fosfocolina y glicerol-fosfocolina se encontraron disminuidos
en el cancer.

La caracterizacion metabolitos de los tumores de cuello uterino se ha demostrado mediante
1H NMR HRMAS vy anélisis estadistico multivariado. Tejido maligno del cuello del Gtero
mostré niveles mas altos de acidos de colina y aminoacidos en comparacion con el tejido no
maligno (Sitter et al., 2004). Se han realizado estudios de RMN HRMAS para explorar la
apoptosis en el cancer cervical. Se analizaron los espectros para metabolitos lipidicos y no
lipidicos utilizando experimentos de un pulso y de eco de espin, respectivamente (Lyng et
al., 2007). Se encontraron correlaciones significativas entre la fraccion de células tumorales
y la concentracién de glucosa, entre la densidad de las células tumorales y la concentracion
glicerofosfocolina, y en la proporcion de glicerofosfocolina a colina. Los resultados sugieren
una aplicacién del método para explorar el papel de la apoptosis en el curso de la enfermedad.
Los avances en la deteccion basada en metabolito de cancer de pulmon se han realizado
durante un nimero de afios (Deng, Li, y Zhang, 2004; Poli et al., 2005).

La mayoria de estas investigaciones se centran en la deteccion de compuestos organicos
volatiles en muestras de aliento usando diversas estrategias de recoleccion y deteccién de
GC-MS de alta sensibilidad.
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Un gran namero de compuestos organicos volatiles se ha demostrado que distinguir entre
cancer de pulmén y los controles (Chen et al., 2011), sin embargo, lograr una precision
diagnostica por encima del 90% ha sido desafiante. Las investigaciones en biomarcadores de
cancer de pulmén también se han llevado a cabo utilizando fluidos corporales tales como
suero y orina (Deng et al., 2004). A partir del analisis GC-MS de suero, las concentraciones
mas altas de dos aldehidos, hexano y heptano, se ha demostrado distinguir a los pacientes
con cancer de pulmon a partir de los controles (Deng et al., 2004). Perfiles de metabolitos en
la orina de los modelos de ratones de cancer de pulmaén xenogréafico se han explorado usando
tanto RMN vy la nueva técnica DESI-MS (Chen et al., 2007) La orina de ratones tanto
cancerosas y de control se sometieron a RMN y MS combina con el analisis estadistico
multivariado. PCA tanto de la RMN y MS identificando un gran nimero de metabolitos de
diferenciacion, donde muchos de los cuales localizado en la via de metabolismo de las
purinas.

Se empled un enfoque metaboldmico y protedbmico combinado para estudiar un modelo de
raton de cancer de prostata (Connor et al., 2010). El analisis multivariado incluyendo O-PLS
se aplico para interpretar las diferencias plasma y en perfiles metabolémico, proteémicos. Se
observaron correlaciones entre un precursor serotransferrina, tirosina y 3-D-hidroxibutirato,
y entre una disminucion de la concentracion de tirosina y una mayor presencia de gelsolina.
Varios estudios metabolémicos sobre el cancer de prostata se centraron en el analisis de
tumores y fluido seminal (Suhre et al., 2010). Un combinado estudio de 1H RMN y HRMAS
con la histopatologia cuantitativa en mismos especimenes tumorales mostraron una
correlacion lineal entre la concentracion de espermina medido por RMN vy el porcentaje en
volumen de células epiteliales prostaticas normales cuantificadas por histopatologia (Suhre
et al., 2010). Estos resultados ponen de relieve el papel de la RMN como una herramienta
eficaz para investigar el mecanismo inhibidor de espermina en los seres humanos. Un
combinado in vivo e in vitro de RMN, y el estudio histopatol6gico indican la utilidad
potencial de la traduccidn de biomarcadores ex vivo derivadas para una mejor interpretacion
clinica de cancer de préstata mediante RMN in vivo (Kim et al., 2008). En este estudio, el
tejido glandular sano se discrimind de cancer de préstata basado en alto citrato y poliaminas,
y baja colina, fosfocolina y glicerofosfocolina. Ademas, las concentraciones de taurina, mio-
inositol, y esciloinositol eran mas altos en cancer en comparacion con los tejidos glandulares
y estromales sanos. Se propuso un modelo computacional de la patologia del tejido basado
en perfiles metabolicos derivados de HRMAS RMN para el cancer de préstata (Oberbach et
al., 2011). Los resultados del analisis de RMN vy de tejido asistido por informatica mostraron
una correlacion lineal entre ellos, tanto para el epitelio normal y cancer de prostata (Wang et
al., 2011). La capacidad diagndstica de la espectroscopia de RMN para predecir el cancer de
prostata se puso a prueba mediante el andlisis multivariado de datos HRMAS RMN
metabolicos y de histopatologia cuantitativa de 199 muestras de tejido de 82 pacientes con
cancer, las cantidades de varias concentraciones de metabolitos de préstata se determinaron
mediante 1H NMR HRMAS y comparados entre normal y el cancer de los tejidos (Denkert
et al., 2006).

Las concentraciones de fosfocolina/glicerofosfocolina, colina total, el lactato y alanina
fueron mayores en el cancer de préstata que en los tejidos glandulares y estromales sano,
mientras que las concentraciones de citrato y de poliamina fueron significativamente mas
altos en los tejidos glandulares sanos que en los tejidos estromales o cancer de prostata sanos.
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Un estudio 1H NMR utilizando fluido seminal indic6 que la deteccién del cancer de prostata
basadas en citrato supera las pruebas de antigeno especifico de prostata y un estudio con 1H
RMN pone de relieve el uso de mio-inositol y espermina, ademas de citrato, para detectar la
presencia de cancer o cancer de prostata (Serkova et al., 2008).

La exploracion de metabolitos biomarcadores para el cancer renal basado en muestras de
tejido se exploré poco despues de que HRMAS fuera desarrollado (Moka et al., 1998)
Posteriormente, los tumores renales se han investigado, el empleo de los ultimos avances
tecnoldgicos en HRMAS RMN vy el anélisis multivariante (Righi et al., 2007; Tate et al.,
2000). Los métodos convencionales de RMN 1D como un impulso y eco de espin, asi como
experimentos 2D tales como J-resuelto, TOCSY y HMQC 1H-13C se han utilizado para las
asignaciones de resonancia. Los andlisis estadisticos multivariantes no supervisados y
vigilados de los datos de RMN HRMAS centraron en la clasificacion de tejido normal y
carcinoma renal, y mostraron una clara distincion basada en la intensidad de sefial de RMN.
Se utiliz6 un analisis discriminante lineal para clasificar los tejidos normales y tumorales con
100% de precision (Righi et al., 2007). Los perfiles metabolicos de las muestras normales de
corteza y la médula se compararon con tejido maligno utilizando también HRMAS RMN
(Tate et al., 2000). En comparacion con las células normales, células de carcinoma renal
tenian osmolitos organicos mas bajas y mas altas concentraciones de lipidos. Por otro lado,
en el carcinoma papilar de células renales la concentracion de taurina fue mayor y las sefiales
de lipidos estaban ausentes. Kind et al, (2007), han evaluado tres métodos analiticos basados
en MS para identificar biomarcadores potenciales para el cancer renal. El enfoque combinado
da una buena cobertura de los metabolitos urinarios, varios de los cuales los autores creen
que pueden ser Utiles para el diagnéstico (Kind et al., 2007).

Un buen namero de estudios recientes se han centrado en la identificacion de metabolitos
diferenciales en los canceres de cerebro (Griffin y Kauppinen, 2007; Martinez-Bisbal et al.,
2004). Asignaciones detalladas de los compuestos bioquimicos en los tumores cerebrales se
han realizado utilizando la combinacién de anélisis y el empleo de varios experimentos de
RMN 1D y 2D in vivo y ex vivo (Martinez-Bisbal et al., 2004). Un gran nimero de
metabolitos se han demostrado para diferenciar un tumor cerebral a partir de tejido normal,
y las rutas metabdlicas se utilizan para lograr la méas alta sensibilidad. Teniendo en cuenta el
hecho de que la espectroscopia por RM en cerebro in vivo es facilmente manejable para
aplicaciones clinicas, se han hecho intentos de establecer el vinculo entre la espectroscopia
por RM y analisis neuropatolégico utilizando el perfil metabodlico obtenido utilizando
espectroscopia de RMN de alta resolucion ex vivo (Martinez-Bisbal et al., 2004; Tzika et al.,
2002). Un estudio combinado HRMAS RMN y gendmica a microescala demostré que las
muestras de tejido tan pequefios como de 2 mg podrian ser utilizados con éxito para los
experimentos HRMAS y cantidades pequefias de ARNm produciendo datos genomicos de
alta calidad. Esta es una de las nuevas aplicaciones interesantes en los que la metabolémica
y la gendmica han sido combinados. En este caso, se observaron alteraciones en la expresion
de genes de la ruta de Kennedy y la desregulacién en la via Sonic Hedgehog en la patogénesis
del cancer (Swanson et al., 2006) Clasificacion de los pacientes en funcién de la metéstasis
y la supervivencia de prediccion de los pacientes con cancer del cerebro se hicieron mediante
la realizacion de analisis multivariable de los datos de RMN HRMAS (Kline et al., 2006).
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Si bien los resultados de PCA mostraron claramente una tendencia en la agrupacion debido
al origen de las metastasis, el analisis PLS indico distinta agrupacion de los espectros de los
pacientes que murieron menos de 5 meses después de la cirugia. Aunque se necesitan mas
validacion, estos resultados indican el potencial para aplicaciones clinicas para tratar a los
pacientes con cancer cerebral.

10.2 Los errores innatos del metabolismo (EIM)

El EIM formar un grupo grande y diverso de enfermedades. La mayoria de éstos implican
defectos genéticos individuales que afectan a una enzima especifica (Jones y Bennett, 2002).
Individualmente, IEM son poco frecuentes, sin embargo, su incidencia colectiva es
relativamente alta y se encuentran en el rango de 1 por cada 1.400 a 5.000 nacidos vivos en
los Estados Unidos. En la mayoria de los trastornos, los problemas surgen debido a la
acumulacion de metabolitos que son tdxicos o interfieren con la funcién normal. A menudo,
IEM son dificiles de diagnosticar ya que los signos clinicos y sintomas se superponen entre
las distintas enfermedades.

Las pruebas bioquimicas suelen ser inespecificas para algunos metabolitos y el analisis de
genes no siempre son concluyente, para clasificar el error innato. Por otra parte, para varios
trastornos metabdlicos, las técnicas analiticas integrales no se han establecido por lo que es
dificil de diagnosticar tales enfermedades. Por ejemplo, los metabolitos N-acetilados en la
orina que estan implicadas en varios IEM y no son facilmente detectables (Engelke, 2004).
Actualmente GC/MS o MS/MS se utiliza para detectar hasta 80 diferentes EIM, aunque estos
andlisis se basan tipicamente en la deteccidn de biomarcadores de metabolitos individuales.
La metabolomica puede desempefiar un papel en el cambio de la deteccion de al menos
algunos de estos EIM. La espectroscopia de RMN es muy util para el diagnéstico y se ha
combinado con éxito con MS utilizando un enfoque metabolémico dirigido (Pan et al., 2007).
La metabolomica parece ser particularmente prometedora para la identificacion de posibles
biomarcadores adicionales para EIM, y puede ser util para la deteccion, o para la
subclasificacion de las enfermedades.

10.3 Enfermedades cardiacas

Las enfermedades cardiacas (EC) proporcionan otro excelente objetivo para la metabolémica
y el diagndstico. La angiografia, es un método de diagndstico actual de las enfermedades del
corazén es costosa e invasiva. Por lo tanto, la evaluacion del avance en la metabolomica
basada en EC es altamente deseable. En vista de esta oportunidad, los metabolitos de lipidos
han sido evaluados por algin tiempo utilizando espectroscopia de RMN para entender el
riesgo de enfermedades del corazén (Kuller et al., 2002; Otvos, Jeyarajah, y Bennett, 1991).

La utilidad de diagndstico de la metabolémica dirigida basado en RMN se evalu6 utilizando
suero de individuos sin evidencia de estenosis (arterias coronarias normales, NCA), o EC
severa define como al menos 50% de estenosis (enfermedad de los vasos triple, TVD)
empleando analisis estadistico multivariable (Brindle et al., 2002). Los sujetos enfermos y
control se separaron claramente del analisis utilizando PLSDA y OSC. La clasificacion se
logrd principalmente por las diferencias sutiles en las sefiales de lipidos de los espectros de
RMN entre los dos grupos. Estos resultados estan en conformidad con los resultados de
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estudios independientes realizados en personas con Yy sin enfermedad coronaria.
Posteriormente, la espectroscopia de RMN se evalué como un método de diagndstico en los
pacientes con hipertension, y los resultados en muestras de suero claramente se distinguen la
presion arterial sistélica (PAS) baja/normal, de las limitrofes y/o elevados (Brindle et al.,
2003). El diagnostico basado en RMN de EC depende principalmente de las principales
regiones de lipidos de los espectros de RMN de 1H y muchas variables tales como la dieta,
género, estilo de vida y las drogas afectan a la composicion de lipidos no tomar esto en cuenta
como variable puede llevar a una confusion o conclusion falsa. Se realizé un estudio para
determinar el poder predictivo del método basado en RMN en grupos de pacientes de sexo
masculino. En este estudio se logré un simple 36,2% y el 6,2% de precision predictiva en el
nivel de confianza del 99% para los grupos tratados y no tratados, respectivamente, lo que
indica que el método de la metabolomica basada en RMN aun carece de la precision
diagnostica suficiente (Kirschenlohr et al., 2006).

Ala-Korpela,2008. En su articulo presenta una evaluacion del enfoque de la metabolémica,
con énfasis en la evaluacion del riesgo de cardiopatia coronaria y el diagndstico mediante 1H
NMR de plasma. Se destaca la utilidad potencial de combinar metabolémica basada en RMN
1H in vitro y de imagenes por resonancia magnética de contraste multiple in vivo para el
diagndstico precoz y la evaluacion de riesgos de mdaltiples fases de la aterotrombosis (Ala-
Korpela, 2008)

10.4 Enfermedad de Alzheimer

Varma et al., 2018, realizaron un marco novedoso para identificar los metabolitos del cerebro
y la sangre biolégicamente relevantes asociados con la patologia y la progresion de la
enfermedad durante las etapas prodrémica y preclinica de dicha enfermedad. Sus resultados
muestran que las perturbaciones en el metabolismo de los esfingolipidos se asocian
sistematicamente con endo-fenotipos de la fase preclinica y prodrémica en la enfermedad,
asi como con la patologia en la autopsia. Encontraron que distintas especies de esfingolipidos
que incluyen esfingomielina (SM) con un resto de acilo C16: 0, C18: 1 y C16: 1 (SM C16:
0, SM C18: 1, SM C16: 1) y la hidroxisfingomielina con un resto de acilo C14: 1 (SM (OH)
C14: 1) se asociaron de manera consistente con la gravedad de la patologia de la EA en la
autopsia y la progresion en las etapas prodrémica y preclinica. Las mayores concentraciones
en sangre de los cuatro esfingolipidos transformados en logaritmicos en individuos
cognitivamente normales se asociaron significativamente con un mayor riesgo de conversion
futura a EA incidente: Las especies de esfingolipidos identificadas se relacionan con varias
vias bioldgicamente relevantes implicadas en la EA, que incluyen la fosforilacién de tau, el
metabolismo del amiloide-B (AP), la homeostasis del calcio, la biosintesis de la acetilcolina
y la apoptosis. Este estudio tuvo limitaciones por el nimero relativamente pequefio de
muestras de tejido cerebral que limito el poder para detectar asociaciones significativas,
controlar la heterogeneidad entre grupos y replicar los hallazgos en las muestras de cerebro
independientes derivadas de la autopsia.

66



11 CONCLUSIONES

En la metabolomica muchos componentes son medidos y se centran en la riqueza de
informacion obtenida con técnicas analiticas de espectroscopia de MS y de RMN. El analisis
de los datos complejos de estos métodos utilizando técnicas de estadistica multivariada
avanzada, proporciona una potente plataforma para aplicaciones de diagndstico, asi como
para la investigacion transnacional y clinica. Durante los ultimos afios se han producido
numerosos avances en el campo, incluyendo una serie de avances en los métodos analiticos
para mediciones de alto rendimiento, enfoques estadisticos mejorados para clasificar
muestras basadas en cambios sutiles y aplicaciones en el area de diagndstico de enfermedades
y evaluacién de toxicidad.

Hoy en dia, los métodos de MS proporcionan alta sensibilidad, sin embargo, la
reproducibilidad sigue siendo una preocupacion, al igual que la identificacion Unica de
metabolitos desconocidos e interesantes. Los métodos de RMN permiten la identificacion y
cuantificacion de metabolitos hasta limites de pM facilitados por sondas criogénicas, sin
embargo, la complejidad espectral sigue siendo un problema debido al alto grado de
superposicién de sefiales. Estos avances combinados con las bases de datos desarrolladas de
metabolitos humanos e informacién metabdlica, y la informacion sobre vias metabdlicas
disponible benefician enormemente al campo de la metabolomica.

La mayoria de los estudios de metabolomica se han centrado en el uso de un Gnico método
analitico, espectroscopia de RMN o MS. Dada la complejidad de los sistemas biologicos,
sera méas prudente explotar ambos métodos en paralelo, al menos en las etapas de desarrollo
del campo, para obtener informacidén mas significativa sobre las variaciones metabdlicas en
la salud y la enfermedad. La alta reproducibilidad de la RMN vy la alta sensibilidad de la MS
proporcionan datos complementarios e importantes para la identificacion y validacion de bio-
marcadores. El analisis multivariado combinado de los datos de RMN y Ms proporcionara
informacién que es mas util e importante que usar un unico enfoque. Sin embargo, en la
literatura hay demasiada informacion sobre las aplicaciones de la metabolomica en diferentes
campos (clinica, investigacidn, toxicologia, alimenticia, plantas, animales, humanos,
nutricion etc.), lo que pretendid esta tesis es la revision general. Se recomienda buscar
informacidn especifica si se quiere abordar las aplicaciones de la metabolomica en otras
areas; por ejemplo, nutricién, farmacologia, veterinaria etc. y sus avances. Esta tesis analizo
algunas de las técnicas comunes empleadas como las espectrometrias de masas acopladas a
diferentes métodos de separacién y los métodos de ionizacién suave; sin embargo, no son las
Unicas plataformas que existen actualmente para el descubrimiento y cuantificacion masiva
de metabolitos y para resonancia magnética nuclear existen muchas técnicas en desarrollo.

Para las enfermedades mencionadas en esta tesis, existen muchos articulos actuales con un
panorama completo de la metabolémica y su aplicacion en la clinica. Muchos investigadores
sugieren un grupo mayor de estudio para profundizar si sus resultados pueden demostrarse
en cualquier grupo étnico de la poblacion. El papel del bioquimico diagnostico en esta ciencia
aun esta en desarrollo con diferentes lineas de investigacion, analisis y busqueda de
informacion actual que pueda apoyar al, tratamiento, seguimiento, investigacion de
enfermedades en una poblacion, por lo cual las futuras generaciones tienen una gran area de
oportunidad de ejercer su profesion.
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