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Resumen

La metabolémica es el estudio de metabolitos presentes en un sistema bioldgico cuyo objetivo
es el diagnostico de enfermedades, en este caso, respiratorias. Los metabolitos son moléculas
resultantes de la actividad celular y, por tanto, sirven como indicadores directos de esta en un
momento determinado. Se pueden detectar gran nimero de metabolitos con pequefias
cantidades de muestra con esta herramienta.

El estudio del metaboloma se usa cada vez mas en el diagndstico clinico y esto es posible
gracias a los ultimos avances informaticos y tecnoldgicos en resonancia magnética nuclear
(RMN) y espectrometria de masas (MS), principales técnicas empleadas en el analisis
metabolémico.

Se abordara el diagnostico de las enfermedades respiratorias principales en este campo, como
cancer de pulmén, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asma e hipertension
arterial pulmonar (HAP). Las muestras utilizadas para ello son lavado broncoalveolar,
condensado del aire exhalado, sangre, orina, esputos...

Palabras clave: Analisis metabolémico, RMN y MS en enfermedades respiratorias, asma,
EPOC, cancer de pulmon, hipertension arterial pulmonar.

Abstract

Metabolomics is the study of metabolites present in a biological system whose objective is the
diagnosis of diseases, in this case, respiratory diseases. Metabolites are molecules resulting
from cellular activity and, therefore, serve as direct indicators of this at a given time. Large
numbers of metabolites can be detected with small amounts of sample with this tool.

The study of the metabolome is increasingly used in clinical diagnosis and this is possible
thanks to the latest computer and technological advances in nuclear magnetic resonance (NMR)
and mass spectrometry (MS), the main techniques used in metabolomic analysis.

The diagnosis of the main respiratory diseases in this field will be addressed, such as lung
cancer, chronic obstructive pulmonary disease (COPD), asthma and pulmonary arterial
hypertension (PAH). The samples used for this are bronchoalveolar lavage, condensate from
exhaled air, blood, urine, sputum...

Keywords: Metabolomic analysis, NMR and MS in respiratory diseases, asthma, COPD, lung
cancer, pulmonary arterial hypertension.

1. Introduccién y antecedentes
El metaboloma se define como un conjunto de metabolitos de bajo peso molecular que se
encuentran presentes en una célula, biofluido u organismo, ya sea a nivel cualitativo y/o
cuantitativo, en unas condiciones fisioldgicas determinadas. (1) A su vez, los metabolitos son
moléculas resultantes de la actividad celular y por tanto sirven como medida directa de esta. (2)

Esta disciplina esta suficientemente madura actualmente debido, en parte, al recibimiento de
influencias de otras disciplinas émicas como la transcriptomica y la proteGmica. La
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metabolémica posee generalmente un caracter mas discriminante que la transcriptémica y
protedbmica debido a varias razones que se comentaran a continuacion. Para comenzar, el
namero de metabolitos es inferior al de genes y proteinas, lo que se traduce en un analisis menos
complejo. Para continuar, el anlisis de metabolitos es més econémico que el resto, lo que
significa que se podrian realizar analisis con mayor frecuencia. Por ultimo, la tecnologia
empleada para llevar a cabo el andlisis metabolomico es méas sencilla, convirtiendo a esta
disciplina en una que no tiene nada que envidiar al resto de disciplinas 6micas. (1) A pesar de
las numerosas ventajas, no estd exenta de algunas dificultades, entre ellas la multitud de
metabolitos existentes y la variacién de propiedades fisicoquimicas de estos por su presencia
en tejidos o fluidos bioldgicos. (3)

Los dos estudios pioneros en el campo de la metabolomica tan solo se publicaron con un afio
de diferencia a finales de los afios noventa. El primero fue publicado en el afio 1999 por
Nicholson y su equipo en el Imperial College, quienes definieron el término metabondmica y
el uso de la técnica RMN en fluidos biolégicos. (4) El segundo se publico en el afio 2000 por
Fiehn y su equipo del instituto Max-Planck, quienes trataron el término metabolomico en
plantas utilizando GC-MS (cromatografia de gases-espectrometria de masas). (5) (3)

Al principio las investigaciones se centraban més en la descripcion de desarrollos tecnoldgicos,
sin embargo, actualmente se les da un papel mas importante al area de la medicina, el analisis
de alimentos y la biologia. (3) El objetivo principal de esta disciplina es poder integrar los
resultados en bases de datos para un mejor diagndstico y desarrollo de modelos predictivos, en
este caso, en enfermedades respiratorias. (1) Para ello es muy importante la deteccién de la
huella dactilar metabdlica, es decir, la identificacion de los biomarcadores de la enfermedad.

(6)
Etapas analisis metabolémico

Antes de explicar la deteccion de metabolitos, principalmente con RMN o MS, hay que
centrarse primero en las etapas que la anteceden, mostradas en un esquema que se expone a
continuacion (Figura 1).

ESTUDIC ¥ SELECCION
DE MUESTRAS
MUESTRED
- * | INTERRUPCIGM DEL METABOLISMO
ANALISIS DIRECTD
EXTRACCION DE LOS
METABOLITOS

| CONCENTRACIGN/LIMPIEZA | DERIVATIZACION
MS O NMR SEPARACION UNI- O
BIDIRECCIONAL (LC, GC, CE)
DETECCION
(MS, NMR, IR, UV-VIS)
VALIDACION

HUELLA DACTILAR

METABCOLICA | | AMALISIS METABOLOMICD ORIENTADO/ANALISIS METABOLOMICO GLOBAL

Figura 1. Esquema general de las principales etapas implicadas en el proceso analitico metabolémico. (1)
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Para comenzar, hay que elegir el tipo de estudio y para ello se puede realizar una aproximacion
dirigida o no-dirigida. En el primer caso, se conocen los metabolitos de interés implicados y se
puede realizar una simple medida con RMN siempre y cuando haya cantidad suficiente de
metabolitos o, por el contrario, una técnica mucho mas sensible para casos donde haya baja
concentracion de metabolitos como es la MS con triple cuadrupolo con la opcion de
monitorizacion de iones/transiciones selectivos (MRM). En el segundo caso, debido a que se
desconoce qué metabolitos son de interés, se deben utilizar técnicas analiticas que sean
complementarias entre si como por ejemplo la cromatografia liquida acoplada a MS (LC-MS),
aunque la RMN también ha sido utilizada en muchos casos. (2) La aproximacién no-dirigida
permite profundizar méas en el conocimiento bioldgico y cada vez esta siendo més utilizada para
la identificacién de dianas terapéuticas, el desarrollo de nuevos farmacos y la investigacion de
procesos bioquimicos implicados. (2)

La seleccion de la muestra es sin duda una de las etapas criticas en el analisis metabolémico.
La mayoria de muestras bioldgicas utilizadas son suero/plasma y orina debido a que ambas son
un reflejo directo del metabolismo de un organismo. (1) En este caso, todas las muestras
derivadas del tracto respiratorio (lavado broncoalveolar, condensado del aire exhalado,
esputos...) serian complementarias a las citadas anteriormente.

A continuacion se realiza el muestreo y el almacenamiento de la muestra en biobancos (cuando
no es posible el analisis inmediato), siendo este otro punto critico del analisis. (1) Durante el
proceso de muestreo, el metabolismo se interrumpe de forma eficiente mediante la inhibicion
de enzimas enddgenas para poder obtener las muestras representativas en metabolomica. Esta
interrupcién del metabolismo debe cumplir los siguientes requisitos: debe ser mas rapida que
los cambios metabdlicos que suceden en la muestra y no debe inducir a variaciones en la
concentracion de metabolitos. Nunca se puede ver comprometida la integridad de la muestra 'y
esta tiene que ser compatible con el resto de etapas del analisis metabolomico. Las técnicas
principales empleadas para la interrupcion del metabolismo se basan en cambios bruscos de pH
o0 temperatura, por ejemplo, empleando metanol a -20°C o nitrégeno liquido a -196 °C. (1)

Otra de las etapas criticas en este proceso es sin duda la extraccion de metabolitos, cuyos
objetivos son: aislar los metabolitos de la muestra, eliminar interferencias, obtener un extracto
compatible con la técnica analitica requerida y concentrar metabolitos que se encuentren en
trazas. (1) Se suele realizar con bastante frecuencia la derivatizacion en GC-MS, cuyo objetivo
es incrementar la volatilizacion de metabolitos para una 6ptima extraccion de estos. (1)

La técnica utilizada para la extraccion de muestras liquidas varia dependiendo del tipo de
muestra. Se utiliza MS (espectrometria de masas), LC-MS (cromatografia de liquidos acoplada
a MS) o CE-MS (electroforesis capilar acoplada a MS) Unicamente en los casos de orina,
dializados y fluidos digestivos. Con el suero y plasma se utiliza LLE (extraccion liquido-
liquido) o SPE (extraccion en fase solida), debido a que la alta concentracion de proteinas que
presentan podria interferir en la deteccidbn de metabolitos con las primeras técnicas
mencionadas. (1)

En el caso de las muestras solidas, se utilizan técnicas para obtener un polvo homogéneo
utilizando morteros, molinos de bolas, Ultra Turrax, etc. Es imprescindible la buena realizacion
de esta etapa sobre todo en tejidos vegetales, cuya pared celular debe romperse para la correcta
obtencién de metabolitos. (1)

La extraccion de metabolitos a partir de células puede realizarse de manera simultdnea o
secuencial. En el primer caso, la disolucién empleada en la interrupcién del metabolismo sirve
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como extractante, mientras que en el segundo caso las células se aislan del medio de cultivo y
posteriormente se extraen con un extractante adecuado. Una vez extraidos los metabolitos, hay
que proceder a la eliminacion del disolvente empleado y para ello la técnica més utilizada es la
evaporacion en condiciones de vacio. (1)

Finalmente llega la etapa de deteccion analitica, basada en el uso de la RMN (resonancia
magnética nuclear) y la MS (espectrometria de masas), la cual se explicara con detalle mas
adelante debido a la importancia que supone. Tras ello, lo idoneo seria la creacién de una huella
dactilar metabolica basada en la deteccion de biomarcadores, (6) con el objetivo de utilizarla
en un futuro para la prevencion, diagnostico o tratamiento de enfermedades, en este caso
concreto, respiratorias. (7)

2. Objetivos
No es muy usual tener conocimientos del uso de metabolémica en el diagndstico clinico de
enfermedades respiratorias, sin embargo, es una disciplina que esta creciendo cada vez mas
gracias a la expansion de la tecnologia y la informatica. Es por ello, que los objetivos de este
trabajo bibliografico son los que se definen a continuacion:

1. Adquirir conocimientos con exactitud acerca del analisis metabolémico.

2. Conocer las técnicas mas utilizadas de esta disciplina en las enfermedades respiratorias:
RMN y MS.

3. Estudiar el desarrollo actual y las perspectivas de futuro con detenimiento en asma,
EPOC, cancer de pulmon e hipertension arterial pulmonar.

3. Material y métodos

La realizacion de este trabajo bibliografico se ha basado en la utilizacion de material
informatico como revistas de investigacion cientifica, articulos cientificos, libros e internet,
siendo este ultimo fundamental para la bdsqueda de los mismos. Todo ello se ha realizado
buscando en bases de datos, tales como “PubMed”, “Google Scholar” y “Elsevier” utilizando
términos como “RMN y MS en enfermedades respiratorias”, “Metabolomic analysis in asthma”
y “COPD metabolic analysis”, entre otros.

4. Resultados vy discusion

Tecnicas analisis metabolomico

Debido a la complejidad quimica del metaboloma, la eleccidn de las técnicas analiticas no es
un trabajo facil pero debe estar basada en una solucion de compromiso entre selectividad
quimica, velocidad, sensibilidad instrumental y, obviamente, disponibilidad de Ila
instrumentacion. Es por ello que se suelen utilizar varias tecnologias de modo simultaneo
proporcionando asi una vision global y mas detallada de los metabolitos involucrados. (3)

Para la deteccion del metaboloma, en este caso Util para el analisis de enfermedades
respiratorias, las dos técnicas pioneras utilizadas son la resonancia magnética nuclear (RMN) y
la espectrometria de masas (MS). Las técnicas separativas mas empleadas son las mostradas a
continuacioén, siempre acopladas con la MS: GC (cromatografia de gases), LC (cromatografia
de liquidos) y CE (electroforesis capilar). (3)
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Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear es un fendmeno fisico que consiste basicamente en medir la
absorcion de la radiacion de radiofrecuencia que experimenta una muestra situada en un campo
magnético fuerte, obteniéndose con ello un espectro de RMN. (8) Se trata de una técnica rapida,
robusta, no destructiva, usa tecnologia “high-throughput” (de alto rendimiento), siendo asi la
herramienta predominante para la determinacion del perfil metabdlico. (3) A continuacion se
muestra un ejemplo de espectro de este tipo (Figura 2).
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Figura 2. Espectro simulado de RMN de proton del cianoeteno a 60 MHz. (9)

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una tecnica instrumental basada en la separacion de los iones
procedentes de especies moleculares y atdmicas, en funcion de su relacion masa/carga. Los
resultados obtenidos se representan en un grafico denominado espectro de masas, caracteristico
de cada especie. (10) A continuacion se muestra un ejemplo (Figura 3).
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Figura 3. Espectro de masas del pentan-1-ol. (11)
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Tiene alta sensibilidad y selectividad, siendo capaz de detectar sustancias “invisibles” a RMN.
(3) Se puede utilizar directamente sin necesidad de poner delante una técnica separativa
(experimentos de infusidn directa), sin embargo, si la acoplamos a técnicas de este tipo de alta
resolucion, como GC, LC o CE, obtendremos una mejora sustancial, aumentando la
informacién del metaboloma bajo estudio y cubriendo informacién no accesible mediante el
empleo de RMN o MS (sin separacion previa). El resultado obtenido de un espectrometro de
masas depende de la interfase (o fuentes de ionizacion) y del analizador utilizado. (3)

A continuacion, se explicaréan las técnicas separativas de alta resolucién acopladas a la MS.

Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

Técnica analitica basada en la volatilizacion de la muestra (fase movil) y su posterior inyeccion
en una columna cromatogréfica (fase estacionaria) para la separacion de analitos. (12) Se
considera la técnica estrella en determinacion del perfil metabdlico, ya que combina alta
resolucion y sensibilidad, tiempos de analisis razonables... todo ello unido a la capacidad
intrinseca que tiene la MS de poder identificar cualquier sustancia pura de manera casi
inequivoca. Esta técnica, tal y como es de esperar, solo es apta para analitos volatiles y
térmicamente estables. Las fuentes de ionizacién mas utilizadas son las de impacto electrénico
e ionizacion quimica. La eleccion de una u otra recae en la disponibilidad de bases de datos
comerciales y en la posible fragmentacion del compuesto. (3)

Cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (LC-MS)

Técnica analitica que consiste en la fluidez de un liquido (fase mévil) a través de una columna
cromatografica (fase estacionaria) para la separacion analitica. (13) Esta técnica es mas joven
que la anterior y consiste en la separacion de distintas clases de compuestos sin necesidad de
derivatizacion previa. Puede usarse de varias formas pero la mas utilizada es la cromatografia
de particion o reparto (en fase inversa). La técnica convencional es la cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC), sin embargo, también existe la cromatografia liquida de eficacia ultra alta
(UHPLC), la cual se utiliza en esas ocasiones en las que el tamafio de particula es inferior a 2
micrémetros, tamafio que no es soportado por HPLC. Ambas se usan para analitos que no sean
muy polares, pero si lo que se necesita es la deteccidn de analitos muy polares se podria realizar
la cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC). (3)

Electroforesis capilar-espectrometria de masas (CE-MS)

Se trata de otra técnica analitica que permite separar y cuantificar analitos, pero en este caso a
una amplia gama de estos. (14) Tal y como se ha comentado anteriormente, el uso de GC queda
limitado a metabolitos volatiles y térmicamente estables y el uso de LC en fase inversa no
retiene metabolitos muy polares, por tanto, esto hace de la electroforesis capilar una buena
herramienta complementaria cuando se presentan estos inconvenientes. Los campos mas
interesantes a los que se les estad prestando mas atencion con CE-MS son la construccién de
nuevos sprayers, el empleo de capilares recubiertos o “rellenos”, el uso de estrategias de pre-
concentracion de la muestra y la combinacion de CE con nuevas fuentes de ionizacion y
espectrometros de masas de altas presiones. (3)

Todas las técnicas mencionadas anteriormente pueden ser utilizadas para el analisis
metabolémico de enfermedades respiratorias. Dicha afirmacidn queda reflejada perfectamente
con la descripcion de las cuatro enfermedades respiratorias primordiales en este campo: asma,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), cancer de pulmén e hipertensién arterial
pulmonar (HAP).

-7-



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

Asma

Enfermedad inflamatoria cronica caracterizada por la obstruccion reversible de las vias aéreas
inferiores. (15) Los sintomas y signos clinicos de sospecha del asma son sibilancias (el mas
caracteristico), disnea (o dificultad respiratoria), tos y opresion torécica. Su diagndstico se basa
en parte en la aparicion de estos signos clinicos y sintomas, sin embargo, estos son inespecificos
y por ello se necesita pruebas objetivas diagndsticas, ademas de la realizacion de una serie de
preguntas incluidas en las guias terapéuticas. (16)

La metabolémica en asma es una técnica relativamente nueva pero ha demostrado ser una
tecnologia aceptable, reproducible y clave en la identificacion de biomarcadores derivados de
orina o aliento con fines de diagndstico. (17) Un importante estudio realizado por varias
instituciones académicas de Singapur, China y Massachusetts (17) expone claramente los
metabolitos y células implicadas en el desarrollo de la enfermedad y la importancia de su
deteccion para el diagndstico clinico.

En este caso, la muestra analizada para el estudio, junto con muestras de orina, fue fluido de
lavado broncoalveolar (BALF) y para su deteccion se utilizoO cromatografia liquida y
cromatografia de gases combinada con espectrometria de masas. EI BALF se obtuvo
enjuagando los pulmones con volimenes de solucién fisiologica constantes. Dicho experimento
fue apoyado por un andlisis estadistico en el que se usaron diversas pruebas tales como ANOVA
unidireccional, prueba de Dunnet y OPLS-DA, utilizando el software SIMCA-P version 11.0.
También se realizaron la prueba de Wilcoxon y de Mann-Whitney utilizando MultiExperiment
View V4.6.1. (17)

El objetivo de este estudio fue analizar los cambios del metabolismo pulmonar en asma alérgica
utilizando ratones BALB/c (cepa de raton albino muy utilizada en laboratorios (18)), a los
cuales se les habia sensibilizado con ovoalbumina (OVA) para un posterior desarrollo de asma
experimental. Una vez desarrollada la enfermedad, se procedié a administrar dexametasona
para el estudio de los efectos de los corticosteroides sobre el metabolismo pulmonar. (17)

Tras el analisis metabolomico en pulmones asmaticos, se observo un aumento de lactato, malato
y creatinina (metabolitos energéticos) en células inflamadas pulmonares, estando relacionado
dicho aumento con una mayor demanda de energia debido a la inflamacion en vias respiratorias.
Se observo una disminucion en el caso de manosa, galactosa y arabinosa, debido a su
descomposicién en lactato y malato para producir mas energia. Ademas, la manosa y el
arabinogalactano presentan efectos protectores en asma alérgica. En el caso del metabolismo
lipidico, se observo una disminucion de fosfatidilcolinas, diglicéridos, triglicéridos, colesterol,
cortol y acido colico. La fosfatidilcolina aumenta las funciones pulmonares, los triglicéridos
son antioxidantes y citoprotectores, mientras que la colina y hexadecenoilcolina producen una
respuesta adaptativa en pulmones asmaticos para controlar la gravedad de la inflamacion. Se
ha visto también que el descenso de niveles de cortol (metabolito del cortisol endégeno) sugiere
un posible efecto amortiguador en el metabolismo del cortisol y con ello una caracteristica
importante en el desarrollo del asma. (17)

El patron inflamatorio caracteristico de la mayoria de los pacientes asmaticos cursa con un
aumento del namero de mastocitos, neutréfilos, eosinofilos activados, células NK y linfocitos
T helper tipo 2, los cuales liberan mediadores que ocasionan los sintomas de la enfermedad.
(16) Se observé que si existia un desarrollo de la inflamacién de vias respiratorias inducida por
la administracion de OVA con un aumento de eosinofilos, macrofagos, linfocitos y neutrofilos.
(17)
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Al tratarles con dexametasona se suprimio el reclutamiento de eosin6filos, macréfagos y
linfocitos pero fue ineficaz con la represion de neutrofilos. A su vez, se pudieron revertir
algunos cambios metaboldémicos pero no ocurrié lo mismo con los niveles de lactato, malato y
creatinina, ademas indujo cambios metabolicos adicionales. Dichos cambios se observaron
compardndolos con un negativo control formado por aerosol salino. (17)

Tras el andlisis multivariante de la huella digital metabdlica (llevado a cabo en ratones sanos,
sensibilizados, con asma y con asma tratados con dexametasona) se observaron mas de 80 picos
con GC-MS en al menos el 90% de las muestras. Del mismo modo, fueron recolectados mas de
300 picos tanto en modo positivo como negativo con LC-MS. Las mediciones de metabolitos
multiples, conocidos como firma metabdlica, versus el uso de un Unico metabolito, como se
demostrd con este estudio, permitieron la discriminacion entre animales enfermos y animales
sanos control. (17)

El asma es muy comun en nifios y por ello es importante que se les dedique especial atencién.
Es muy frecuente la presencia de reacciones alérgicas acompafiando al asma en este sector
poblacional. (19) Estudios italianos demostraron una vez mas la capacidad de los analisis
metaboldmicos para realizar un diagnéstico adecuado, utilizando RMN a partir del condensado
de aire exhalado (EBC). Dichos estudios, junto con la medicion de FEV1 y FeNO, se realizaron
en nifios con asma (diferenciando entre nifios con asma persistente e intermitente tratados con
corticosteroides) y sanos. Los resultados mostraron una clara diferencia entre grupos,
detectandose sefiales de compuestos acetilados y oxidados en nifios con asma, los cuales eran
ausentes en nifios sin dicha enfermedad (20) (Figura 4).
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Figura 4. Ejemplos de espectros de resonancia magnética nuclear en nifios con asma (B y C) y sanos (A) a partir
de EBC. La sefial 2 encontrada entre 1,7-2,2 ppm sugiere la presencia de compuestos acetilados y la sefial 1
encontrada entre 3,2-3,4 ppm la de compuetos oxidados. (20)
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Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)

Trastorno que cursa con obstruccion progresiva del flujo aéreo, parcialmente reversible,
caracterizado por la inflamacion de las vias aéreas y efectos sistémicos que se observan en
adultos mayores de cuarenta afios. (15) Dicho trastorno produce la obstruccién de bronquios
(bronquitis crénica) y la destruccion del pulmén (enfisema pulmonar). (21) Es muy importante
el diagndstico precoz en este caso para un tratamiento eficaz y por ello seria ideal establecer
una huella metabdlica de dicha enfermedad.

El consumo de tabaco es la causa principal de EPOC y aun asi muchos pacientes diagnosticados
no consiguen abandonar el habito tabaquico. No se conoce con exactitud la causa por la que
algunos fumadores desarrollan EPOC pero se cree que esta relacionado con la predisposicion
genética. Es muy importante por todo lo comentado que se deje inmediatamente de fumar al
ser diagnosticado, ya que es la Unica medida eficaz demostrada para detener la evolucion
progresiva de esta enfermedad. (22)

Un estudio reciente realizado por una colaboracion entre institutos y hospitales estadounidenses
y espafioles demuestra la variabilidad del metaboloma en pacientes enfermos con EPOC,
distinguiéndolos en sexo, edad, supervivencia a la enfermedad e historial de tabaquismo. El
estudio se llevo a cabo mediante muestra de plasma durante 3 afios en 90 pacientes enfermos
con EPOC y 30 pacientes controles. Entre los enfermos, 30 sobrevivieron y 60 no lo hicieron,
dividido este ultimo en dos grupos de 30 personas: los descubiertos y los validados, utilizando
este Gltimo como validacion posterior del analisis. En el grupo control 12 personas eran
fumadoras y 18 no lo eran. Dicho procedimiento se llevé a cabo con la utilizacion de
cromatografia de liquidos (LC-MS, LC-MS?) y cromatografia de gases (GC-MS), ambas
acopladas a MS. Se realizaron dos analisis estadisticos diferentes complementarios (Support
Vector Machine (SVM) y Random Forest (RF)) que sirvieron de base para contrastar los
resultados. (23)

Como era de esperar, los pacientes sobrevivientes tuvieron mejor funcion pulmonar, calidad de
vida, capacidad de ejercicio, intercambio de gases y el indice BODE (indica prondstico de
EPOC) fue menor. (23)

Se encontraron con un total de 244 metabolitos bioquimicos. En la comparacion entre pacientes
que sobrevivieron a la enfermedad y los que no lo hicieron, se pudo predecir la supervivencia
gracias a la presencia de 4 metabolitos: fructosa, hexadecadenionato, hwesaxx (derivado del
fibrindgeno) y oxalato. Es cierto que el nimero de pacientes era bajo y esto pudo ser causa del
reducido nimero de metabolitos en comln encontrados pero se pudo observar una alta validez
debido a una cohorte de validacién confirmatoria. (23)

Se observaron diferencias significativas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), en
especial en la acumulacion de varios intermediarios: alfa-cetoglutarato, succinato, fumarato y
malato. También se observaron cambios bioquimicos en el metabolismo de la glucosa con el
aumento de niveles de lactato, glicerato y fructosa. Se pudo demostrar una acumulacion de
intermediarios en la ruta de las pentosas fosfato y en la via de glicerolipidos. Se pudo observar
también una reduccion de aminoacidos de cadena ramificada: valina, leucina e isoleucina.
Todas estas anormalidades, a pesar de no ser confirmadas por el grupo de validacion, pudieron
asociarse a un estado alterado de estrés oxidativo. (23)

Un aumento en niveles circulantes de polipéptidos asociados al fibrinbgeno fue otra de las

variaciones halladas durante el estudio, siendo dicho aumento observado en los pacientes que

no pudieron sobrevivir a EPOC. Lo mismo ocurri6 en el caso de la bradiquinina, metabolito
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implicado en la activacion del Factor XII y por ende, responsable de un aumento del riesgo de
exacerbacion y mortalidad asociado al fibrindgeno. Atendiendo a la escala de clasificacion
GOLD, si se mostraron diferencias significativas entre pacientes en estadios Il y IV en
comparacion con los controles, pero no entre pacientes en estadio Il. (23)

De este estudio se hallaron 3 puntos novedosos:

- Sique existen diferencias en el perfil metabolémico durante 3 afios entre personas que
mueren y las que no con EPOC. (23)

- Las diferencias de metabolitos permitieron realizar una correcta clasificacion de los
pacientes. (23)

- La mitocondria juega un papel muy importante, ya que se detectaron varias
interrupciones en vias metabdlicas, en concreto en el metabolismo energético. (23)

Otros estudios que anteceden a este demuestran lo anteriormente expuesto y ademas afiaden
otros datos cruciales para el diagnéstico precoz de EPOC. Este es el caso de M.Rodriguez-
Aguilar y col. que analizaron la huella quimica de la enfermedad a partir de condensado de aire
exhalado (EBC) utilizando cromatografia de gases ultrarrapida con un detector de nariz
electronica HERACLES 11 (Alpha MOS). La nariz electrénica posee unos nanosensores que
reaccionan con las distintas fracciones de compuestos organicos volatiles (COV) de la
respiracion, originandose asi respuestas utiles para la creacion de la huella dactilar metabolica
de EPOC. (24) A continuacion se muestran algunos de los metabolitos que difieren entre
pacientes con EPOC y sanos gracias a la huella quimica obtenida a partir de la nariz electronica
(Figura5).
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Figura 5. Compuestos encontrados en el aliento exhalado de pacientes con EPOC vs Sanos. (24)

Para concluir, es mas que evidente que varias vias metabdlicas estan involucradas en el
momento de diferenciacion entre enfermos y sanos. Dichas variaciones se observan sobre todo
en el metabolismo energético, que estd asociado al transporte de oxigeno y a la disfuncion
celular, y también en la cascada de coagulacion. (23)
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Céncer de pulmon

Es una enfermedad producida por la multiplicacion incontrolada de las células pulmonares. Este
puede desarrollarse por su origen en tracto respiratorio o a partir de una metastasis (25), siendo
esta la diseminacion de células cancerosas a través de sangre o linfa procedentes de otras partes
del cuerpo donde se encuentra el tumor original. (26) Atendiendo a la morfologia de las células
cancerosas, existen dos categorias para clasificar esta enfermedad: cancer de pulmon de células
no pequefias y cancer de pulmén de células pequefias. La proporcién existente de ambos tipos
es 4:1. (27) Desafortunadamente, este tipo de cancer es diagnosticado en un estadio avanzado
en gran parte de los pacientes, esto junto con el consumo de tabaco son los dos principales
factores de riesgo a los que hay que prestarle atencién. Es por ello que el objetivo principal para
el diagnostico precoz apunta actualmente a la busqueda de biomarcadores y aqui adquiere un
papel muy importante el estudio de vias metabdlicas implicadas en la patogénesis de la
enfermedad. (28)

Ha pasado aproximadamente una década desde que comenzé a usarse la metabolémica en la
investigacion del cancer y en especial los ultimos afios son los que han dotado a esta de jugar
un importante papel en el diagnéstico del cancer de pulmén. Existe un concepto muy curioso e
innovador en los ultimos afios denominado medicina de precision, la cual estudia las influencias
del medio ambiente, de la genética y de los estilos de vida de cada individuo. Esta disciplina se
ha convertido usual en el diagnostico del cancer de pulmdn de células no pequenas. (27)

Las principales muestras que se recogen para el analisis son suero, plasma y orina aunque al ser
una enfermedad del tracto respiratorio, también podrian obtenerse muestras de esputo,
concentrado de espiracion y lavado broncoalveolar liquido (BALF). (27)

Son muchos los biomarcadores que forman parte de la patogénesis de este cancer, sin embargo,
actualmente se pueden clasificar en cuatro categorias: metabolitos relacionados con la energia,
aminodcidos y proteinas, metabolitos relacionados con la sintesis de membranas celulares y
metabolitos relacionados con el microbioma intestinal. (27)
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Figura 6. Regulacién al alza del ciclo del &cido tricarboxilico, de la glucdlisis y de las vias de sintesis de &cidos
grasos y nucledtidos en las células de cancer de pulmdn. El tridngulo rojo significa que la concentracion de
metabolito aumento significativamente en los tejidos de cancer de pulmén. La flecha punteada representa
reacciones intermedias de varios pasos. (27)
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Para comenzar se expondran los principales metabolitos relacionados con la energia, tales como
glucosa, acido citrico y acilcarnitinas, todos ellos aumentados en el cancer de pulmén. (27) Por
un lado, la glucosa y el &cido citrico son en parte responsables del crecimiento de las células
tumorales pulmonares, ya que regulan positivamente la glucélisis y el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos. Estas son las principales vias para la obtencion de energia ATP celular y son
promotoras de la sintesis de acidos grasos y nucleotidos produciéndose asi la proliferacion de
las células del cancer de pulmon. La enzima carboxilasa pirGvica es un punto clave en la
regulacién al alza de las dos vias anteriores y es importante en la fase temprana de la
proliferacion de células no pequefias del cancer de pulmén. Por otro lado, las acilcarnitinas son
unas proteinas involucradas en la oxidacion de los &cidos grasos en las mitocondrias, principal
fuente de energia celular, con todo lo que eso conlleva. (27)

La treonina, la alanina y el &cido glutdmico son aminoécidos y proteinas consideradas fuentes
importantes de nitrogeno para las células cancerigenas, presentes en mayor proporcion en
cancer de pulmon. Ademas el acido glutdmico es también fuente de carbono para la anaplerosis
del ciclo de los acidos tricarboxilicos, siendo este, por tanto, participe del crecimiento celular
incontrolado que caracteriza estas enfermedades. (27)

En el caso de los metabolitos relacionados con la sintesis de membrana celular, estan
aumentados y son la colina, la carnitina y los acidos grasos. La colina es un punto inicial para
la sintesis de lipidos, la cual participa también en la sintesis de las membranas celulares durante
la rapida propagacion de las celulas cancerosas y ademas afiade grupos metilos en la metilacion
del ADN, accion que puede interferir con la reparacion de este. El glicerol también intervendria
en el desarrollo de dicho cancer debido a su participacion en la biosintesis de lipidos y
glicerofosfolipidos de membrana. (27) El acido lactico también se considera marcador
metabolico debido a su participacion en la disminucion del pH extracelular, en la metastasis de
células cancerosas, en la inmunosupresion de tejidos vecinos al tumor y en la proliferacion de
este. Esto fue demostrado por un estudio llevado a cabo mediante RMN por Rocha y col. (29)
y confirmado por Cheny col. (30) (27)

Por altimo, tras estudios recientes, se ha encontrado una relacion en pacientes con disbiosis en
el microbioma intestinal y cancer de pulmén. Otro hallazgo fundamental es el papel del
benzaldehido como metabolito diferenciador entre pacientes con cancer de pulmén y pacientes
sanos. (27)

El analisis metabolomico, ademéas de demostrar la relacion de estos metabolitos con el cancer
de pulmédn, también diferencia entre los distintos tipos de cancer de pulmon. Por ejemplo,
Rezola y col. demostraron diferencias metabdlicas como glicerina, acetona y acido acetoacético
entre el carcinoma de células escamosas de pulmon y adenocarcinoma de pulmon. (31) (27)

Hipertension arterial pulmonar (HAP)

Se trata de una enfermedad crénica caracterizada por un aumento de resistencia vascular
pulmonar (RVP) a nivel de la arteriola pulmonar. Posteriormente se produce una sobrecarga
progresiva de esta, seguida de la disfuncion del ventriculo derecho que puede derivar en
insuficiencia cardiaca derecha y muerte. (32) La presencia de esta enfermedad se confirma con
la elevacion sostenida de la presion arterial pulmonar con valores por encima de 25 mm Hg en
reposo o por encima de 30 mm Hg en el ejercicio, con una presion media del ventriculo
izquierdo al final de cada diastole por debajo de 15 mm Hg. (33)
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No es muy frecuente ver el uso de RMN o MS en HAP pero si se han descrito en algunas
ocasiones. Este es el caso por ejemplo de un equipo de estudio realizado en hospitales y otros
centros de Reino Unido, los cuales analizaron metabolitos plasmaticos utilizando cromatografia
liquida de ultra rendimiento en pacientes con HAP idiopatica o hereditaria y sujetos control sin
esta enfermedad. Estos estudios experimentales fueron complementados con anélisis
estadisticos como la prueba de Mann Whitney, prueba de Kolmogorov-Smirnov, regresion
lineal, anélisis de regresion de Cox, modelo de PLS-DA y prueba de Fisher. (34)

En dicho estudio se llevaron a cabo 3 analisis (cada uno con su grupo de pacientes con HAP y
controles) y se encontraron 686 metabolitos, de los cuales 97 (independientes de edad, sexo,
origen étnico, indice de masa corporal, creatinina (indicador de funcion renal), bilirrubina
(indicador de funcion hepatica) y farmacoterapia) distinguian entre pacientes con HAP y sanos.
Dentro de este grupo, se cuantificaron 53 metabolitos tales como sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEA-S), metionina sulfona, NZ1-metiliosina, oleoilcarnitina,
palmitoilcolina y esfingomielina. (34)
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Figura 7. Modelos de andlisis discriminantes basados en un bajo nimero de metabolitos distinguen a los pacientes
con hipertension arterial pulmonar (HAP) de los sujetos control. Grafico de puntos que muestra las puntuaciones
del modelo de sujetos individuales para sujetos de control sanos (HC), pacientes con HAP, vasorespondedores y
sujetos de control de enfermedades (DC) en analisis de descubrimiento y validacion. (34)

Pero el dato méas importante respecto a ello es el hallazgo de 20 metabolitos especificos de los
53 en pacientes con HAP tales como N-acetilaspartato, octadecanodioato y palmitoilcolina. Se
encontraron dos metabolitos fundamentales en su fisiopatologia: N2,N2-dimetilguanosina y
malato. También se observé en este grupo un aumento de purina, poliamina y metabolitos del
ciclo de los é&cidos tricarboxilicos, y una reduccion de esteroides, fosfatidilcolinas y
esfingomielinas, asociando dichos metabolitos a la clinica caracteristica de la enfermedad. (34)

El aumento de N1-metilinosina y N2,N2-dimetilguanosina (nucle6sidos modificados) son un
reflejo de la regulacion del aparato transcripcional incluyendo el recambio de ARNt.
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En pacientes con HAP se han asociado estas modificaciones a los cambios en la traduccion de
proteinas relacionadas con la enfermedad pulmonar. (34)

Por un lado, tal y como se indico anteriormente, en esta enfermedad se observan alteraciones
significativas en vias relacionadas con la produccion de energia, con la acumulaciéon de
acilcarnitinas, glutamato e intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxilicos. Al acumularse
estos metabolitos se puede producir un fallido intento por parte del organismo por aumentar la
utilidad de &cidos grasos mediante la beta-oxidacion, origindndose asi una sobrecarga en el
ventriculo derecho que deriva en cambios electrofisiologicos cardiacos y arritmias. Otros
metabolitos energéticos alterados observados en pacientes con HAP han sido el citrato, el
succinato y algunos acidos grasos. La reduccion de fosfatidilcolina y esfingomielina esta
relacionada con un aumento de mortalidad en pacientes con HAP. (34)

Por otro lado, dentro de esos 686 metabolitos iniciales encontrados, 62 se pueden usar como
valores de corte Gptimos para el pronostico y la identificacion. Tras controlar los factores de
confusion, finalmente se obtuvieron 99 metabolitos (ya sea para prondstico o discriminatorios
de HAP), de los cuales 16 metabolitos distinguian entre pacientes sanos y con HAP y podian
usarse como valor prondstico. (34)

La hipertension arterial pulmonar esta asociada a la aparicion de una enfermedad cardiovascular
y una posible muerte, por ello es muy importante también conocer los metabolitos que
distinguen a los sobrevivientes de los no sobrevivientes. En este caso se encontraron 27
metabolitos que distinguen ambos grupos, incluidos aminoacidos y nucledsidos modificados.
(34)

La angiogenina es una proteina que actua como potente estimulador en la formacion de nuevos
vasos sanguineos mediante un proceso denominado angiogénesis. (35) Al medir los niveles de
esta en plasma, se mostraron elevados en aquellos pacientes con HAP. La angiogenina también
participa en la escision inicial de los ARNt, siendo este otro motivo mas por el que se ve
modificada la traduccion de proteinas responsables de HAP. (34)

A pesar de lo poco usual que es el uso del analisis metabolomico en hipertension arterial
pulmonar, es una herramienta muy Gtil para el diagndstico y para el conocimiento del
prondstico. Sin duda la aplicacion mas importante en este caso es la monitorizacion de la
respuesta a tratamientos de HAP para poder estudiar mejoras terapéuticas sobre todo enfocadas
al metabolismo energético y a la regulacion transcripcional. (34)
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5. Conclusiones

El anélisis metabolomico es sin duda una de las claves mas novedosas e importantes para la
obtencion de un buen diagndstico y un eficaz tratamiento. Al ser una disciplina tan actual en
comparacion con otras de su campo, es légico que haya desconocimiento por parte de actuales
y futuros cientificos, sin embargo, las dudas se esclarecen cada vez mas gracias a la gran labor
que estan desarrollando los expertos de la materia.

A lo largo de la etapa académica se aprenden muchos conceptos y algunos de ellos son dificiles
de aplicar a la parte practica, como es el caso de la resonancia magnética nuclear y de la
espectrometria de masas. Ambas técnicas son muy influentes en la determinacion de un
diagndstico clinico a partir de analisis metabolomico y queda perfectamente reflejado en el
namero Yy la calidad de los estudios descritos relacionados con las enfermedades respiratorias
en este caso.

Las enfermedades respiratorias descritas han sido asma, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), cancer de pulman e hipertension arterial pulmonar (HAP). Todas ellas limitan
la vida del paciente y es por ello imprescindible un adecuado diagndstico y en la medida de lo
posible, que sea precoz. La obtencion de dicho diagnostico clinico en las patologias
respiratorias mencionadas ha sido posible gracias al hallazgo de metabolitos y vias metabdlicas
alteradas utilizando la metabolémica como disciplina fundamental, y en muchos casos
complementaria.
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