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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Metabolómica 

1.1.1 Generalidades de la Metabolómica 

     La metabolómica es una rama relativamente joven de las ciencias “ómicas” 

que se ocupa del estudio sistemático de los productos químicos o metabolitos 

que generan las células y los organismos. Debido a que los metabolitos son los 

productos posteriores de numerosas interacciones de todo el genoma o de todo 

el proteoma, el metaboloma (la suma de todos los metabolitos en un organismo) 

puede ser una medida muy sensible del fenotipo (Bouatra et al., 2013). 

     El metaboloma humano, por su parte, representa la colección completa de 

moléculas de bajo peso molecular que se encuentran en el organismo, 

incluyendo péptidos, lípidos, aminoácidos, ácidos nucleicos, carbohidratos, 

ácidos orgánicos, aminas biogénicas, vitaminas, minerales, aditivos 

alimentarios, fármacos, cosméticos, contaminantes y casi cualquier otra 

sustancia química que los humanos ingieren, metabolizan, catabolizan o con los 

que entran en contacto (Wishart et al., 2018). El número de metabolitos 
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conocidos, esperados y predichos que constituyen dicho metaboloma 

corresponde a 114,222, según la Base de Datos del Metaboloma Humano 

(HMDB, Human Metabolome Database) (Human Metabolome Database 

[HMDB], 2020). 

     El enfoque inicial de la metabolómica ha sido el descubrimiento de 

biomarcadores, con el objetivo de identificar metabolitos correlacionados con 

diversas enfermedades y exposiciones ambientales. Esto ha llevado, por 

ejemplo, a la identificación del N-óxido de trimetilamina (TMNO, trimethylamine 

N-oxide) plasmático y la taurina urinaria como marcadores de enfermedad 

cardiovascular (CVD, cardiovascular disease) y exposición a radiación 

ionizante, respectivamente (Johnson et al., 2016). 

     La metabolómica no solo permite la identificación de biomarcadores de 

enfermedad en forma de metabolitos endógenos (derivados de los genes) y 

exógenos (derivados del medio ambiente), sino que también proporciona 

conocimientos únicos sobre las causas fundamentales de la enfermedad, ya 

que, en contraste con los genes y las puntuaciones de riesgo genético, que 

pueden ser utilizadas para indicar lo que podría suceder, el perfilado  

metabolómico y la fenotipificación metabólica indican lo que está ocurriendo 

realmente. Aplicaciones adicionales de la metabolómica en el área biomédica 

incluyen el monitoreo del paciente, el descubrimiento y el desarrollo de 

fármacos, así como su utilización en la medicina de precisión, cuyo objetivo es 

utilizar pruebas diagnósticas avanzadas para personalizar el tratamiento médico 
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de un individuo de acuerdo con sus perfiles “ómicos” específicos (Wishart, 

2016). 

 

1.1.2 Metabolómica Dirigida y no Dirigida 

     Para llevar a cabo un estudio de este tipo, las estrategias de metabolómica 

implican ya sea un enfoque dirigido o uno no dirigido. La metabolómica dirigida 

se refiere a la detección y cuantificación precisa de un pequeño conjunto de 

compuestos conocidos, impulsadas por una pregunta o hipótesis bioquímica 

específica en la que el conjunto de metabolitos relacionados con una o más 

vías metabólicas ya está definido. Una limitación del enfoque dirigido es que 

requiere que los compuestos de interés se conozcan a priori y además estén 

disponibles en su forma purificada. En cambio, el enfoque no dirigido no es 

conducido por una hipótesis a priori y se utiliza para una comparación completa 

de metabolomas (es decir, se miden y comparan entre muestras tantos 

metabolitos como sea posible). A diferencia de la metabolómica dirigida, la 

metabolómica no dirigida no intenta cuantificar con precisión todos los 

metabolitos medibles en una muestra, sino que solo da su cuantificación relativa 

(Cambiaghi et al., 2017). 

 

 



   4 
 

1.1.3 Metabolómica a Partir de Biofluidos 

     Diversas muestras biológicas se utilizan comúnmente en el análisis 

metabolómico, incluyendo: biofluidos (también conocidos como fluidos 

corporales), extractos de células, extractos de bacterias, tejidos intactos de 

animales o humanos y extractos de plantas (Emwas, 2015). 

     La lista de biofluidos que han sido utilizados en estudios de metabolómica 

con énfasis en las ciencias biomédicas es realmente vasta, y algunos ejemplos 

de los más utilizados son: el plasma, el suero, la orina, la saliva, el líquido 

cefalorraquídeo (LCR), y las heces (Karu et al., 2018). 

     En cuanto al análisis de los perfiles de metabolitos en los biofluidos, éste nos 

proporciona información sobre el diagnóstico y el pronóstico de las 

enfermedades, los patrones dietéticos y la toxicidad de fármacos, entre otros 

hallazgos (Bingol, 2018). La sangre, por ejemplo, irriga cada tejido y cada 

órgano del cuerpo y recolecta y transporta moléculas que son asimiladas, 

secretadas, excretadas o descartadas por diferentes tejidos. En la mayoría de 

los estudios de metabolómica, se utilizan matrices de plasma o suero como 

sustituto de la sangre completa. El perfilado metabolómico y el análisis de tales 

muestras han sido aplicados exitosamente a la investigación de una variedad 

de enfermedades, como cáncer, enfermedades renales, enfermedades 

cardiovasculares, diabetes y enfermedad celíaca (Suarez-Diez et al., 2017). 

     Finalmente, existen diferentes bases de datos que contienen información 

sobre los intervalos de concentración de metabolitos específicos en biofluidos 
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humanos, tal como la HMDB, la cual proporciona intervalos para metabolitos en 

sangre, orina, saliva, LCR, heces, sudor, leche materna, bilis y líquido 

amniótico, entre otros bioespecímenes (HMDB, 2020; Johnson et al., 2016). 

 

1.1.4 Metabolómica de Orina 

     La orina, tal como la producen los mamíferos, es un líquido transparente, 

estéril (aún en la vejiga) y de color ámbar generado por los riñones. Los riñones 

extraen los desechos solubles del torrente sanguíneo, así como el exceso de 

agua, azúcares y una variedad de otros compuestos. La orina resultante 

contiene altas concentraciones de urea (del metabolismo de los aminoácidos), 

sales inorgánicas (cloruro, sodio y potasio), creatinina, amoníaco, ácidos 

orgánicos, diversas toxinas solubles en agua y productos pigmentados de la 

degradación de la hemoglobina, incluida la urobilina, que le da su color 

característico (Bouatra et al., 2013). 

     Si bien diversos fluidos corporales han sido objeto de estudios de 

metabolómica, la orina es uno de los biofluidos que más se han estudiado a la 

fecha. Esto se debe a que es fácilmente disponible, se puede obtener de forma 

no invasiva y requiere una preparación mínima. Además, es rica en metabolitos 

y tiene una concentración de macromoléculas muy baja (Bezabeh et al., 2019). 

Estas propiedades intrínsecas de la orina la convierten en una fuente atractiva 

de biomarcadores para estudios clínicos de metabolómica, ya que además 
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retiene información de los tejidos proximales y de la sangre que perfunde 

órganos distantes. También es fácil recolectar repetidamente grandes 

cantidades de orina del mismo individuo para estudios longitudinales. 

Finalmente, la orina es estable y relativamente menos compleja que otros 

biofluidos (Wu & Gao, 2015). La posibilidad de recolectar fácilmente las 

muestras de orina de manera pasiva, no invasiva y longitudinal representa una 

ventaja clave frente a otras matrices biológicas que pueden ser empleadas 

como fuente de información metabólica, como la sangre y el LCR, por ejemplo 

(Miller et al., 2019). 

     En cuanto a aplicaciones de la metabolómica de orina, ésta ha sido 

reconocida durante mucho tiempo como un fluido rico para el diagnóstico 

médico y en la actualidad se realizan muchos ensayos clínicos en este fluido 

biológico. Miles de metabolitos han sido documentados en la orina, mostrando 

conexiones con aproximadamente 600 condiciones humanas que incluyen, 

entre otras: obesidad, cáncer, inflamación, enfermedades neurológicas y 

enfermedades infecciosas. Además, el embarazo, la ovulación, la infección del 

tracto urinario, la dieta y el ejercicio inducen firmas metabolómicas que pueden 

ser observadas en la orina. Adicionalmente, diversos fármacos y sus 

metabolitos se detectan fácilmente en la orina, presentando la oportunidad para 

una dosificación adaptada al individuo y un monitoreo del cumplimiento, así 

como una estratificación efectiva para ensayos clínicos, lo que puede reducir en 

gran medida el costo del desarrollo farmacéutico (Miller et al., 2019). 
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     Un ejemplo de aplicación de la metabolómica de orina corresponde a la 

identificación de biomarcadores de enfermedad renal, incluyendo la lesión renal 

aguda, la enfermedad renal crónica (ERC), la nefropatía diabética, y el 

síndrome nefrótico idiopático, entre otras patologías (Barrios et al., 2016; 

Saucedo et al., 2018). 

 

1.1.5 Naturaleza Química del Metaboloma Urinario Humano 

     El metaboloma de la orina es la suma de los metabolitos excretados durante 

las horas previas a la toma de muestra (Barnes et al., 2016). A este respecto, 

las muestras de orina varían ampliamente en su contenido de agua y solutos, 

mostrando a menudo una diferencia de más del doble entre muestras de 

humanos sanos. Estas variaciones se pueden compensar por la recolección de 

muestras de orina de 24 horas, o por la normalización de las muestras de orina 

respecto a la osmolalidad, a la gravedad específica o, más comúnmente, a la 

creatinina (que es un metabolito dependiente de la edad, el sexo, la masa 

muscular y el grupo poblacional) (Karu et al., 2018). 

     La información de los metabolitos que han sido detectados en la orina 

humana, junto con sus respectivas concentraciones y asociaciones con 

enfermedad, se resume en la Base de Datos del Metaboloma Urinario (UMDB, 

Urine Metabolome Database, http://www.urinemetabolome.ca) (Bouatra et al., 

2013). 
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     Actualmente, el número de metabolitos detectados y esperados en la orina 

humana según esta base de datos es de 4,364. De éstos, 1,690 han sido 

detectados y cuantificados, 474 se han detectado, pero no cuantificado, y 2,200 

entran en la categoría de esperados (Urine Metabolome, 2020). Los 

compuestos clasificados como metabolitos "detectados" son aquellos con 

concentraciones medidas o confirmación experimental de su existencia en la 

orina, mientras que los metabolitos "esperados" son aquellos compuestos de 

estructura conocida para los cuales se conocen vías bioquímicas y donde la 

ingesta/exposición humana es frecuente, pero que aún no han sido detectado 

en dicho biofluido o el isómero preciso aún no se ha identificado formalmente 

(Wishart et al., 2018). 

     En lo que respecta a la naturaleza química de los metabolitos encontrados 

en la orina humana, ésta contiene un número sustancial de moléculas 

hidrofílicas. Excluyendo los lípidos (que están presentes en concentraciones 

muy bajas), en la orina humana predominan los aminoácidos y derivados, y los 

carbohidratos. Otras moléculas de bajo peso molecular encontradas en gran 

abundancia en la orina incluyen los hidroxiácidos y derivados (como el ácido 

cítrico), la urea, el amoníaco, la creatinina y el ácido hipúrico. Asimismo, los 

distintos tipos de compuestos que constituyen el metaboloma urinario humano 

se clasifican en “superclases” de grupos químicos (la figura 1 muestra la 

clasificación de la HMDB) (Bouatra et al., 2013). 



   9 
 

 

Figura 1. Superclases químicas identificadas en la Base de Datos del 

Metaboloma Urinario. Adaptado de Bouatra, et al., 2013. 

 

1.1.6 Técnicas Analíticas Empleadas en Metabolómica 

     El flujo de trabajo en metabolómica comienza con el diseño experimental, el 

cual consta de dos pasos principales. El primer paso consiste en definir el 

problema biológico, generando las hipótesis del estudio. Basándose en ello, el 
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segundo paso involucra la selección del enfoque utilizado en el análisis (dirigido 

o no dirigido, definidos anteriormente). Los pasos restantes típicamente 

incluyen la preparación de la muestra, el análisis de la muestra y la adquisición 

de los datos, el preprocesamiento de los datos y el análisis estadístico e 

interpretación de los datos (figura 2) (Pereira Braga & Adamec, 2019). 

     En relación con el paso correspondiente al análisis de las muestras, dada la 

amplia naturaleza de los metabolitos y sus diferencias en rango dinámico (de 

pico a milimolar), se requiere el uso de diferentes plataformas metabolómicas 

para asegurar una cobertura óptima del metaboloma (González-Peña & 

Brennan, 2019). 

     De este modo, las técnicas analíticas principalmente empleadas para la 

adquisición de datos en los estudios de metabolómica son la resonancia 

magnética nuclear (RMN) y la espectrometría de masas (EM), la cual 

generalmente se encuentra acoplada a técnicas de separación como la 

cromatografía de gases (CG), la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, 

High Performance Liquid Chromatography), cromatografía líquida de ultra alta 

resolución (UPLC, Ultra High Performance Liquid Chromatography) o 

electroforesis capilar (EC) (Cambiaghi et al., 2017; Pereira Braga & Adamec, 

2019). 

     La elección de la plataforma depende principalmente del enfoque del 

estudio, así como de la naturaleza de las muestras. Sin embargo, la selección 

de una plataforma o plataformas analíticas dadas también se determina a 
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menudo por el costo, su accesibilidad y la experiencia disponible (Emwas et al., 

2019). 

 

Figura 2. Flujo de trabajo general en metabolómica. 
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1.2 La Resonancia Magnética Nuclear 

1.2.1 Fundamento 

     La resonancia magnética nuclear es una técnica analítica basada en 

espectroscopía de absorción, que involucra a los núcleos magnéticamente 

activos (aquellos cuyo número cuántico de espín es diferente a cero), los 

cuales, bajo condiciones apropiadas en un campo magnético, pueden absorber 

radiación electromagnética en la región de radiofrecuencia, proceso gobernado 

por el entorno químico del núcleo en cuestión. Un gráfico de las intensidades de 

los picos de absorción en función de las frecuencias constituye un espectro de 

RMN (Silverstein et al., 2005). 

     El proceso de RMN involucra dos pasos esenciales: en el primero, los 

espines nucleares magnéticos se alinean en un campo magnético externo 

aplicado (B0), mientras que, en el segundo, la alineación del espín nuclear se ve 

perturbada por la aplicación de una onda electromagnética en la región de las 

radiofrecuencias (figura 3A) (Rhodes, 2017). La relación entre el campo 

magnético aplicado y la frecuencia de la radiación electromagnética que genera 

el fenómeno de la RMN queda establecida por la ecuación de Larmor: 

𝑣 = (
γ

2π
) (B0) 

     donde v es la frecuencia de la radiación que causa la transición; γ 

corresponde a la constante giromagnética, la cual es diferente para cada núcleo 
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(H, C, N, etcétera); y B0 es el campo magnético aplicado (Silverstein et al., 

2005). 

     Otro aspecto importante corresponde al de la relajación de los núcleos, de 

manera que existen dos procesos de relajación: la relajación longitudinal o 

espín-red, designada por el tiempo T1, y la relajación transversal o espín-espín, 

caracterizada por el tiempo T2. La relajación longitudinal involucra la 

transferencia de energía de los núcleos “excitados” a los núcleos circundantes. 

La figura 3B muestra la pérdida de la componente xy por el proceso de 

relajación longitudinal, cuando la magnetización neta regresa al eje z en una 

espiral decreciente (precesión). La relajación transversal, por otro lado, implica 

la transferencia de energía entre protones en precesión, resultando en un 

desfase, y provocando ensanchamiento de línea y pérdida de señal (Silverstein 

et al., 2005). 

 

Figura 3. A. Orientación de los espines nucleares antes y después de la 

aplicación de un campo externo. B. Precesión del vector de magnetización 

durante la relajación. 

 

A B 
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1.2.2 Información Obtenida de un Espectro de RMN de Hidrógeno 

     Los espectros de RMN de núcleos, como, por ejemplo, 1H, 3H, 13C, 15N, 19F, 

31P, pueden ser fácilmente obtenidos, ya que poseen números de espín de ½ y 

una distribución uniforme de carga esférica. De éstos, los más ampliamente 

utilizados en RMN son, por mucho, el hidrógeno o protón, 1H, y el carbono 13, 

13C. A este respecto, la figura 4 muestra el espectro de RMN de hidrógeno (1H-

RMN) del acetato de etilo como ejemplo (Silverstein et al., 2005; Rhodes, 2017). 

 

Figura 4. Espectro de 1H-RMN típico. El área de cada señal está directamente 

relacionada con el número de átomos de H que la genera. 

 

     Al analizar un espectro de 1H-RMN los parámetros que nos permiten llevar a 

cabo la elucidación estructural incluyen: el número de señales, el 

desplazamiento químico, el acoplamiento químico y el área bajo la curva (o 

integral) de cada señal (Silverstein et al., 2005). 
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     El número de señales nos da información sobre los diferentes tipos de 

hidrógeno existentes en una molécula o en una mezcla de compuestos. El 

desplazamiento químico (δ), por su parte, se relaciona con la frecuencia a la 

que aparece la señal de un protón específico, y depende básicamente de su 

entorno químico. Los desplazamientos químicos se suelen reportar en unidades 

adimensionales, denominadas partes por millón (ppm), tal como se muestra en 

la figura 4, y corresponden al cociente del desplazamiento químico de un pico 

en Hertz (Hz) y la frecuencia designada de un espectrómetro en Megahertz 

(MHz). Aquí vale la pena mencionar que, de acuerdo con el grupo funcional al 

que pertenecen los protones observados, existen regiones generales de 

desplazamientos químicos en un espectro de 1H-RMN (figura 5) (Silverstein et 

al., 2005). 

 

Figura 5. Regiones generales de desplazamientos químicos en un espectro de 

1H-RMN. 
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     Respecto al acoplamiento de las señales, o de manera más específica, el 

acoplamiento de los espines, éste puede ser descrito como el acoplamiento de 

los espines de los protones a través de los electrones que intervienen en los 

enlaces. De acuerdo con el principio de Pauli, los electrones de enlace entre 

dos núcleos están apareados de manera que los espines adquieren una 

distribución antiparalela. En presencia de un campo magnético, existe la 

tendencia por parte de cada núcleo de aparear su espín con uno de los 

electrones de enlace, y, en consecuencia, la mayoría son antiparalelos. Así, por 

ejemplo, suponiendo que dos protones vecinales (es decir, aquellos que se 

encuentran separados por 3 enlaces) se encuentran en entornos químicos muy 

diferentes, cada protón dará lugar a una absorción distinta, y dichas 

absorciones estarán ampliamente separadas, pero el espín de cada protón es 

afectado levemente por las dos orientaciones del otro protón a través de los 

electrones de enlace, de modo que cada absorción aparece como un doblete, 

como se aprecia en la figura 6. En dicha figura también se puede observar que 

la diferencia en las frecuencias de aparición (en Hz) de los picos constituyentes 

de una señal es designada como J, y se refiere a la constante de acoplamiento, 

la cual es proporcional a la efectividad del acoplamiento (Silverstein et al., 

2005). 
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Figura 6. Acoplamiento de espines entre dos protones con desplazamientos 

químicos muy diferentes. 

 

     Finalmente, la integración de las señales nos da información ya sea del 

número de núcleos que las generan o de la concentración del compuesto en 

cuestión. Este último hallazgo se relaciona de forma directa con el desarrollo de 

métodos de cuantificación por RMN, como se mencionará a fondo más adelante 

(Gödecke et al., 2013). 

 

1.2.3 Aplicaciones de la RMN 

     La RMN ha sido utilizada principalmente en química para la identificación y 

cuantificación de la composición química de una muestra determinada, y 

también puede ser utilizada para estudiar las propiedades físicas y químicas de 

las moléculas, como la densidad electrónica y la dinámica molecular. Además, 
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la RMN se ha empleado en una amplia gama de áreas de investigación, 

incluyendo biología estructural, química orgánica, química inorgánica, 

bioquímica, física, biología, polímeros y descubrimiento de fármacos. En cuanto 

a los tipos de muestras que se analizan por RMN, las líquidas son las 

principalmente empleadas, aunque las muestras sólidas y las muestras en fase 

gaseosa también pueden ser utilizadas (Emwas, 2015). 

     Entre las aplicaciones de la RMN, además de la elucidación estructural de 

compuestos de novo, también se incluyen: el análisis cinético de las reacciones 

químicas, los estudios metabólicos in vivo en tiempo real, utilizando el rastreo 

de isótopos estables, y la obtención de imágenes (imaging) en tiempo real de 

células o animales vivos, entre otros (Liu & Locasale, 2017). 

     La RMN tiene una serie de ventajas únicas sobre otras plataformas 

metabolómicas. En particular, la espectroscopía de RMN aplicada a la 

metabolómica destaca porque: 

• Es una técnica no destructiva. 

• Permite realizar determinaciones cuantitativas. 

• Requiere poca o ninguna preparación, tratamiento o derivatización 

química de la muestra. 

• Facilita la identificación rutinaria de distintos compuestos a partir de 

bases de datos. 

• Es altamente automatizable y reproducible. 
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     Además de estas fortalezas, la RMN es particularmente adecuada para 

detectar y caracterizar compuestos que son menos manejables para el análisis 

por cromatografía líquida (CL) acoplada a espectrometría de masas (CL-EM), 

como los azúcares, los ácidos orgánicos, los alcoholes, los polioles y otros 

compuestos altamente polares (Emwas et al., 2019). Sin embargo, algunas de 

las limitaciones de la RMN con respecto a la EM son: una baja sensibilidad, una 

menor cobertura de metabolitos por ejecución, un procesamiento espectral 

menos automatizado y un alto costo del equipo y del mantenimiento del mismo 

(Liu & Locasale, 2017). 

 

1.2.4 Análisis Cuantitativo por RMN (RMNc) 

     La RMN se considera una técnica analítica primaria porque existe una 

proporcionalidad directa entre el área de la señal y el número de núcleos que la 

originan. Por lo que, la intensidad de la señal es directamente proporcional a la 

concentración del analito. Como resultado, la RMN cuantitativa, RMNc (qNMR, 

quantitative nuclear magnetic resonance), específicamente la RMN cuantitativa 

de 1H, 1H-RMNc (qHNMR, quantitative 1H nuclear magnetic resonance), tiene 

ciertas ventajas sobre los métodos basados en CL: se pueden obtener datos 

estructurales y cuantitativos simultáneamente; el tiempo de preparación de la 

muestra es relativamente corto; la RMN no es destructiva; y la determinación 

simultánea de más de un analito en una mezcla es posible, pues no se requiere 

recalibración específica del compuesto. Este último punto también implica otro 
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aspecto importante de la 1H-RMNc, ya que esta técnica tiene la ventaja de no 

requerir el uso de materiales de referencia idénticos al analito para realizar 

análisis cuantitativos, como es el caso de los métodos tradicionales de 

cuantificación, sino que puede emplear cualquier estándar de calibración de 

elección altamente puro, químicamente estable e inerte (Gödecke et al., 2013). 

Hoy en día, la RMNc se aplica principalmente para identificar y cuantificar 

fármacos, metabolitos biológicos y productos naturales (Sun et al., 2017). 

 

     1.2.4.1 Métodos de Cuantificación en RMNc. 

     En el campo específico de la RMNc, existen dos formas de realizar la 

cuantificación, en concreto: la absoluta y la relativa. La primera se basa en el 

empleo de un estándar de calibración adecuado, cuya pureza es conocida, en 

tanto que en la cuantificación relativa se mide la concentración molar relativa 

de múltiples compuestos en una muestra, por comparación de la señal 

espectral del analito con la señal propia de un estándar (Cullen et al., 2013; 

Gödecke et al., 2013). 

     A este respecto, pese a todas las ventajas que presenta la 1H-RMNc frente 

a los métodos cuantitativos basados en EM, la cuantificación de señales de 

RMN de manera exacta y reproducible es frecuentemente desafiante, a pesar 

del empleo de instrumentos con distintas intensidades de campo y la utilización 

de diferentes secuencias o anchos de pulsos, así como de distintos tiempos de 
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espera. De hecho, a pesar de un aumento constante en el número de 

publicaciones derivadas de la metabolómica basada en RMN centrada en 

biomarcadores de diagnóstico, solo unas pocas de éstas reportan niveles de 

metabolitos cuantificados de forma absoluta, pues, en la gran mayoría de los 

estudios de este tipo se hace uso de cuantificación relativa, la cual no involucra 

el proceso de validación (Emwas et al., 2016). 

 

     1.2.4.2 Métodos de Calibración en RMNc 

     La cuantificación absoluta por RMNc se puede llevar a cabo por calibración 

interna o externa. Para la calibración interna, una cantidad definida de un 

material de referencia se agrega a la disolución de muestra. La cuantificación se 

realiza comparando las integrales (o una respuesta equivalente) del analito y la 

referencia (EUROLAB, 2014). Para obtener resultados de análisis exactos, los 

picos cuantitativos y los picos del estándar interno no deben presentar 

interferencia con ninguna otra señal (Sun et al., 2017). 

     Los resultados obtenidos por el método del estándar interno se consideran 

mejores en exactitud y precisión que los obtenidos por el método del estándar 

externo. Sin embargo, el uso de estándares internos resulta en la 

contaminación de los analitos, lo que constituye un serio inconveniente en la 

cuantificación de ciertos compuestos (Watanabe et al., 2016). 
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     El método de cuantificación por estándar externo, en cambio, implica la 

comparación de la integral del analito y la de un compuesto externo a la 

muestra, para lo cual se pueden emplear curvas de calibración por estándar 

externo. Este método tiene la ventaja de recuperar los analitos sin ninguna 

contaminación (Watanabe et al., 2016). 

 

1.2.5 Parámetros de Adquisición y de Procesamiento para Métodos de 1H-

RMNc 

     Al desarrollar un método de cuantificación por 1H-RMNc es necesario tomar 

en cuenta dos grupos de parámetros clave: los de adquisición de datos y los de 

procesamiento (o post adquisición) de los mismos. Los primeros incluyen el 

ángulo de giro (flip angle), la espera interpulso (inter pulse delay, o simplemente 

delay, designado como D1), la ganancia del receptor (RG, receiver gain), el 

tiempo de adquisición (AQ, acquisition time) y el número de incrementos (NS, 

number of scans), entre otros, mientras que los parámetros de procesamiento 

comprenden la función de ventana (window function), el llenado de ceros (ZF, 

zero filling), el ajuste o corrección de fase (phasing) y la corrección de la línea 

base (baseline correction), entre otros (Gödecke et al., 2013). 

     En relación con los parámetros de adquisición, se pueden elegir ángulos de 

pulso de hasta 90°, pues este ángulo conduce a la máxima intensidad de señal 

con respecto al tiempo de medición empleado. Con el empleo de ángulos 

menores se requiere menos tiempo para alcanzar la relajación completa de los 
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núcleos, y por lo mismo, el tiempo de experimento es más corto; sin embargo, 

en este caso la intensidad de la señal no sería máxima. Respecto a la espera 

interpulso, se sugiere que ésta debe corresponder a 5 veces el valor del tiempo 

de relajación longitudinal, T1, más alto de todas las señales evaluadas. Por otro 

lado, la ganancia del receptor debe establecerse de modo que no se produzca 

truncamiento del decaimiento libre de la inducción (FID, free induction decay) 

(EUROLAB, 2014). El tiempo de adquisición, por su parte, tiene un impacto en 

la línea base del espectro, y la optimización de este parámetro conduce a la 

eliminación de las necesidades de corrección de fase de primer orden (Gödecke 

et al., 2013). 

     En cuanto al número de incrementos o NS, el valor que tome este parámetro 

está relacionado con la sensibilidad, medida como una relación señal/ruido, 

S/R, pues ésta es proporcional a la raíz cuadrada del número de incrementos. 

La obtención de un espectro con más incrementos aumenta la sensibilidad. Sin 

embargo, se recomienda que el NS sea en múltiplos de 2n, al menos 4 u 8, para 

que se puedan completar los pasos mínimos del ciclo de fase de una secuencia 

de pulsos de RMN particular (Torres & Price, 2017). 

     En consideración a los parámetros de procesamiento, las funciones de 

ventana o de apodización (como la de Lorentz-Gauss, muy frecuentemente 

utilizada en RMN), tienen como objetivo ya sea incrementar la resolución o 

favorecer una relación S/R más alta en los espectros (Branco et al., 2015). De 

igual manera, el llenado de ceros permite aumentar la resolución. Aquí, los 

puntos de datos de amplitud cero se agregan al final del FID para aumentar el 
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número total de puntos de datos. Un aumento del doble en el número de estos 

puntos, mediante el ZF, tiene el efecto beneficioso de incrementar la resolución 

de los picos (hasta cierto punto), especialmente para la definición de estructuras 

de multiplete en los espectros de 1H (Torres & Price, 2017). 

     La corrección de fase es un proceso de ajuste espectral de RMN que tiene 

como objeto maximizar el carácter de absorción y la simetría de los picos de 

RMN en todas las regiones del espectro (Emwas et al., 2018). Finalmente, la 

corrección de la línea base tiene como fin remediar el problema de los 

artefactos en dicha línea, y para ello existen muchos procedimientos disponibles 

en el software de procesamiento (Torres & Price, 2017). 

 

1.3 Validación de Métodos Basados en RMNc 

     Una vez desarrollado un método de RMNc, es deseable que éste sea 

validado, mediante la evaluación de parámetros tales como: especificidad, 

linealidad, precisión, exactitud, límite de detección (LD), límite de cuantificación 

(LC), y robustez. La ventaja de los métodos validados es que permiten generar 

resultados con mayor confiabilidad analítica (EUROLAB, 2014). Adicionalmente, 

es deseable que se confirme la ausencia de efecto matriz (Fei et al., 2019). A 

continuación, se describen los parámetros de validación antes mencionados. 
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1.3.1 Especificidad 

     La especificidad se refiere a la capacidad de evaluar inequívocamente a un 

analito en presencia de componentes que pudieran interferir con el análisis. 

Normalmente, éstos pueden incluir impurezas, degradantes, matriz, etcétera 

(ICH, 1995). En el caso particular de la RMNc, la especificidad de las señales 

se asegura cuando éstas no se traslapan con las señales propias de otros 

componentes (EUROLAB, 2014). Para lograr este objetivo, se suelen analizar 

espectros de RMN en dos dimensiones (2D), con la finalidad de verificar que la 

asignación de señales sea irrefutable y de esta manera demostrar la 

especificidad (Gödecke et al., 2013). 

 

1.3.2 Linealidad 

     La linealidad de un procedimiento analítico se refiere a su capacidad (en un 

intervalo de concentración dado) de obtener resultados que son directamente 

proporcionales a la concentración (cantidad) de analito en la muestra (ICH, 

1995). Para evaluar este parámetro se necesita construir una curva de 

calibración de al menos 5 niveles de concentración, y realizar el análisis 

estadístico apropiado, que corresponde al cálculo de una línea de regresión por 

el método de mínimos cuadrados (EUROLAB, 2014). 
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1.3.3 Precisión 

     La precisión de un procedimiento analítico expresa la cercanía (grado de 

dispersión) entre una serie de mediciones obtenidas a partir de muestreos 

múltiples de la misma muestra homogénea bajo las condiciones prescritas. La 

precisión se expresa usualmente como la varianza, la desviación estándar o el 

porcentaje de desviación estándar relativa (%DER) de una serie de mediciones, 

siendo ésta última la forma más común de expresión (ICH, 1995). 

     La precisión se puede considerar en diferentes niveles, incluyendo la 

repetibilidad, o precisión intradía, y la precisión intermedia. La repetibilidad 

expresa le precisión bajo las mismas condiciones de operación durante un 

breve intervalo de tiempo, en tanto que la precisión intermedia expresa 

variaciones dentro de los laboratorios: diferentes días, diferentes analistas, 

diferentes equipos, etcétera (ICH, 1995). 

 

1.3.4 Exactitud 

     La exactitud de un procedimiento analítico expresa la cercanía entre el valor 

que es aceptado ya sea como un valor verdadero convencional o un valor de 

referencia aceptado y el valor encontrado (ICH, 1995). 
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     Existen diferentes métodos para evaluar la exactitud, entre ellos: 

a) La aplicación de un procedimiento analítico a un analito de pureza 

conocida (por ejemplo, un material de referencia). 

b) La comparación de los resultados del procedimiento analítico propuesto 

con los de un segundo procedimiento bien caracterizado, cuya exactitud 

es definida. 

c) La exactitud puede evaluarse una vez que la especificidad, la linealidad y 

la precisión se hayan establecido. 

 

1.3.5 Límite de Detección 

     El límite de detección de un procedimiento analítico es la mínima cantidad de 

analito en una muestra que puede ser detectada pero no necesariamente 

cuantificada como un valor exacto (ICH, 1995). En el campo de la RMNc, el LD 

se puede determinar de manera matemática o visual a partir del espectro. De 

manera matemática, el LD corresponde a la concentración para la cual la 

relación S/R es igual a 3. De manera visual, el LD es la mínima concentración 

con la cual el patrón de señales del analito es reconocible sin ninguna 

ambigüedad (EUROLAB, 2014). El LD además se puede calcular considerando 

la desviación estándar de la respuesta (σ) y la pendiente de la curva de 

calibración (S): LD= 3.3σ / S (EUROLAB, 2014; Gödecke et al., 2013). 
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1.3.6 Límite de Cuantificación 

     El límite de cuantificación de un procedimiento analítico es la mínima 

cantidad de analito en una muestra que puede ser determinada 

cuantitativamente con precisión y exactitud adecuadas (ICH, 1995). En RMNc, 

el LC se puede determinar experimentalmente por medio de múltiples 

mediciones a diferentes diluciones. El %DER se determina en cada caso y el 

LC es igual a la mínima concentración para la cual se obtiene un %DER 

aceptable (EUROLAB, 2014). Al igual que el LD, el LC se puede determinar 

basándose en la desviación estándar de la respuesta (σ) y la pendiente de la 

curva de calibración (S): LC= 10σ / S (EUROLAB, 2014; Gödecke et al., 2013). 

 

1.3.7 Robustez 

     La robustez de un procedimiento analítico es una medida de su capacidad 

para no verse afectado por variaciones pequeñas, pero deliberadas, en los 

parámetros del método, y proporciona una indicación de su confiabilidad 

durante el uso normal (ICH, 1995). Para la validación de la robustez en métodos 

de RMNc, las posibles influencias provenientes de diferentes fuentes asociadas 

con la adquisición o el procesamiento de los espectros deben ser consideradas 

y, en consecuencia, examinadas (EUROLAB, 2014). 
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1.3.8 Efecto Matriz 

     El efecto matriz es definido como la alteración o interferencia directa o 

indirecta en la respuesta que puede deberse a la presencia de analitos no 

deseados u otras sustancias interferentes en la muestra (Kadian et al., 2016). 

Dicho efecto puede influir drásticamente en el desempeño del análisis, tanto en 

la identificación como en la cuantificación del analito, es por ello que es 

relevante su evaluación como parte del proceso de validación (Zhou et al., 

2017). 

 

1.4 La RMNc Aplicada a Metabolómica de Orina 

     La orina, en específico, proporciona una rica fuente de información, ya que 

generalmente contiene un número significativamente mayor de metabolitos 

detectables por RMN, en comparación con el suero, el plasma, las células o los 

tejidos (figura 7). Sin embargo, las contribuciones de numerosos factores, como 

la dieta, los medicamentos, los hábitos personales como la actividad física o el 

tabaquismo, el género, la edad, así como la genética, pueden afectar el 

metaboloma urinario y añadir complejidad al espectro. Además, las variaciones 

del pH y la concentración de sal inducen desplazamiento de las señales para 

muchos metabolitos, especialmente para aquellos con grupos funcionales con 

valores de pKa cercanos al pH fisiológico (Nagana Gowda & Raftery, 2017). 
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Figura 7. Espectro de 1H-RMN típico de orina humana, adquirido en un 

espectrómetro de 500 MHz. 1: NI_1 (No identificado 1); 2: 3-Hidroxiisobutirato; 

3: 3-metil-2-oxovalerato; 4: Isopropanol; 5: 3-Hidroxibutirato; 6: Metilmalonato; 

7: Fucosa: 8, 3-Hidroxiisovalerato; 9: Lactato; 10: 2-Hidroxiisobutirato; 11: 2-

Fenilpropionato; 12: NI_2; 13: Alanina; 14: Acetato; 15: NI_3; 16: NI_4; 17: N-

Isovaleroilglicina; 18: Acetona; 19: 2-Aminoadipato; 20: NI_5; 21: NI_6; 22: 

Citrato: 23, Dimetilamina; 24: NI_7; 25: Creatina; 26: Creatinina: 27, Carnitina: 

28, TMMO: 29: NI_8; 30: NI_9; 31: Glicina; 32: Glicilprolina; 33: Hipurato; 34: 

Trigonelina; 35: Ascorbato; 36: 2-Furoilglicina; 37: 3-Hidroxifenilacetato; 38: 

Tirosina; 39: N-Fenilacetilglicina; 40: 3-Indoxilsulfato; 41: NI_10; 42: Formiato; 

43: NI_11; 44: 1-Metilnicotinamida; 45: Urea. Obtenida de Wojtowicz, 2017. 

 

     De hecho, la enorme variación en las concentraciones químicas en la orina, 

debida a la diversidad de factores mencionados anteriormente, representa el 

45 
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principal desafío espectroscópico asociado con el análisis de orina por RMN. 

Para contrarrestar en cierto grado tal variación, se puede realizar ya sea un 

ayuno de 12 horas antes de la recolección de la orina o la restricción del 

consumo de alimentos suplementarios que mejoran el rendimiento de las 

proteínas, como los batidos de proteínas, antes de cualquier recolección de 

muestra (Emwas et al., 2016). 

     Por otro lado, además de los parámetros de adquisición y procesamiento, 

descritos anteriormente, existen distintos factores relacionados con la 

recolección y el procesamiento de la muestra que necesitan ser considerados 

para permitir una cuantificación exacta y precisa de los metabolitos urinarios 

mediante metabolómica basada en RMN (Emwas et al., 2016). 

 

1.4.1 Procesamiento de la Muestra 

     La preparación de las muestras de orina generalmente es relativamente 

sencilla. Es necesario agregar un estándar de desplazamiento químico interno, 

una disolución amortiguadora preferentemente de fosfatos, y óxido de deuterio 

(o agua deuterada, D2O), la cual se utiliza como una frecuencia de anclaje para 

las desviaciones del campo magnético a largo plazo (Pereira Braga & Adamec, 

2019). El ácido 2, 2, 3, 3-tetradeutero-3-(trimetilsilil)-propiónico (TSP, 2, 2, 3, 3-

tetradeutero-3-(trimethylsilyl)-propionic acid) es utilizado con frecuencia como 

referencia tanto de desplazamiento químico como de concentración interna. 
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Referente a la adición del amortiguador de fosfatos a las muestras, ésta es 

necesaria para minimizar las variaciones de pH y fuerza iónica (Tynkkynen et 

al., 2019). 

     Por último, desde un punto de vista práctico, los volúmenes de muestra 

necesarios para el análisis por RMN son cercanos a 0.50 mL de orina para un 

análisis óptimo (Barnes, 2016). 

 

1.4.2 Análisis por 1H-RMNc de Orina Humana 

     El análisis cuantitativo de orina humana como parte de estudios de 

metabolómica basada en RMN es relativamente reciente, pues este tipo de 

estudios ganaron relevancia a partir de la primera década de este siglo. Los 

trabajos publicados a este respecto incluyen principalmente aquellos que 

buscan una asociación de la concentración de ciertos metabolitos con diversos 

estados patológicos, y los estudios que involucran el análisis de muestras de 

sujetos sanos son en realidad muy pocos. Estos últimos se han realizado con 

distintos motivos, como, por ejemplo, el estudio de la variación de los 

metabolitos urinarios, el desarrollo de métodos para el análisis cuantitativo de 

dichos metabolitos, y la cuantificación de metabolitos en la orina con fines 

epidemiológicos, entre otros. A continuación, se presentará un panorama 

general de antecedentes referente a la RMNc aplicada a metabolómica de orina 

en sujetos sanos. 
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     En 2007, por ejemplo, Saude y colaboradores, realizaron un estudio 

longitudinal en el que investigaron el grado de variación de los metabolitos 

urinarios. Para ello, analizaron por 1H-RMN muestras de orina del mismo 

individuo en días diferentes, así como la variación en la composición de la orina 

entre individuos, considerando una cohorte de sujetos sanos, con el fin de 

proporcionar una línea base metabólica de la orina humana normal, necesaria 

para que los estudios metabolómicos y clínicos futuros se basen en ella. La 

recolección de las muestras se llevó a cabo durante 30 días. La cuantificación 

por 1H-RMN se realizó de manera relativa e involucró al singulete del metilo del 

2, 2-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de sodio (DSS, sodium 2, 2-dimethyl-2-

silapentane-5-sulfonate) para la comparación. Este compuesto además sirvió 

como estándar interno de desplazamiento químico. La identificación espectral y 

la cuantificación de 24 metabolitos claramente identificables se llevaron a cabo 

empleando el programa Chenomx Suite (Saude et al., 2007). 

     Shaykhutdinov y colaboradores, en 2009, compararon la cuantificación por 

1H-RMN con la realizada por RMN de 13C desacoplado de 1H, 13C{1H}-RMN, 

con la finalidad de definir áreas de aplicación potenciales en las cuales el 

análisis por 13C{1H}-RMN es superior. Ellos identificaron y cuantificaron 50 

metabolitos en 2 muestras de orina humana, empleando 1H-RMN, mientras que 

con la 13C-RMN, lograron identificar y cuantificar 29 metabolitos en una de las 

muestras, y 31 en la otra. En ambos casos se realizó cuantificación relativa, 

utilizando una base de datos creada por ellos mismos y con 120 metabolitos 
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incorporados, empleando el programa Chenomx Suite (Shaykhutdinov et al., 

2009). 

     Por su parte, Da Silva y colaboradores, en el año 2013, plantearon un 

método de RMN de alto rendimiento automatizado para el análisis de la orina, 

con el objetivo de ser sometido al análisis metabolómico a gran escala de la 

misma, en estudios en los que se dispone de un gran número de muestras. 

Para este estudio se analizaron 3,007 muestras de orina de sujetos sanos de 

ambos géneros, mediante inyección de flujo automatizada. La cuantificación se 

realizó mediante 1H-RMN, de manera absoluta para el ácido hipúrico, el ácido 

succínico, la alanina y la glucosa, y de forma relativa para el resto de los 

metabolitos detectados, usando en este caso una base de datos dentro del 

programa AMIX (Da Silva et al., 2013). 

     Finalmente, en 2019, Tynkkynen y colaboradores, emplearon un método de 

1H-RMN para la cuantificación de 43 metabolitos en la orina de 1,004 personas, 

con el fin de facilitar los estudios de metabolómica de orina a gran escala. La 

cuantificación de los metabolitos se llevó a cabo de manera relativa, empleando 

el TSP como referencia de concentración interna (Tynkkynen et al., 2019). 

     Como se muestra en estos antecedentes, la cuantificación de metabolitos 

llevada a cabo por RMN, como parte de distintos estudios de metabolómica de 

orina en sujetos sanos, es relativa en la mayoría de los casos, lo cual habla de 

la pertinencia de desarrollar métodos de cuantificación absoluta, la cual brinda 

mayor confiabilidad analítica a los resultados generados, y con ello, mayor 
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certeza a las aseveraciones que se puedan hacer en torno a un biomarcador o 

un hallazgo en particular. 
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1.5 Justificación 

     La 1H-RMNc presenta una serie de ventajas importantes para su empleo en 

estudios de metabolómica de biofluidos. La orina, además, presenta diversas 

facilidades en torno a su obtención y análisis, y es utilizada para diversas 

aplicaciones de estudios de metabolómica en el área médica. 

     El desarrollo de métodos analíticos validados para la cuantificación absoluta 

de metabolitos en orina ya sea empleando calibración interna o externa, es 

sustentado por el hecho de que la mayoría de los métodos existentes 

empleando RMN se basan en cuantificación relativa. 

     Este trabajo plantea la obtención de un método validado basado en RMNc 

con aplicación en el análisis de orina. 
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1.6 Objetivo General 

     Desarrollar y validar un método por resonancia magnética nuclear para la 

cuantificación de metabolitos presentes en la orina humana. 

 

1.7 Objetivos Específicos 

1. Seleccionar los metabolitos a cuantificar a través de la revisión 

bibliográfica y la información de trabajos previos realizados en el 

Departamento de Química Analítica. 

2. Determinar los parámetros instrumentales para la adquisición de los 

espectros de 1H-RMN de los metabolitos y las variables de 

procesamiento. 

3. Establecer las metodologías basadas en el uso de estándar interno y 

estándar externo para la cuantificación de los metabolitos por 1H-RMN. 

4. Evaluar la aplicabilidad del método con las características de desempeño 

más convenientes para la cuantificación de los metabolitos en orina 

humana. 
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CAPÍTULO 2 

MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Materiales, Equipos, Reactivos, Programas de Cómputo y Muestras 

Biológicas 

Materiales 

• Criocajas para tubos cónicos 

• Crioviales de 1.8 mL, Corning Incorporated 

• Espátulas 

• Gradillas para tubos cónicos y tubos de RMN 

• Matraces de aforación Clase A de 1, 2 y 5 mL, Kimax 

• Pipetas automáticas de 2-20, 20-200 y 100-1,000 µL, Thermo 

Scientific, 

• Pipetas Pasteur 

• Pisetas 

• Probeta de 25 mL, Sibata Scientific Technology 

• Puntillas de 2-20, 20-200 y 100-1,000 µL, Corning Incorporated 

• Tubos cónicos de plástico de 1.5 mL y 2.0 mL, Eppendorf 

• Tubos de RMN estándar de 5 mm x 7 pulgadas, Bruker 
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• Vasos de precipitado de 50 mL, Pyrex 

 

Equipos 

• Agitador Vórtex Maxi Mix II modelo 37,600, Thermolyne 

• Balanza analítica modelo PA214C, Pioneer 

• Espectrómetro de Resonancia Magnética Nuclear Avance III HD 400 

MHz equipado con una sonda SP BBO de 5 mm con gradientes de 

campo en Z, Bruker 

• Microcentrífuga, miniSpin plus 

• Microcentrífuga modelo D1008, DLAB 

• Potenciómetro modelo Starter 3100, OHAUS 

• Sonicador modelo 1510, Branson 

 

Reactivos 

• Ácido glicólico, 99.0%, Sigma 

• Ácido hipúrico, 98.0%, Sigma 

• Agua bidestilada, Laboratorios Monterrey 

• Oxido de deuterio o agua deuterada (D2O), 99.9% átomos de D, con 

0.75% p/v de ácido 2, 2, 3, 3-tetradeutero-3-(trimetilsilil)-propiónico 

(TSP), Sigma 

• Citrato de sodio tribásico dihidratado, ≥ 99.0%, Sigma 

• Creatinina, ≥ 98.0%, Sigma 
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• D-Glucosa, Sigma 

• Dimetilamina HCl, 99.0%, Sigma 

• Disoluciones para calibración del potenciómetro pH 4, 7 y 10. 

• Fosfato de sodio dibásico dihidratado (Na2HPO4 . 2H2O), 98.5 – 

101.0%, Sigma. 

• Fosfato de sodio monobásico dihidratado (NaH2PO4 . 2H2O), ≥ 99.0%, 

Sigma. 

• Glicina, ≥ 98.5%, Sigma 

• HCl 12 N 

• Imidazol, grado estándar de referencia certificado, Sigma 

• L-Alanina, ≥ 99.5%, Sigma 

• L-Glutamina, ≥ 99.5%, Sigma 

• L-Histidina, Jalmek 

• Monohidrato de creatina, ≥ 98.0%, Sigma 

• NaOH, 98.4%, CTR Scientific 

• N-óxido de trimetilamina (TMNO), 95.0%, Sigma 

• Taurina, ≥ 99.0%, Sigma 

• Trigonelina HCl, Sigma 

 

Programas de Cómputo 

• Chenomx NMR Suite version 8.6 

• Microsoft Excel versión 2114 
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• MODDE versión 13.0, Sartorius 

• TopSpin versión 3.6.2, Bruker 

 

Muestras Biológicas 

• Las muestras de orina utilizadas en este trabajo fueron colectadas 

dentro del proyecto “Estudio del perfil metabólico de la enfermedad 

renal crónica asociada a diabetes mellitus tipo 2 como estrategia para 

la identificación de biomarcadores relacionados con la progresión” con 

el número de registro HI19-00001, el cual fue aprobado por el Comité 

de Ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de 

Nuevo León. 

 

2.2 Selección de los Metabolitos a Cuantificar 

     Para definir los metabolitos a analizar dentro de este proyecto de tesis se 

realizó un proceso de selección que se dividió en 3 etapas: 

a) Como primer filtro de selección, partir de los datos publicados para el 

Metaboloma Urinario Humano se identificaron los metabolitos con 

ocurrencia del 100% en las muestras de orina analizadas mediante RMN 

por Boutra y colaboradores (2013). 

b) Posteriormente, como segundo filtro, se realizó una búsqueda 

bibliográfica de artículos en donde se reporta la cuantificación por RMN 
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de metabolitos en orina de sujetos sanos, y se identificaron aquellos 

metabolitos que fueron reiterativamente mencionados entre los distintos 

artículos y que, adicionalmente, cumplían con el requisito de la primera 

etapa.   

c) Finalmente, como tercer filtro, se consideraron los datos de cuantificación 

de metabolitos urinarios de trabajos experimentales realizados 

previamente en el Departamento de Química Analítica (DQA) de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León, por lo 

que se seleccionaron los metabolitos con mayor abundancia y alto 

porcentaje de ocurrencia, y que además cumplían con el requisito 

establecido en la segunda etapa. 

 

2.3 Evaluación de los Parámetros de Adquisición y Procesamiento 

     Para la evaluación de los parámetros de adquisición y procesamiento, se 

prepararon disoluciones de 10 analitos de prueba y del estándar interno de 

imidazol. Para ello, se pesaron las cantidades de cada compuesto mostradas 

en la tabla 1, y se disolvió cada uno de ellos con agua bidestilada. Para la 

completa disolución de la creatina, la glutamina y la taurina fue necesario 

agregar HCl 12 N. En la tabla 1 se muestran los volúmenes de disoluciones 

madre preparados y las concentraciones de dichas disoluciones. 
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Tabla 1. Cantidades pesadas de cada analito para la preparación de las 

disoluciones madre para las pruebas preliminares.  

Compuesto Cantidad pesada 

(mg) 

Volumen de aforo 

(mL) 

Concentración 

(mM) 

Citrato 420.6 5.00 286.03 

Creatina 124.4 2.00 416.67 

Creatinina 56.8 5.00 100.00 

Glicina 125.6 5.00 333.33 

Glucosa 150.0 2.00 416.67 

Glutamina 121.7 2.00 416.67 

Histidina 130.1 2.00 416.67 

Taurina 104.4 2.00 416.67 

TMNO 62.2 2.00 416.67 

Trigonelina 144.6 2.00 416.67 

Imidazol 27.3 5.00 80.00 

 

     Adicionalmente, se preparó una disolución secundaria con los 7 metabolitos 

menos abundantes (7MMA): creatina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, N-

óxido de trimetilamina (TMNO) y trigonelina. Para ello, se transfirieron 300 µL 

de la disolución madre de cada uno de los 7 metabolitos a un mismo matraz de 

aforación de 5 mL, y se llevó al aforo con agua bidestilada, generando una 

disolución secundaria de concentración 25.00 mM para cada uno de estos 

compuestos. 

     Además, se preparó una disolución secundaria de citrato y glicina, 

transfiriendo 1 mL de las disoluciones madre correspondientes a un matraz de 
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aforación de 5 mL, y llevando al aforo con agua bidestilada, de manera que se 

obtuvo una disolución 57.21 mM para citrato, y 66.67 mM para glicina. 

     A partir de las disoluciones secundarias mencionadas, se construyó una 

curva de calibración preliminar para cada uno de los 10 metabolitos, 

conformada por 5 niveles de concentración, preparada por triplicado. 

     Para la preparación de las disoluciones de trabajo, además, se empleó 

imidazol, con el objetivo de evaluar su utilización como estándar interno. La 

concentración final de imidazol en cada uno de los niveles fue de 4.00 mM. 

Adicionalmente, para reducir la variabilidad por cambios de pH se añadió una 

disolución amortiguadora de fosfatos 1.00 M pH 7.4, de modo que la 

concentración final fue de 100.00 mM (dilución 1:10). Se añadió agua 

deuterada, D2O, a una concentración final de 10.00% v/v, la cual contenía el 

ácido 2, 2, 3, 3-tetradeutero-3-(trimetilsilil)-propiónico (TSP), que se utilizó como 

referencia de desplazamiento químico. Finalmente, las disoluciones de trabajo 

se llevaron a 2 mL de aforo. Las concentraciones de los distintos analitos en los 

5 niveles de concentración se muestran en la tabla 2. 

     Una vez preparadas las disoluciones de trabajo, se utilizó un espectrómetro 

de RMN de 400 MHz de Bruker y se obtuvieron espectros de 1H-RMN 1D 

utilizando la secuencia NOESYPR1D para la supresión de la señal del agua, 

empleando los parámetros de adquisición que se presentan en la tabla 3, con 

temperatura controlada de 25.0 °C. 
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Tabla 2. Niveles de concentración para la realización de las curvas de calibración preliminares. 

Nivel de 

concentración 

Concentración de los distintos componentes 

7MMA* 

(mM) 

Citrato 

(mM) 

Glicina 

(mM) 

Creatinina 

(mM) 

Imidazol 

(mM) 

D2O (% 

v/v) 

Buffer de 

fosfatos 

pH= 7.4 

(mM) 

1 0.50 0.43 0.50 0.50 4.00 10.00 100.00 

2 1.00 0.86 1.00 5.00 4.00 10.00 100.00 

3 2.00 3.34 4.00 10.00 4.00 10.00 100.00 

4 3.50 8.58 10.00 20.00 4.00 10.00 100.00 

5 5.00 12.87 15.00 30.00 4.00 10.00 100.00 

* 7MMA= Creatina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, TMNO y trigonelina. 
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Tabla 3. Parámetros para la adquisición de los espectros de 1H-RMNc utilizando 

la secuencia de pulsos NOESYPR1D. 

Parámetro de adquisición Valor 

Ángulo de giro 90° 

Tiempo de adquisición (AQ) 5.45 s 

Número de incrementos (NS) 32 

Ventana espectral (SW) 15.02 ppm 

Número de puntos (TD) 65,536 

 

     Adicionalmente, se evaluaron distintos valores de la ganancia del receptor 

(RG) y la espera interpulso (D1) (tabla 4), empleando las disoluciones de los 

niveles de concentración 1 y 5. 

Tabla 4. Valores de ganancia del receptor y espera interpulso evaluados para la 

selección de parámetros de adquisición. 

Experimento Valor de RG (dB) Valor de D1 (s) Nivel de 

concentración 

1 114 5 1 

2 64 5 1 

3 114 10 1 

4 64 10 1 

5 114 15 1 

6 64 15 1 

7 114 10 5 

8 64 10 5 
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     En cuanto al procesamiento postadquisición, en todos los espectros se 

procesó el FID utilizando una multiplicación exponencial (EM) con factor de 

ensanchamiento de línea (LB, line broadening) de 0.1 Hz, un ajuste de fase de 

tipo manual, llevado a cabo con corrección de orden 0, y una corrección de la 

línea base con el algoritmo ABSN. Finalmente, el espectro se calibró con la 

señal singulete del TSP, a un desplazamiento químico de 0.00 ppm. Tanto el 

procesamiento como el análisis de los espectros se realizaron con el software 

TopSpin de Bruker. 

 

2.4 Asignación de las Señales en los Espectros de RMN 

     La asignación de las señales en los espectros de 1H-RMN de los metabolitos 

y del imidazol se realizó comparando distintos datos espectrales encontrados 

en la HMDB (como son el desplazamiento químico y la multiplicidad de las 

señales) con los obtenidos de forma experimental. 

     Asimismo, se consideraron los espectros de 1H-RMN individuales de los 

metabolitos, depositados en la Base de Datos disponible en el laboratorio de 

RMN del DQA. De igual forma, se tomaron en cuenta datos como el 

desplazamiento químico y la multiplicidad. 

     Además, se utilizó la base de datos del programa Chenomx NMR Suite. En 

este software, las señales a evaluar son comparadas con las señales de la base 

de datos del programa. Para realizar la comparación, se considera el intervalo 
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de desplazamientos químicos posibles para cada señal, así como su 

multiplicidad. 

     Adicionalmente, se obtuvo el espectro de 13C-RMN, así como espectros 2D 

(COSY, HSQC y TOCSY) para verificar la asignación. Para ello, en el espectro 

COSY, se verificó la correlación 1H – 1H a 2, 3 o 4 enlaces de distancia; en el 

espectro HSQC, se comprobó la correlación 1H – 13C a 1 enlace de distancia; y, 

en el espectro TOCSY, se revisó la correlación de los protones pertenecientes 

al mismo sistema de espines. 

     Debido que algunos analitos presentan varias señales de resonancia, fue 

necesario realizar una selección de las señales a evaluar tomando como 

criterios de selección la aparente ausencia de traslape y la intensidad de la 

señal. De modo que se evaluó una señal por metabolito, excepto para el citrato 

y la trigonelina, para los cuales se evaluaron 2 y 3 señales, respectivamente, 

debido a que estas señales cumplían con los criterios antes mencionados. 

 

2.5 Determinación de los Intervalos de Concentración de los Metabolitos 

     Para la determinación de los intervalos de concentración de los metabolitos 

se consideraron los valores de concentración reportados en distintos artículos 

de cuantificación relativa por RMN de metabolitos en orina de sujetos sanos, 

además de los datos experimentales de cuantificación relativa de metabolitos 
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urinarios incluidos en el proyecto del metaboloma urinario de la ERC del DQA, 

el cual incluye datos de sujetos sanos. 

     Sin embargo, además de la búsqueda en la literatura, se realizaron pruebas 

de comparación de los espectros obtenidos a partir de los niveles de las curvas 

de calibración preliminares y los obtenidos a partir de 3 muestras de orina de 

sujetos sanos, con el fin de ajustar los límites inferiores de las curvas y 

establecer los intervalos de concentración definitivos. 

     Para la preparación de las muestras se transfirieron 600 µL de la muestra, 

100 µL de D2O y 100 µL de buffer de fosfatos 1.00 M pH= 7.4, a un matraz de 

aforación de 1 mL, y se llevó al aforo con agua bidestilada. Enseguida se 

centrifugó la disolución generada durante 5 minutos, a 13,000 x g, 

posteriormente, se tomó una alícuota de 700 µL que fue transferida al tubo de 

RMN de 5 mm. Para la adquisición y procesamiento de los espectros de 1H-

RMN se consideraron los mismos parámetros mostrados en la sección 2.3, 

llevando a cabo un análisis por triplicado. 

 

2.6 Evaluación del Imidazol como Estándar Interno 

     La evaluación del imidazol para ser utilizado como estándar interno se llevó 

a cabo mediante la adición de una disolución madre de imidazol a 3 diferentes 

muestras de orina de sujetos sanos. La ausencia de traslape de la(s) señal(es) 
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del imidazol con las señales propias de los metabolitos urinarios indica la 

factibilidad de que el imidazol sea empleado como estándar interno. 

     Para ello, se tomaron 1,400 µL de la muestra de orina, 100 µL de disolución 

madre de imidazol (para una concentración final de imidazol de 4.00 mM), 200 

µL de D2O y 200 µL de buffer de fosfatos 1.00 M pH= 7.4, llevando a un 

volumen de 2 mL. Posteriormente, las muestras se centrifugaron bajo las 

mismas condiciones que se mencionan en la sección anterior, e igualmente se 

transfirió una alícuota de la muestra centrifugada al tubo de RMN, para la 

posterior adquisición y procesamiento de los espectros de 1H-RMN, bajo las 

condiciones descritas en el apartado 2.3. 

 

2.7 Validación del Método de 1H-RMNc 

     La validación del método de 1H-RMNc se realizó siguiendo las pautas 

marcadas por la Guía para el Desarrollo y Validación de Métodos por RMN de 

la Federación Europea de Asociaciones Nacionales de Laboratorios de Ensayo, 

Calibración y Análisis (EUROLAB) (EUROLAB, 2014), y la guía de Validación 

de Métodos Bioanalíticos de la Administración de Medicamentos y Alimentos 

(FDA) (FDA & CDER, 2018). 

     En primera instancia se evaluó la especificidad, y posteriormente, se evaluó 

la siguiente serie de: linealidad, precisión intradía, precisión intermedia, 

exactitud del sistema, límite de detección (LD), límite de cuantificación (LC), 

exactitud del método y robustez, tanto por el método de estándar externo, como 
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por el método de estándar interno (empleando imidazol), los cuales se 

evaluaron a la par. 

     Para llevar a cabo este objetivo, todas las disoluciones analizadas fueron 

preparadas a una concentración 4.00 mM de imidazol (grado estándar de 

referencia certificado), 10.00% v/v de D2O y 100.00 mM de buffer de fosfatos 

pH= 7.4, empleando agua bidestilada para completar un aforo de 2 mL. En el 

caso de las pruebas que involucraron el empleo de muestras de orina, se siguió 

el procedimiento marcado en la sección 2.5 para la disolución de la mezcla de 

orinas. Por otro lado, la adquisición y procesamiento de los espectros de 1H-

RMN se realizó considerando las condiciones indicadas en el apartado 2.3. 

 

2.7.1 Preparación de las Disoluciones de Trabajo 

     En primer lugar, se prepararon 15 disoluciones madre correspondientes a los 

14 metabolitos seleccionados para cuantificar (ácido glicólico, ácido hipúrico, 

alanina, citrato, creatina, creatinina, dimetilamina, glicina, glucosa, glutamina, 

histidina, taurina, TMNO y trigonelina) y al estándar interno de imidazol. Para 

esto, se pesaron las cantidades mostradas en la tabla 5, y se disolvió cada 

compuesto con agua bidestilada. Para favorecer la disolución de la creatina, la 

glutamina y la taurina se adicionó HCl 12 N, y para disolver al ácido hipúrico se 

agregó NaOH. En la tabla 5 además se muestran los volúmenes de 

disoluciones madre preparados y su concentración. 
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Tabla 5. Cantidad pesada, volumen y concentración de cada analito para la 

preparación de las distintas disoluciones madre. 

Compuesto Cantidad pesada 

(mg) 

Volumen de aforo 

(mL) 

Concentración 

(mM) 

Ácido glicólico 63.4 2.00 416.67 

Ácido hipúrico 149.4 2.00 416.67 

Alanina 74.1 2.00 416.67 

Citrato 490.3 5.00 333.33 

Creatina 124.4 2.00 416.67 

Creatinina 56.6 5.00 100.00 

Dimetilamina 68.4 2.00 416.67 

Glicina 125.0 5.00 333.33 

Glucosa 150.1 2.00 416.67 

Glutamina 121.7 2.00 416.67 

Histidina 129.2 2.00 416.67 

Taurina 104.4 2.00 416.67 

TMNO 62.7 2.00 416.67 

Trigonelina 144.7 2.00 416.67 

Imidazol 27.2 5.00 80.00 

 

     Posteriormente, se preparó una disolución secundaria de ácido glicólico, 

ácido hipúrico, alanina, creatina, dimetilamina, glucosa, glutamina, histidina, 

taurina, TMNO y trigonelina, designados como metabolitos menos abundantes 

(MMA). Para ello, se transfirieron 300 µL de la disolución madre de cada uno de 

estos metabolitos a un mismo matraz de aforación de 5 mL, y se llevó al aforo 

con agua bidestilada, de manera que se obtuvo una disolución secundaria de 

MMA en donde cada uno tiene una concentración de 25.00 mM. 
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     Asimismo, se preparó una disolución secundaria de citrato y glicina, 

transfiriendo 1 mL de las disoluciones madre de estos 2 compuestos a un 

matraz de aforación de 5 mL, y llevando al aforo con agua bidestilada, 

obteniendo concentraciones de citrato y glicina de 66.67 mM. 

     Por último, se prepararon 6 niveles de concentración, por triplicado, para 

construir las diferentes curvas de calibración. En la tabla 6 se indican las 

concentraciones correspondientes a cada nivel. 

 

2.7.2 Evaluación de la Especificidad de las Señales en la Mezcla de Analitos 

     La especificidad de las señales en la mezcla de los 14 metabolitos e imidazol 

se evaluó por medio de la adquisición del espectro de 13C-RMN 1D, así como 

los experimentos 2D: COSY, HSQC y TOCSY. Para la obtención de estos 

espectros se utilizó una disolución del nivel 6 de concentración. El criterio para 

la confirmación de la especificidad correspondió a la ausencia de traslape de las 

señales de interés (EUROLAB, 2014). 
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Tabla 6. Concentración de las disoluciones para la realización de las curvas de calibración. 

Nivel de 

concentración 

Concentración de los distintos componentes 

MMA* (mM) Citrato y 

glicina (mM) 

Creatinina 

(mM) 

Imidazol 

(mM) 

D2O (% v/v) Buffer de fosfatos 

pH= 7.4 (mM) 

1 0.20 0.20 0.20 4.00 10.00 100.00 

2 0.50 0.50 0.50 4.00 10.00 100.00 

3 1.00 1.00 5.00 4.00 10.00 100.00 

4 2.00 4.00 10.00 4.00 10.00 100.00 

5 3.50 10.00 20.00 4.00 10.00 100.00 

6 5.00 15.00 30.00 4.00 10.00 100.00 

* MMA= Ácido glicólico, ácido hipúrico, alanina, creatina, dimetilamina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, 

TMNO y trigonelina. 
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2.7.3 Evaluación de la Linealidad 

     Para la evaluación de la linealidad, a partir de los datos obtenidos por 

integración manual de las señales de los metabolitos (con el programa 

TopSpin), se construyeron las curvas de calibración de los 14 metabolitos 

empleando: 

a)  El método de estándar externo (EE), graficando el área de la señal en 

función de la concentración.  

b) El método de estándar interno (EI), graficando la relación de áreas 

metabolito/imidazol en función de la concentración. 

     En el caso particular de la glucosa, para las curvas de calibración se 

consideró la suma de las áreas correspondientes a las 2 señales generadas a 

partir del protón enlazado al carbono anomérico (4.65 y 5.24 ppm). Por otra 

parte, la única señal factible de evaluación para la taurina (3.42 ppm) presentó 

un problema de traslape, y por ello se recurrió al proceso de deconvolución 

utilizando el algoritmo disponible en el programa TopSpin. Mediante este 

procedimiento se determinó la contribución de la taurina en el conjunto total de 

señales, y una vez obtenido el valor del área correspondiente, se realizaron las 

curvas de calibración para este compuesto. 

     Para evaluar la linealidad se llevó a cabo un análisis de regresión por ambos 

métodos de calibración y se evaluó si el aspecto de las curvas de calibración 

generadas era lineal, la distribución de los residuales en el gráfico de los 

mismos, el coeficiente de determinación (R2) y el %DER de los factores de 
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respuesta (FR), considerando en este último caso los 18 replicados de las 

curvas (ICH, 1995). 

 

2.7.4 Evaluación de la Precisión 

     La precisión intradía se evaluó a través del cálculo del %DER de las áreas 

(EE) y las relaciones de áreas obtenidas (EI) para los niveles 1, 3 y 6 de 

concentración, mediante la ecuación 1, en donde el término s corresponde a la 

desviación estándar, en tanto que x corresponde al promedio (ICH, 1995; Miller 

JN & Miller JC, 2002). 

                                 %DER = (
𝑠

𝑥
) (100)                                   (1) 

     Para evaluar la precisión intermedia se calculó el %DER (ecuación 1) de las 

áreas (EE) y las relaciones de áreas (EI) correspondientes a los niveles 1, 3 y 6 

de concentración, realizados a partir de disoluciones madre preparadas de 

forma independiente, durante 3 días no consecutivos (ICH, 1995). 

 

2.7.5 Evaluación de la Exactitud del Sistema 

     La evaluación de la exactitud del sistema se realizó por medio del cálculo del 

% de error, de acuerdo con la ecuación 2, para 3 niveles de concentración 

nuevos, dentro de los intervalos de concentración establecidos para las curvas 
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de calibración, los cuales fueron preparados de manera independiente, en días 

diferentes, y por triplicado (del Campo et al., 2016; ICH, 1995). 

          % de error = (
Concentración calculada − Concentración real

Concentración real
) (100)     (2) 

     En la tabla 7 se muestra la concentración de las disoluciones empleadas 

para la evaluación de la exactitud del sistema. 

 

2.7.6 Determinación del Límite de Detección y del Límite de cuantificación 

     Para determinar los límites de detección (LD) y los límites de cuantificación 

(LC) se prepararon 6 disoluciones adicionales (0.10, 0.05, 0.04, 0.03, 0.02 y 

0.01 mM), a partir de una disolución a una concentración de 0.20 mM para cada 

uno de los 14 metabolitos. Esta disolución terciaria fue preparada a partir de 40 

µL de disolución secundaria de MMA, 15 µL de disolución secundaria de citrato 

y glicina, y 10 µL de disolución madre de creatinina, a un volumen de aforo de 5 

mL. 

     Una vez adquiridos todos los espectros de 1H-RMN, se determinó el LD de 

cada metabolito, el cual correspondió a la mínima concentración de analito que 

permitió el reconocimiento del patrón de señales sin ninguna ambigüedad 

(EUROLAB, 2014). Cabe aclarar que este método de determinación visual 

depende del criterio del analista. 

 



58 
 

Tabla 7. Concentración de las disoluciones para la evaluación de la exactitud del sistema. 

Nivel de 

concentración 

Concentración de los distintos componentes 

MMA* (mM) Citrato y 

glicina (mM) 

Creatinina 

(mM) 

Imidazol 

(mM) 

D2O (% v/v) Buffer de 

fosfatos pH= 

7.4 (mM) 

   E1** 0.40 0.40 0.40 4.00 10.00 100.00 

E2 2.50 7.50 15.00 4.00 10.00 100.00 

E3 4.00 12.00 25.00 4.00 10.00 100.00 

* MMA= Ácido glicólico, ácido hipúrico, alanina, creatina, dimetilamina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, 

TMNO y trigonelina. 

** La letra “E” designa los niveles adicionales (diferentes a los de las curvas de calibración), para la evaluación de 

la exactitud del sistema. 
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     Por otro lado, se determinó también el LC para cada metabolito, el cual 

correspondió a la mínima concentración de analito que arrojó valores de %DER 

y % de error aceptables, considerando para estos cálculos las concentraciones 

obtenidas mediante el empleo de las ecuaciones de regresión obtenidas (tanto 

por EE como por EI) (EUROLAB, 2014; Gödecke et al., 2013; ICH, 1995). 

 

2.7.7 Evaluación de la Exactitud del Método 

     La evaluación de la exactitud del método se realizó por medio de la adición a 

una mezcla (o “pool”) de muestras de orina. De manera inicial, se preparó la 

mezcla en cuestión, conformada por volúmenes iguales de 3 muestras de orina 

de sujetos sanos. Una vez obtenida la mezcla, se transfirió 1 mL de la misma a 

un matraz de aforación de 2 mL, así como las cantidades de disolución madre 

de imidazol, D2O y buffer de fosfatos 1.00 M pH= 7.4 requeridas (para una 

concentración final de 4.00 mM para el imidazol, 10.00% v/v para el D2O, y 

100.00 mM para el buffer de fosfatos), y se llevó al aforo con agua bidestilada. 

Posteriormente, se adquirió por triplicado el espectro de 1H-RMN de la mezcla 

de orinas, con el fin de calcular la concentración de todos los metabolitos, y con 

base en ello, se calculó la cantidad de cada estándar que sería añadida al 

“pool”. 

     Para la adición de los metabolitos a la mezcla de muestras, se partió de la 

disolución secundaria de MMA 25.00 mM, preparada tal cual se describe en la 
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sección 2.7.1, así como de una disolución secundaria 125.00 mM de citrato y 

glicina y una disolución madre 467.00 mM de creatinina. La adición se realizó a 

3 niveles de concentración y por triplicado. Las concentraciones añadidas se 

muestran en la tabla 8. 

     Posterior a la adición de la mezcla de muestras, se adquirieron los espectros 

de 1H-RMN correspondientes y se calculó el % de recuperación (ecuación 3), 

tomando en cuenta para ello las respuestas (o áreas) observadas y esperadas, 

para cada uno de los 3 niveles, y para cada metabolito (ICH, 1995); (Calderón 

Tobar et al., 2014); (Tiossi et al., 2012). Además de ello, se calculó el %DER de 

las respuestas obtenidas en los 3 niveles. Tanto para el % de recuperación 

como para el %DER se calculó el promedio de los resultados obtenidos en los 3 

niveles de adición. 

% de recuperación = (
Respuesta obervada

Respuesta esperada
) (100)         (3) 



61 
 

Tabla 8. Concentración de las disoluciones para la evaluación de la exactitud del método. 

Nivel de 

adición 

Concentración de los distintos componentes 

MMA* (mM) Citrato y 

glicina (mM) 

Creatinina 

(mM) 

Imidazol 

(mM) 

D2O (% v/v) Buffer de 

fosfatos pH= 

7.4 (mM) 

   A1** 0.50 2.50 3.50 4.00 10.00 100.00 

A2 1.50 7.50 10.50 4.00 10.00 100.00 

A3 2.00 12.50 17.50 4.00 10.00 100.00 

* MMA= Ácido glicólico, ácido hipúrico, alanina, creatina, dimetilamina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, 

TMNO y trigonelina. 

** La letra “A” designa los niveles de adición, para la evaluación de la exactitud del método. 
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2.7.8 Evaluación de la Robustez 

     Para la evaluación de la robustez se generó un diseño de experimentos 

(DOE, design of experiments) de tipo factorial completo, a 2 niveles, empleando 

el programa MODDE versión 13.0. El diseño consistió en 11 diferentes 

experimentos, de los cuales, 8 se realizaron variando las condiciones originales, 

y 3 correspondieron a los replicados del “punto central”, es decir, aquellos 

experimentos que se realizaron bajo las condiciones estándar. 

     Los factores estudiados fueron los microlitros de buffer de fosfato añadidos 

(µL de buffer), la temperatura de la muestra durante la adquisición y la espera 

interpulso (D1). Cabe mencionar que los µL de buffer hacen referencia a la 

cantidad añadida del par ácido-base y no producen ningún efecto de dilución, 

ya que se llevó al mismo volumen de aforo. 

     Las respuestas involucradas correspondieron al área de la señal de la 

alanina en 1.48 ppm, representativa de la región alifática, el área de la señal de 

la creatina en 3.93 ppm, representativa de la parte del espectro en la cual 

aparecen los protones unidos a grupos o elementos electronegativos, y el área 

de la señal de la trigonelina en 8.84 ppm, representativa de la zona aromática 

del espectro.  

     Las disoluciones analizadas correspondieron al nivel 3 de la curva de 

calibración, es decir, 1.00 mM para los MMA, el citrato y la glicina, y 5.00 mM 

para la creatinina, y, por lo tanto, se prepararon como se indica en la tabla 6, 

omitiendo la adición de imidazol y modificando el volumen de buffer añadido, 
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según el experimento. En la tabla 9 se muestran los valores altos y bajos 

evaluados para cada factor estudiado, mientras que en la tabla 10 se presenta 

el diseño de experimentos que se desarrolló. 

Tabla 9. Factores involucrados en la evaluación de la robustez. 

Factor Nivel bajo Nivel original Nivel alto 

µL de buffer 198 200 202 

Temperatura (°C) 24.8 25.0 25.2 

D1 (s) 9 10 11 

 

Tabla 10. Experimentos realizados para la evaluación de la robustez. 

Número de 

experimento 

Orden de 

realización 

µL de buffer Temperatura 

(°C) 

D1 (s) 

1 7 198 24.8 9 

2 11 202 24.8 9 

3 3 198 25.2 9 

4 1 202 25.2 9 

5 5 198 24.8 11 

6 6 202 24.8 11 

7 8 198 25.2 11 

8 9 202 25.2 11 

9 2 200 25.0 10 

10 4 200 25.0 10 

11 10 200 25.0 10 

 

     Una vez realizados todos los experimentos, y adquiridos los 11 diferentes 

espectros, se integró la señal de la alanina, la de la creatina y la de la 

trigonelina. Posteriormente, las áreas obtenidas fueron empleadas para la 
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generación de 3 modelos distintos, y se evaluó la siguiente serie de parámetros 

(Umetrics AB, 2000): 

• Coeficiente de determinación (R2) 

• Bondad de predicción (Q2) 

• Significancia de la regresión (ANOVA) 

• Gráfico de coeficientes 

 

2.8 Evaluación del Efecto Matriz 

     La evaluación del efecto matriz se llevó a cabo mediante el método de 

adición estándar. Para ello, se realizó una mezcla de muestras de orina (tal 

como se describe en la sección 2.7.7) y se adicionaron 5 diferentes niveles de 

concentración de estándar, utilizando las disoluciones secundarias y madre 

destinadas para la evaluación de la exactitud del método. Los 5 niveles de 

concentración añadidos para evaluar el efecto matriz se presentan en la tabla 

11. 

     Posterior a la adición de las 5 concentraciones, se adquirieron por triplicado 

los espectros de 1H-RMN tanto de la mezcla sin adición como de los 5 niveles 

de adición, y a partir de ello, se construyeron las curvas de calibración por 

adición estándar correspondientes a los 14 metabolitos, graficando el área 

obtenida en función de la concentración de estándar añadido. 
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Tabla 11. Concentración de las disoluciones para la evaluación del efecto matriz. 

Nivel de adición Concentración de los distintos componentes 

MMA* (mM) Citrato y glicina 

(mM) 

Creatinina (mM) D2O (% v/v) Buffer de 

fosfatos pH= 

7.4 (mM) 

   AE1** 0.00 0.00 0.00 10.00 100.00 

AE2 0.50 2.50 3.50 10.00 100.00 

AE3 1.00 5.00 7.00 10.00 100.00 

AE4 1.50 7.50 10.50 10.00 100.00 

AE5 2.00 10.00 14.00 10.00 100.00 

AE6 2.00 12.50 17.50 10.00 100.00 

* MMA= Ácido glicólico, ácido hipúrico, alanina, creatina, dimetilamina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, 

TMNO y trigonelina. 

** Las letras “AE” designan los niveles de adición de estándar para la evaluación del efecto matriz. 
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     Una vez obtenidas todas las curvas, se calculó el % de efecto matriz (%EM), 

mediante el empleo de la ecuación 4, en la cual S corresponde a la pendiente 

de la recta respectiva (Wang et al., 2021). 

                  %EM = (
𝑆 curva por adición estándar

𝑆 curva por estándar externo
− 1) (100)             (4) 

 

2.9 Aplicación del Método al Análisis de Muestras de Orina 

     Finalmente, se aplicó el método desarrollado y validado al análisis de 3 

muestras individuales de orina de sujetos sanos. El análisis se realizó por 

triplicado. Las muestras de orina fueron colectadas a través del proyecto de 

investigación con número de registro HI19-00001, el cual fue aprobado por el 

Comité de Ética de la Facultad de Medicina, Universidad Autónoma de Nuevo 

León. Los individuos en cuestión fueron valorados por medio de una entrevista 

clínica y diferentes estudios de laboratorio de rutina, para ser designados dentro 

de la categoría de sujetos sanos. 

     Las muestras fueron procesadas conforme a lo indicado en el apartado 2.5 y 

se calculó la concentración para cada metabolito, por medio de la ecuación de 

la recta obtenida por calibración externa. Adicionalmente, se calcularon los 

%DER considerando las respuestas de los metabolitos, tomando como criterio 

de aceptación un %DER menor al 15% (FDA & CDER, 2018). 
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CAPÍTULO 3 

RESULTADOS 

3.1 Selección de los Metabolitos a Cuantificar 

     Como resultado de la primera etapa de selección de los metabolitos se 

eligieron metabolitos con ocurrencia en el 100% de las muestras de orina, 

fueron identificados mediante RMN por Bouatra y colaboradores (2013), como 

parte del proyecto del Metaboloma Urinario Humano. De los 209 metabolitos 

mencionados en este estudio, solamente 92 metabolitos cumplieron esta 

condición. En la tabla 12 se presentan los metabolitos preseleccionados. 

     En la segunda etapa de selección, se definieron cuáles de los 92 metabolitos 

preseleccionados en la primera etapa fueron incluidos en el 50% o más de una 

selección de artículos de metabolómica de orina basada en RMN, en los que se 

reportaron datos de cuantificación de metabolitos urinarios en sujetos sanos. 

Aplicando este criterio, se redujo a 27 metabolitos. En la tabla 13 se indica el 

listado de metabolitos considerados para la segunda etapa. En la misma se 

muestran los 8 artículos que se consultaron para realizar dicha selección. 
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Tabla 12. Listado de los 92 metabolitos incluidos en la primera etapa de selección. 

Metabolito Valores 

de ref. 

(µM/mM 

creat.) 

Metabolito Valores 

de ref. 

(µM/mM 

creat.) 

Metabolito Valores 

de ref. 

(µM/mM 

creat.) 

Metabolito Valores 

de ref. 

(µM/mM 

creat.) 

1-Metilhistidina 15.9 2-Furoilglicina 10.0 3-Metilhistidina 15.1 3-Metilxantina 4.0 

Acetil-L-carnitina 1.9 Acetona 2.2 Ácido 2-

cetobutírico 

2.6 Ácido 2-hidroxi-3-

metilpentanoico 

- 

Ácido 2-

hidroxiglutárico 

33.0 Ácido 3-

aminoisobutanoico 

2.9 – 

116.4 

Ácido 3-

hidroxiisovalérico 

8.5 Ácido 4-

desoxitreónico 

25.0 

Ácido 4-

hidroxibutírico 

3.3 Ácido 4-

hidroxihipúrico 

0.0 – 

14.0 

Ácido acético 45.3 Ácido 

acetoacético 

33.0 

Ácido alfa-

hidroxiisobutírico 

3.8 Ácido cis-aconitico 13.0 Ácido cítrico 242.0 Ácido fórmico 20.4 

Ácido glicérico 4.5 Ácido glicólico 35.0 Ácido glucónico - Ácido 

guanidoacético 

89.0 

Ácido hipúrico 257.0 Ácido 

homovanílico 

4.9 Ácido indolacético 2.0 Ácido L-

glutámico 

10.0 

Ácido L-láctico 12.3 Ácido 

metilsuccínico 

2.3 Ácido N-

acetilaspártico 

4.7 Ácido N-

acetilneuramínico 

8.6 

Ácido oxoglutárico 3.0 Ácido pantoténico 2.7 Ácido p-

hidroxifenilacético 

9.7 Ácido 

piroglutámico 

28.8 

Ácido pirúvico 2.1 Ácido quinolínico 2.5 Ácido treónico 10.0 Alantoína 19.7 
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Anserina 16.2 Arabinitol 19.3 Betaína 4.1 Colina 5.3 

Creatina 46.0 Creatinina* 10,090.0 D-Galactosa 4.4 D-Glucosa 31.1 

Dimetil sulfona 4.6 Dimetilamina 39.3 Dimetilarginina 

asimétrica 

4.6 Dimetilarginina 

simétrica 

3.7 

Dimetilglicina 6.2 D-Treitol 10.0 Eritritol 51.0 Etanolamina 21.4 

Fenilacetilglutamina 47.0 Glicerol 20.0 Glicina 151.0 Hipoxantina 4.7 

HPHPA 0.6 – 

54.9 

Indoxil sulfato 19.7 L-Alanina 22.0 L-Arabinosa 8.8 

L-Carnitina 5.7 L-Cisteína 33.4 L-Cistina 9.0 L-Fenilalanina 4.5 

L-Glutamina 33.3 L-Histidina 60.8 L-Isoleucina 1.6 L-Leucina 2.5 

L-Lisina 18.0 L-Serina 26.0 L-Tirosina 8.8 L-Treonina 5.2 – 

24.6 

L-Tripófano 2.5 – 

29.4 

L-Valina 3.0 Metanol - Metilamina 10.5 

Mioinositol 18.8 Pirocatecol 6.0 Prolina-betaína 12.7 Propilenglicol - 

Pseudouridina 26.0 Sacarosa 7.1 Sorbitol 3.5 Taurina 4.0 – 

160.0 

TMNO 118.7 Trigonelina 16.0 Uracilo 12.0 Urea 22,566.0 

* La concentración de la creatinina está expresada en µM. 
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Tabla 13. Listado de metabolitos incluidos en la segunda etapa de selección, a partir de su identificación en la 

orina de sujetos sanos en distintos artículos de metabolómica de orina por 1H-RMN. 

Metabolito Artículo 

Saude et 

al., 2007 

Shaykhutdinov 

et al., 2009 

 Da 

Silva et 

al., 2013 

Pietzner 

et al., 

2015 

Cassiède 

et al., 

2017 

Wojtowicz 

et al., 2017 

Silva et 

al., 2019 

 

Tynkkynen 

et al., 2019 

Acetona   ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ 

Ácido 3-

hidroxiisovalérico 

✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ 

Ácido acético ✓ ✓ ✓ ✓  ✓  ✓ 

Ácido alfa-

hidroxiisobutírico 

✓ ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

Ácido cis-

aconítico 

✓ ✓  ✓    ✓ 

Ácido cítrico ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

Ácido fórmico ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

Ácido hipúrico ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

Ácido L-láctico ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ ✓ 

Ácido p-

hidroxifenilacético 

✓ ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ 

Betaína ✓  ✓ ✓    ✓ 

Creatina ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 
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Creatinina ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

D-Glucosa ✓ ✓ ✓     ✓ 

Dimetilamina ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ 

Glicina ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ 

Hipoxantina  ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ 

Indoxil sulfato ✓ ✓ ✓   ✓  ✓ 

L-Alanina ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

L-Carnitina ✓   ✓ ✓   ✓ 

L-Histidina ✓ ✓  ✓ ✓  ✓ ✓ 

L-Tirosina ✓ ✓    ✓ ✓ ✓ 

L-Treonina  ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ 

L-Valina ✓ ✓  ✓ ✓   ✓ 

Taurina ✓  ✓ ✓    ✓ 

TMNO ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ 

Trigonelina ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ 
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     En la tercera y última etapa de selección de metabolitos, se consideraron los 

resultados de cuantificación de metabolitos urinarios identificados en muestras 

control de sujetos sanos del proyecto del metaboloma de la ERC realizado en el 

DQA (Proyecto CONACYT 2017-5256). En la tabla 14 se presenta el listado con 

los 14 metabolitos seleccionados de maneta definitiva para el desarrollo del 

método de cuantificación por 1H-RMN de este proyecto de tesis, ya que estos 

compuestos pertenecen al grupo de metabolitos con mayor abundancia y 

presentan un alto % de ocurrencia (≥ 50%). 

 Tabla 14. Metabolitos seleccionados para realizar la cuantificación por RMN. 

Metabolito Concentración 

relativa (mM) 

% de 

ocurrencia 

Estructura química 

Creatinina 13.31 100 

 

Glicina 2.86 100 

 

Citrato 2.80 100 

 

Ácido hipúrico 1.33 100 

 

Ácido glicólico 0.87 100 
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L-Glutamina 0.81 100 

 

Taurina 0.78 80 

 

L-Histidina 0.78 90 

 

TMNO 0.51 100 

 

D-Glucosa 0.44 90 

 

Dimetilamina 0.42 100 

 

L-Alanina 0.37 100 

 

Creatina 0.33 50 
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Trigonelina 0.17 100 

 

 

     Asimismo, se propuso el imidazol (figura 8) como estándar interno, puesto 

que cumple con los requisitos establecidos por la EUROLAB, para métodos de 

1H-RMNc (EUROLAB, 2014). 

 

Figura 8. Estructura química del imidazol. 

 

3.2 Evaluación de los Parámetros de Adquisición y Procesamiento 

3.2.1 Evaluación de la Ganancia del Receptor 

     Para establecer un valor de RG óptimo para la obtención de los espectros de 

1H-RMN, se obtuvieron los espectros con los dos valores de ganancia 

considerados (RG= 114 y RG=64), utilizando una disolución de la mezcla de 
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metabolitos a concentración 0.50 mM cada uno (ver tabla 1). Los resultados se 

muestran en la figura 9, en donde el espectro en color azul corresponde al 

adquirido con una ganancia de 114, mientras que el que se muestra en rojo 

corresponde al espectro obtenido con una ganancia de 64. 

 

 

Figura 9. Espectros de 1H-RMN adquiridos con distintos valores de ganancia, a 

partir del nivel más bajo de concentración. El espectro en azul corresponde a un 

RG= 114 y el espectro en rojo corresponde a un RG= 64. 

 

     Por otro lado, en la figura 10 se presentan superpuestos los espectros 

obtenidos a partir de una disolución 5.00 mM de los 7MMA, 12.87 mM de 

citrato, 15.00 mM de glicina y 30.00 mM de creatinina. Aquí, el espectro en azul 

corresponde a una ganancia de 114, en tanto que el espectro mostrado en rojo 

corresponde a una ganancia de 64. Se optó por seleccionar el valor de RG= 64 
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para la obtención de los espectros de 1H-RMNc para el desarrollo del método, 

ya que con este valor se evita la saturación de la señal en el detector y se 

reduce la posibilidad de generar distorsiones en la línea base de las señales. 

 

Figura 10. Espectros de 1H-RMN adquiridos con distintos valores de ganancia, 

a partir del nivel más alto de concentración. 

 

3.2.2 Evaluación de la Espera Interpulso (D1) 

     Los espectros empleados para la evaluación de la espera interpulso, se 

adquirieron a partir de la disolución con menor concentración, utilizando valores 

de D1 de 5, 10 s y 15 s. En la figura 11 se muestra una señal aromática, 

representativa del espectro. Aquí, el espectro en azul corresponde a un D1= 5 

s, el espectro en rojo es el correspondiente a un D1= 10 s, y el espectro en 

verde es el adquirido con un D1= 15 s. 
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Figura 11. Señal representativa del espectro de 1H-RMN, adquirido con distintos 

valores de D1. 

 

     En dicha figura, se observa con claridad que el valor de D1 más corto genera 

una señal menos intensa. Mientras que con valores de D1 de 10 s y 15 s los 

espectros son de intensidad muy similar. Se seleccionó el valor de D1 de 10 s 

porque la intensidad de la señal es muy similar a la de 15 s, y porque reduce el 

tiempo de obtención de cada espectro. 

 

3.2.3 Evaluación del Tiempo de Adquisición 

     De manera adicional, se evaluó el tiempo de adquisición utilizado para la 

obtención de los diferentes espectros. Se encontró que con un tiempo de 

adquisición de 5.45 s se tiene una relajación completa de la señal del FID, por 
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lo que se considera un valor adecuado. En la figura 12 se presenta el gráfico del 

FID para el nivel más alto de concentración en donde se observa el completo 

decaimiento de la señal al paso de 5.45 s. 

 

Figura 12. Gráfico del FID obtenido a partir del nivel más alto de concentración. 

 

3.2.4 Evaluación de los Parámetros de Procesamiento 

     Para la evaluación de los parámetros de procesamiento se siguieron las 

recomendaciones de Gödecke y colaboradores (2013) en cuanto a funciones de 

ventana, ajuste de fase y corrección de la línea base mostradas en el apartado 

2.3: multiplicación exponencial con factor de LB= 0.1 Hz, ajuste de fase manual 

con corrección de orden 0, y corrección de la línea base con el comando ABSN. 

A este respecto, se consideró la intensidad y la resolución de los analitos, así 

como el aspecto de la línea base del espectro, para corroborar que las 

condiciones elegidas fueran satisfactorias. Lo anterior se confirmó al obtener el 

espectro de los 14 metabolitos y el estándar interno de imidazol (figura 13). 



   79 
 

 

Figura 13. Espectro de 1H-RMN de los 14 metabolitos seleccionados para el 

análisis y el estándar interno (imidazol). * Señal residual del agua a 4.70 ppm. 

 

     En la figura 13 se muestra el desplazamiento químico de las señales 

factibles a evaluación para cada uno de los metabolitos y el imidazol. Se puede 

observar que la mayoría de los analitos cuentan con al menos una señal factible 

de ser evaluada. Para todos ellos se seleccionó una señal para evaluación, 

excepto para el citrato y la trigonelina, para los cuales se seleccionaron 2 y 3 

señales para la evaluación, respectivamente. Asimismo, para la glucosa se 

consideró la suma de las 2 señales indicadas en el espectro (en 5.24 y 4.65 

ppm). 
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3.3 Asignación de las Señales en los Espectros de RMN 

     La asignación de las señales mostradas en el espectro de los 14 metabolitos 

y el imidazol se realizó considerando diferentes datos espectrales de la HMDB 

(desplazamiento químico y la multiplicidad de las señales). Además, se tomaron 

en cuenta los espectros de 1H-RMN 1D individuales de los metabolitos, 

depositados en la Base de Datos disponible en el laboratorio de RMN del DQA. 

     En la tabla 15 se presentan los desplazamientos químicos encontrados en la 

HMDB y experimentalmente (tanto de forma individual como en la mezcla), así 

como la multiplicidad de las señales correspondientes. 

     En la tabla se puede observar que la máxima diferencia de desplazamientos 

encontrada fue de 0.03 ppm, considerando los datos obtenidos en este trabajo y 

los presentados en la HMDB. La excepción es para la dimetilamina, en cuyo 

caso se encontró una diferencia de 0.22 ppm. 

     Asimismo, en la tabla es posible apreciar que las diferencias encontradas en 

los valores de δ no fueron mayores a 0.02 ppm, tomando en cuenta los 

resultados de este trabajo y los obtenidos para los estándares individuales. 
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Tabla 15. Desplazamiento químico y multiplicidad de las señales de los 

metabolitos y el estándar interno. 

Analito δ en la 

HMDB (ppm) 

δ en el 

estándar 

individual 

(ppm) 

δ en la 

mezcla 

(ppm) 

Multiplicidad 

Ácido glicólico 3.93 - 3.95 s 

Ácido hipúrico 7.54 7.54 7.55 m 

Alanina 1.47 - 1.48 d 

Citrato 2.53 2.53 2.54 d 

2.66 2.66 2.66 d 

Creatina 3.92 3.93 3.93 s 

Creatinina 4.05 4.06 4.06 s 

Dimetilamina 2.50 - 2.72 s 

Glicina 3.54 3.56 3.57 s 

Glucosa 4.63 4.66 4.65 d 

5.22 5.25 5.24 d 

Glutamina 2.44 - 2.45 m 

Histidina 7.09 7.16 7.07 – 7.14 d 

Taurina 3.42 3.41 3.42 t 

TMNO 3.25 3.28 3.27 s 

 

Trigonelina 

4.43 4.44 4.44 s 

8.83 8.84 8.84 m 

9.11 9.15 9.13 s 

Imidazol 7.28 - 7.25 – 7.38 sa 

* s= singulete; d= doblete; t= triplete; m= multiplate; sa= singulete ancho. 

 

     Adicionalmente, se corroboró la asignación empleando la base de datos del 

programa Chenomx NMR Suite, y mediante la obtención del espectro de 13C-
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RMN 1D, así como espectros 2D (COSY, HSQC y TOCSY). En conjunto, los 

datos de los espectros bidimensionales permitieron identificar sin ambigüedad 

las señales de cada uno de los metabolitos en la mezcla. El espectro HSQC se 

muestra en la figura 16 (sección 3.6), mientras que el espectro de 13C-RMN, el 

COSY y el TOCSY se presentan en el apéndice A. 

 

3.4 Determinación de los Intervalos de Concentración de los Metabolitos 

     Los intervalos de concentración para las pruebas preliminares se 

determinaron con base en los datos de concentración relativa obtenidos a partir 

de distintos trabajos de RMNc aplicada a metabolómica de orina de sujetos 

sanos. En la tabla 16 se indican las concentraciones medias, mínimas y 

máximas, expresadas en mM, encontradas en los trabajos consultados. 

     Con base en los resultados obtenidos en este punto, se seleccionó un 

intervalo de concentración de 0.50 a 5.00 mM para el grupo de metabolitos 

denominado 7MMA (creatina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, TMNO y 

trigonelina), de 0.50 a 15.00 mM para el citrato y la glicina, y de 0.50 a 30.00 

mM para la creatinina. 

     Posteriormente, se realizó un análisis de 3 muestras de orina de sujetos 

sanos, y se compararon las señales de estas muestras con las señales de los 

niveles inferior y superior de las curvas. 
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Tabla 16. Concentraciones reportadas de los metabolitos en distintos trabajos de metabolómica. 

 

 

 

Metabolito 

Trabajo 

Saude et al., 2007 Shaykhutdinov 

et al., 2009 

Proyecto HI19-00001 del DQA 

(2019 – 2021) 

Concentración 

media (mM) 

Concentración 

mínima/máxima 

(mM) 

Concentración 

media (mM) 

Concentración 

media (mM) 

Concentración 

mínima/máxima 

(mM) 

Ácido glicólico - - -  0.87 0.05 – 3.12 

Ácido hipúrico 1.83 0.26 – 5.72 3.21 1.33 0.07 – 2.63 

Alanina 0.24 0.04 – 0.80 0.26 0.37 0.02 – 1.02 

Citrato 2.54 0.05 – 9.50 1.66 2.80 0.45 – 7.36 

Creatina 0.55 0.00 – 2.05 0.16 0.33 0.12 – 0.54 

Creatinina 9.03 1.78 – 20.4 14.24 13.31 1.29 – 26.41 

Dimetilamina - - 0.50 0.42 0.04 – 0.81 

Glicina - - 0.99 2.86 0.11 – 14.65 

Glucosa - - 0.43 0.44 0.13 – 0.81 

Glutamina - - 0.47 0.81 0.06 – 2.02 

Histidina 0.49 0.01 – 1.35 0.65 0.78 0.07 – 1.67 

Taurina - - 0.80 0.78 0.14 – 1.15 

TMNO - - 0.47 0.51 0.10 – 1.66 

Trigonelina - - 0.22 0.17 0.01 – 0.55 



84 
 

     A manera de ejemplo, la figura 14 muestra las señales del TMNO de la 

muestra 1 (azul), la muestra 2 (rojo), la muestra 3 (verde), el nivel de 

concentración inferior (morado) y el nivel de concentración superior (amarillo). 

En ella, se puede ver que tanto la señal de la muestra 2 como la señal de la 

muestra 3 poseen menor intensidad que la señal del nivel de concentración 

inferior (0.50 mM para TMNO), y, por lo tanto, la concentración de dicho 

metabolito es menor a 0.50 mM en estas muestras.Una situación similar ocurrió 

en el caso de la creatina, la glucosa y la trigonelina, y por esta razón se decidió 

cambiar el nivel inferior de todas las curvas a una concentración de 0.20 mM. 

De este modo, el intervalo de concentración final correspondió a 0.20 – 5.00 

mM para los MMA, 0.20 – 15.00 mM para el citrato y la glicina, y 0.20 – 30.00 

mM para la creatinina. 

 

Figura 14 Comparación de las señales de TMNO de 3 muestras de orina (azul 

rojo, verde) y de los niveles de concentración inferior (morado) y superior 

(amarillo) de las curvas de calibración preliminares. 

 

     Cabe mencionar que la concentración del imidazol se estableció en 4.00 

mM, para que la señal propia de este compuesto fuera comparable en 



   85 
 

intensidad con las señales de los metabolitos, a todos los niveles de 

concentración de las curvas. 

 

3.5 Evaluación del Imidazol como Estándar Interno 

     Los espectros de una muestra de orina representativa con (azul) y sin 

adición (rojo) de estándar de imidazol son mostrados en la figura 15. En la 

figura se puede observar que la señal del imidazol aparece en la región 

aromática del espectro, alrededor de 7.39 ppm para esta muestra en particular, 

Además, se puede ver que en ausencia del imidazol no aparece ninguna señal 

cerca de la zona en cuestión. Por lo anterior, se concluyó que el imidazol no se 

traslapa con las señales de los metabolitos urinarios, y por lo mismo, es factible 

que pueda ser empleado como estándar interno. 

 

Figura 15. Señal del imidazol en la región aromática del espectro de 1H-RMN de 

una muestra de orina de un sujeto sano adicionada con el estándar 

correspondiente (azul). En el espectro original (rojo) de la muestra de orina no 

se observa ninguna señal en esta región. 
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3.6 Evaluación de la Especificidad de las Señales en la Mezcla de Analitos 

     La especificidad de las señales en la mezcla de metabolitos e imidazol se 

confirmó mediante la adquisición del espectro de 13C-RMN 1D y los espectros 

2D: COSY, HSQC y TOCSY, de acuerdo con el procedimiento sugerido por 

Gödecke y colaboradores (2013). Las señales de correlación en los espectros 

bidimensionales, la medición de constantes de acoplamiento y la integración de 

las señales permitieron identificar sin ambigüedad cada una de las señales 

utilizadas para la cuantificación de los distintos metabolitos. 

     En la figura 16, se muestra como ejemplo la correlación de las señales de la 

glicina en el espectro HSQC. Las flechas en la figura indican los núcleos de 1H 

y 13C unidos a un enlace de distancia, así, la señal singulete de los 2 protones 

del grupo metileno a 3.57 ppm (señal única), se encuentra correlacionada con la 

señal del carbono del mismo grupo metileno a 44.47 ppm (ver tabla 14 para la 

estructura química de la glicina). El resto de los espectros utilizados para 

evaluar la especificidad se presentan en el apéndice A. 
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Figura 16. Espectro HSQC de la mezcla de los 14 metabolitos y el estándar 

interno (imidazol). Se indica la señal que muestra la correlación 1H – 13C en la 

glicina. 

 

3.7 Validación del Método de 1H-RMNc por Estándar Externo 

     Después de obtener y procesar los espectros de 1H-RMN, las señales de 

cuantificación de cada metabolito, así como del imidazol, fueron integradas 

manualmente y se obtuvieron los valores del área. A continuación, se realizaron 

las curvas de calibración por estándar externo, y, se evaluó y/o determinó la 
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linealidad, la precisión intradía, la precisión intermedia, la exactitud del sistema, 

los límites de detección, los límites de cuantificación, la exactitud del método y 

la robustez. 

 

3.7.1 Evaluación de la Linealidad 

     Para la evaluación de la linealidad se realizó el análisis de regresión 

pertinente considerando la siguiente serie de parámetros: aspecto lineal de las 

curvas, distribución de los residuales, R2 y %DER de FR. 

     A continuación, se ejemplifica con los resultados obtenidos para la alanina. 

La figura 17 muestra la curva de calibración de la alanina, la cual posee un 

aspecto lineal (esta tendencia se mantuvo en el resto de las curvas). La figura 

18, por otro lado, corresponde al gráfico de residuales de la alanina, el cual 

muestra una distribución aleatoria (esta tendencia fue similar en el resto de los 

gráficos de residuales). Las curvas de calibración y de los gráficos de residuales 

restantes son mostrados en el apéndice B. 
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Figura 17. Curva de calibración de la alanina por estándar externo. 

 

 

Figura 18. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la alanina por 

estándar externo. 
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     En la tabla 17 se presentan los valores de R2 y %DER de FR obtenidos para 

los 14 metabolitos. 

Tabla 17. Valores de R2 y %DER de FR obtenidos para cada uno de los 14 

metabolitos por el método de estándar externo. 

Metabolito Intervalo de 

concentración 

(mM) 

R2 %DER de FR   

(n= 18)* 

Ácido glicólico 0.20 – 5.00 0.9996 4.76 

Ácido hipúrico 0.20 – 5.00 0.9999 1.29 

Alanina 0.20 – 5.00 0.9999 1.18 

Citrato (2.54 ppm) 0.20 – 15.00 1.0000 1.73 

Citrato (2.66 ppm) 0.20 – 15.00 1.0000 1.80 

Creatina 0.20 – 5.00 0.9999 1.39 

Creatinina 0.20 – 30.00 0.9999 1.20 

Dimetilamina 0.20 – 5.00 0.9995 2.85 

Glicina 0.20 – 15.00 0.9999 1.81 

Glucosa 0.20 – 5.00 0.9996 5.73 

Glutamina 0.20 – 5.00 0.9998 2.66 

Histidina 0.20 – 5.00 0.9997 4.57 

Taurina 0.20 – 5.00 0.9987 4.29 

TMNO 0.20 – 5.00 0.9994 3.63 

Trigonelina (4.44 ppm) 0.20 – 5.00 0.9998 1.52 

Trigonelina (8.84 ppm) 0.20 – 5.00 0.9999 0.90 

Trigonelina (9.13 ppm) 0.20 – 5.00 0.9999 1.41 

* El %DER se calculó considerando los 18 replicados de las curvas. 
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3.7.2 Evaluación de la Precisión 

     Para la evaluación de la precisión intradía se calculó el %DER de las 

respuestas para los niveles 1, 3 y 6 de las curvas. Los resultados en cuestión se 

muestran en la tabla 18. 

Tabla 18. %DER para la evaluación de la precisión intradía por el método de 

estándar externo. 

Metabolito %DER 

Nivel 1 (n= 3) Nivel 3 (n= 3) Nivel 6 (n= 3) 

Ácido glicólico 1.60 0.11 0.67 

Ácido hipúrico 1.21 0.94 0.56 

Alanina 1.42 0.90 0.62 

Citrato (2.54 ppm) 1.75 0.80 0.43 

Citrato (2.66 ppm) 3.53 0.72 0.30 

Creatina 0.91 0.87 0.40 

Creatinina 2.18 0.72 0.91 

Dimetilamina 1.12 1.00 0.81 

Glicina 0.99 0.62 0.30 

Glucosa 10.11 2.27 0.29 

Glutamina 1.95 0.70 1.05 

Histidina 1.77 3.01 0.97 

Taurina 1.98 1.23 0.54 

TMNO 1.37 1.62 0.30 

Trigonelina (4.44 ppm) 1.14 0.48 0.61 

Trigonelina (8.84 ppm) 0.15 1.12 0.71 

Trigonelina (9.13 ppm) 2.50 1.15 0.58 
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     Por otro lado, para evaluar la precisión intermedia, se determinó el %DER de 

las respuestas, para los niveles 1, 3 y 6 de las curvas, a partir de disoluciones 

madre preparadas de forma independiente, durante 3 días no consecutivos. Los 

resultados correspondientes se indican en la tabla 19. 

Tabla 19. %DER para la evaluación de la precisión intermedia por el método de 

estándar externo. 

Metabolito %DER 

Nivel 1 (n= 9) Nivel 3 (n= 9) Nivel 6 (n= 9) 

Ácido glicólico 1.65 1.15 0.99 

Ácido hipúrico 1.54 1.02 0.90 

Alanina 0.95 0.87 0.59 

Citrato (2.54 ppm) 2.91 1.04 0.86 

Citrato (2.66 ppm) 2.92 1.32 0.97 

Creatina 1.20 0.70 0.86 

Creatinina 2.31 1.24 0.65 

Dimetilamina 1.76 1.57 1.52 

Glicina 1.91 1.03 0.56 

Glucosa 12.35 1.91 0.70 

Glutamina 3.57 2.58 2.33 

Histidina 3.50 2.86 1.78 

Taurina 4.68 0.93 0.99 

TMNO 2.48 2.41 1.50 

Trigonelina (4.44 ppm) 2.53 1.50 1.00 

Trigonelina (8.84 ppm) 2.11 1.83 1.11 

Trigonelina (9.13 ppm) 3.17 1.96 1.09 
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3.7.3 Evaluación de la Exactitud del Sistema 

     La evaluación del sistema se llevó a cabo mediante el cálculo del porcentaje 

de error para 3 niveles de concentración adicionales (distintos a los empleados 

para la construcción de las curvas, pero dentro del intervalo de concentración). 

Los resultados pertinentes se indican en la tabla 20. 

 

3.7.4 Determinación del Límite de Detección y del Límite de Cuantificación 

     Para realizar la determinación tanto del límite de detección como del límite 

de cuantificación, se prepararon mezclas de los 14 metabolitos a 

concentraciones de 0.10, 0.05, 0.04, 0.03, 0.02 y 0.01 mM. 

     Una vez que los espectros de 1H-RMN fueron adquiridos, se determinó el LD 

de cada metabolito, definido como la mínima concentración del compuesto que 

permitiera reconocer el patrón de señales característico sin ninguna 

ambigüedad. 

Un ejemplo ilustrativo del procedimiento seguido para la determinación del LD 

se presenta para la alanina. La figura 19 muestra la superposición de las 

señales de este metabolito, a las concentraciones empleadas para la 

determinación del límite de detección. Como se puede observar en la figura, la 

mínima concentración a la cual es posible distinguir el doblete sin ninguna 

ambigüedad es 0.02 mM (azul), y, por lo tanto, corresponde al LD de la alanina. 
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Los LD del resto de metabolitos se determinaron de una manera similar y se 

indican en la tabla 21. 

Tabla 20. Porcentajes de error para la evaluación de la exactitud del sistema 

por el método de estándar externo. 

Metabolito % error 

Nivel E1* (n= 3) Nivel E2 (n= 3) Nivel E3 (n= 3) 

Ácido glicólico 4.53 1.15 1.16 

Ácido hipúrico 5.71 2.87 6.89 

Alanina 0.64 0.45 0.95 

Citrato (2.54 ppm) 1.94 1.94 0.59 

Citrato (2.66 ppm) 2.63 1.93 0.37 

Creatina 1.23 0.39 0.96 

Creatinina 1.86 4.68 0.52 

Dimetilamina 3.12 2.66 2.77 

Glicina 5.71 3.17 1.25 

Glucosa 6.26 1.07 0.80 

Glutamina 4.84 1.86 2.00 

Histidina 2.81 1.62 3.04 

Taurina 9.38 9.88 0.77 

TMNO 7.69 2.02 3.57 

Trigonelina (4.44 ppm) 1.39 1.76 2.02 

Trigonelina (8.84 ppm) 1.41 1.08 2.22 

Trigonelina (9.13 ppm) 1.89 1.54 2.65 

* La letra “E” designa los niveles adicionales (diferentes a los de las curvas de 

calibración), para la evaluación de la exactitud del sistema. 
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Figura 19. Señal de la alanina a las concentraciones empleadas para la 

determinación del límite de detección por el método visual. 

 

Tabla 21. Límite de detección de los metabolitos cuantificados por RMN. 

Metabolito LD (mM) 

Ácido glicólico 0.02 

Ácido hipúrico 0.02 

Alanina 0.02 

Citrato (2.54 ppm) 0.02 

Citrato (2.66 ppm) 0.02 

Creatina 0.01 

Creatinina 0.02 

Dimetilamina 0.01 

Glicina 0.01 

Glucosa 0.10 

Glutamina 0.05 

Histidina 0.05 

Taurina 0.03 

TMNO 0.01 

Trigonelina (4.44 ppm) 0.02 

Trigonelina (8.84 ppm) 0.02 

Trigonelina (9.13 ppm) 0.03 
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     Los distintos límites de cuantificación se determinaron de manera 

independiente a los límites de detección. Para ello, se calculó tanto el %DER de 

como el % de error de las concentraciones calculadas, para las disoluciones a 

0.10, 0.05 y 0.03 mM, las cuales fueron preparas por triplicado. El LC 

correspondió a la mínima concentración que presentó un %DER y un % de error 

satisfactorios (ambos menores al 20%). A este respecto, en la tabla 22 se 

indican los LC de los 14 metabolitos, así como el %DER y el % de error 

encontrados a la concentración correspondiente. 

 

3.7.5 Evaluación de la Exactitud del Método 

     Para la evaluación de la exactitud, se preparó una mezcla de 3 muestras de 

orina de sujetos sanos, y la misma se adicionó a 3 niveles de concentración. 

Posteriormente se calculó el porcentaje de recuperación y el %DER de las 

respuestas para cada nivel, y se obtuvo el promedio de ambos parámetros. 

     Los resultados del % de recuperación para la evaluación de la exactitud del 

método son mostrados en la tabla 23. Además, se presentan los %DER 

obtenidos para cada metabolito. 
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Tabla 22. Límites de cuantificación encontrados por el método de estándar 

externo. 

Metabolito LC (mM) %DER (n= 3) % de error (n= 3) 

Ácido glicólico 0.20 1.17 19.52 

Ácido hipúrico 0.03 1.01 2.91 

Alanina 0.05 1.11 19.16 

Citrato (2.54 ppm) 0.20 1.98 10.46 

Citrato (2.66 ppm) 0.03 5.37 12.85 

Creatina 0.10 1.34 10.61 

Creatinina 0.05 4.28 13.65 

Dimetilamina 0.20 0.89 16.74 

Glicina 0.20 1.20 15.70 

Glucosa 0.20 13.28 13.73 

Glutamina 0.20 1.68 8.68 

Histidina 0.20 1.45 9.17 

Taurina 0.10 6.40 19.51 

TMNO 0.20 1.78 17.19 

Trigonelina (4.44 ppm) 0.20 1.01 9.22 

Trigonelina (8.84 ppm) 0.03 1.68 18.32 

Trigonelina (9.13 ppm) 0.05 8.06 12.80 

 

          Cabe destacar que el % de recuperación de las señales a 4.44 y 9.13 

ppm para la trigonelina no fue calculado, pues la intensidad de estas señales en 

la mezcla de muestras fue menor a la intensidad de la señal establecida como 

el LC, para ambos casos. 
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Tabla 23. Porcentajes de recuperación para la evaluación de la exactitud del 

método de estándar externo. 

Metabolito % de recuperación %DER (n= 9) 

Ácido glicólico 97.52 1.30 

Ácido hipúrico 95.95 0.52 

Alanina 100.89 0.51 

Citrato (2.54 ppm) 91.17 0.79 

Citrato (2.66 ppm) 92.35 0.75 

Creatina 91.25 1.07 

Creatinina 87.01 0.59 

Dimetilamina 97.70 0.71 

Glicina 91.71 0.61 

Glucosa 103.43 1.72 

Glutamina 96.46 0.82 

Histidina 96.02 0.53 

Taurina 95.72 3.37 

TMNO 94.74 0.43 

Trigonelina (4.44 ppm) - - 

Trigonelina (8.84 ppm) 92.82 0.65 

Trigonelina (9.13 ppm) - - 

      

3.7.6 Evaluación de la Robustez 

     Para llevar a cabo la evaluación de la robustez se generó un diseño de 

experimentos. Los resultados estadísticos (coeficientes de R2 y Q2, significancia 

de la regresión (ANOVA) y gráfico de coeficientes) del efecto de los factores 

investigados (µL de buffer añadidos a las disoluciones de trabajo, la 
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temperatura de adquisición de los espectros y la espera interpulso), en la 

respuesta de la alanina, la creatina y la trigonelina se resumen en la tabla 24. 

Tabla 24. Resultados de la evaluación de la robustez por el método de estándar 

externo. 

Parámetro Resultado 

Alanina (1.48 

ppm) 

Creatina (3.93 

ppm) 

Trigonelina (8.84 

ppm) 

R
2
 0.722 0.602 0.931 

Q
2
 -2.538 -1.627 0.908 

ANOVA p= 0.309 p= 0.521 p= 0.026 

Gráfico de 

coeficientes 

Ausencia de 

significancia 

Ausencia de 

significancia 

Presencia de 

significancia para 

el coeficiente del 

D1 

 

     En la figura 20 se muestra el diagrama de coeficientes obtenido para la 

trigonelina. En él se puede observar que el coeficiente de la espera interpulso 

es estadísticamente significativo, indicando que este factor tiene efecto en la 

respuesta de la trigonelina al variar su magnitud. Así, el método no se puede 

considerar robusto y por ello se debe seleccionar y controlar meticulosamente el 

valor de la espera interpulso. El resto de los gráficos obtenidos se presentan en 

el apéndice D. 
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Figura 20. Gráfico de coeficientes para la trigonelina en función de las distintas 

variables. 

 

3.8 Validación del Método de 1H-RMNc por Estándar Interno 

3.8.1 Evaluación de la Linealidad 

     En la figura 21 se presenta la curva de calibración de la alanina, como 

ejemplo representativo de los diferentes analitos, cuyo aspecto es lineal. El 

gráfico de residuales de la alanina se muestra en la figura 22. Aquí, la 

distribución de los residuales es aleatoria (esta tendencia fue similar que para el 

resto de los metabolitos). Las curvas de calibración y gráficos de residuales se 

presentan en el apéndice C. 
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Figura 21. Curva de calibración de la alanina por estándar interno. 

 

 

Figura 22. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la alanina por 

estándar interno. 
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     En la tabla 25 se muestran los resultados de R2 y %DER de FR encontrados 

para los 14 metabolitos. 

Tabla 25. Valores de R2 y %DER de FR obtenidos para cada uno de los 14 

metabolitos por el método de estándar interno. 

Metabolito Intervalo de 

concentración 

(mM) 

R2 %DER de FR   

(n= 18)* 

Ácido glicólico 0.20 – 5.00 0.9997 4.70 

Ácido hipúrico 0.20 – 5.00 0.9998 1.82 

Alanina 0.20 – 5.00 0.9999 1.38 

Citrato (2.54 ppm) 0.20 – 15.00 0.9999 2.08 

Citrato (2.66 ppm) 0.20 – 15.00 1.0000 1.99 

Creatina 0.20 – 5.00 1.0000 1.49 

Creatinina 0.20 – 30.00 0.9997 1.57 

Dimetilamina 0.20 – 5.00 0.9997 2.65 

Glicina 0.20 – 15.00 0.9999 2.04 

Glucosa 0.20 – 5.00 0.9996 5.45 

Glutamina 0.20 – 5.00 0.9998 2.75 

Histidina 0.20 – 5.00 0.9997 4.68 

Taurina 0.20 – 5.00 0.9981 4.89 

TMNO 0.20 – 5.00 0.9994 3.86 

Trigonelina (4.44 ppm) 0.20 – 5.00 0.9999 1.37 

Trigonelina (8.84 ppm) 0.20 – 5.00 0.9999 1.15 

Trigonelina (9.13 ppm) 0.20 – 5.00 0.9999 1.64 

* El %DER se calculó considerando los 18 replicados de las curvas. 
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3.8.2 Evaluación de la Precisión 

     Los resultados de %DER para la evaluación de la precisión intradía son 

mostrados en la tabla 26, en tanto que los %DER para la evaluación de la 

precisión intermedia se indican en la tabla 27. 

Tabla 26. %DER para la evaluación de la precisión intradía por el método de 

estándar interno. 

Metabolito %DER 

Nivel 1 (n= 3) Nivel 3 (n= 3) Nivel 6 (n= 3) 

Ácido glicólico 1.58 0.47 0.51 

Ácido hipúrico 1.37 1.31 0.25 

Alanina 1.62 1.26 0.26 

Citrato (2.54 ppm) 1.72 1.03 0.25 

Citrato (2.66 ppm) 3.50 0.81 0.24 

Creatina 0.92 1.23 0.25 

Creatinina 1.99 0.56 1.25 

Dimetilamina 0.97 1.38 0.40 

Glicina 0.94 0.74 0.55 

Glucosa 9.91 2.52 0.22 

Glutamina 1.73 1.05 0.61 

Histidina 1.56 3.38 0.67 

Taurina 1.97 1.60 0.44 

TMNO 1.54 1.86 0.60 

Trigonelina (4.44 ppm) 0.93 0.80 0.26 

Trigonelina (8.84 ppm) 0.30 1.49 0.37 

Trigonelina (9.13 ppm) 2.67 1.51 0.36 
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Tabla 27. %DER para la evaluación de la precisión intermedia por el método de 

estándar interno. 

Metabolito %DER 

Nivel 1 (n= 9) Nivel 3 (n= 9) Nivel 6 (n= 9) 

Ácido glicólico 2.65 2.75 3.17 

Ácido hipúrico 3.36 3.22 3.29 

Alanina 3.71 3.16 3.47 

Citrato (2.54 ppm) 4.40 3.16 4.05 

Citrato (2.66 ppm) 4.76 3.89 4.15 

Creatina 3.15 2.69 2.77 

Creatinina 3.56 2.63 3.36 

Dimetilamina 2.25 2.12 2.67 

Glicina 3.14 2.56 3.31 

Glucosa 11.76 3.78 3.39 

Glutamina 5.33 4.37 4.48 

Histidina 3.75 3.29 1.86 

Taurina 5.24 3.23 3.00 

TMNO 1.91 2.69 4.41 

Trigonelina (4.44 ppm) 1.77 1.88 2.36 

Trigonelina (8.84 ppm) 1.56 1.65 2.28 

Trigonelina (9.13 ppm) 2.40 1.46 2.27 

 

3.8.3 Evaluación de la Exactitud del Sistema 

     La evaluación del sistema se realizó de manera similar a como se hizo para 

el método de estándar externo, es decir, a través de la determinación del 

cálculo del % de error para los 3 niveles de concentración adicionales. Los 

resultados correspondientes se indican en la tabla 28. 
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Tabla 28. Porcentajes de error para la evaluación de la exactitud del sistema 

por el método de estándar interno. 

Metabolito %DER 

Nivel E1* (n= 3) Nivel E2 (n= 3) Nivel E3 (n= 3) 

Ácido glicólico 5.47 1.97 3.06 

Ácido hipúrico 4.57 1.66 3.36 

Alanina 1.81 1.58 3.18 

Citrato (2.54 ppm) 2.37 2.40 2.89 

Citrato (2.66 ppm) 2.12 2.38 2.46 

Creatina 1.85 1.50 2.01 

Creatinina 8.69 4.36 2.51 

Dimetilamina 4.09 2.39 0.69 

Glicina 5.68 3.63 3.57 

Glucosa 5.61 1.68 3.03 

Glutamina 4.04 2.15 1.20 

Histidina 2.11 1.35 0.95 

Taurina 8.58 10.23 2.79 

TMNO 6.53 3.33 5.89 

Trigonelina (4.44 ppm) 2.15 1.48 1.17 

Trigonelina (8.84 ppm) 0.38 0.51 1.14 

Trigonelina (9.13 ppm) 0.72 0.89 0.89 

* La letra “E” designa los niveles adicionales (diferentes a los de las curvas de 

calibración), para la evaluación de la exactitud del sistema. 

 

3.8.4 Determinación del Límite de Cuantificación 

     Los LC, así como el %DER y el % de error encontrados a estos niveles, se 

presentan en la tabla 29. 
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Tabla 29. Límites de cuantificación encontrados por el método de estándar 

interno. 

Metabolito LC (mM) %DER (n= 3) % de error (n= 3) 

Ácido glicólico 0.20 1.20 15.41 

Ácido hipúrico 0.05 3.31 14.96 

Alanina 0.05 1.92 4.86 

Citrato (2.54 ppm) 0.20 2.11 17.31 

Citrato (2.66 ppm) 0.10 4.38 14.40 

Creatina 0.05 1.35 6.94 

Creatinina 0.20 2.39 16.86 

Dimetilamina 0.20 0.80 12.55 

Glicina > 0.20 1.24* 22.60** 

Glucosa 0.20 11.17 8.15 

Glutamina 0.10 2.55 16.55 

Histidina 0.20 1.33 4.89 

Taurina 0.20 2.19 14.58 

TMNO > 0.20 2.11* 21.97** 

Trigonelina (4.44 ppm) 0.10 4.81 17.37 

Trigonelina (8.84 ppm) 0.05 2.8 9.76 

Trigonelina (9.13 ppm) 0.05 8.95 5.93 

* %DER obtenidos a una concentración de 0.20 mM. 

** % de error obtenidos a una concentración de 0.20 mM. 

 

3.9 Evaluación del Efecto Matriz 

     Una vez realizado el proceso de validación, se seleccionó el método de 

estándar externo para evaluar su aplicabilidad, ya que arrojó los mejores 

resultados. Asimismo, se seleccionó para realizar la evaluación del efecto 
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matriz la señal que aparece a 2.66 ppm, para el citrato, y la que se observa a 

8.84 ppm, para la trigonelina. 

     En cuanto a resultados de la evaluación de la aplicabilidad del método de 

estándar externo, en la tabla 30 se muestra el porcentaje de efecto matriz 

obtenido para cada uno de los metabolitos, a partir de la ecuación 4 (sección 

2.8). En todos los casos el %EM se encuentra entre ± 25%. 

Tabla 30. Porcentajes de efecto matriz de los metabolitos cuantificados por 

RMN. 

Metabolito %EM 

Ácido glicólico - 6.02 

Ácido hipúrico - 8.84 

Alanina - 3.41 

Citrato  - 9.21 

Creatina - 14.38 

Creatinina - 21.96 

Dimetilamina - 4.02 

Glicina - 10.36 

Glucosa 6.45 

Glutamina - 8.70 

Histidina - 3.77 

Taurina - 1.57 

TMNO - 3.00 

Trigonelina - 7.09 
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3.10 Aplicación del Método al Análisis de Muestras de Orina 

     La aplicación del método de estándar externo involucró el análisis por 

triplicado de 3 muestras de orina de sujetos sanos. El espectro obtenido de una 

de las muestras se presenta en la figura 23. 

 

Figura 23 Espectro de 1H-RMN de una de las muestras de orina analizadas.      

* Señal residual del agua a 4.70 ppm. 
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     En la figura 23 se señala la asignación de las señales esperadas, 

correspondientes a los 14 metabolitos analizados en este trabajo. 

     Los resultados de cuantificación de los 14 metabolitos en las 3 muestras de 

orina se presentan en la tabla 31. En ella se indican las concentraciones de los 

metabolitos cuantificados, así como el %DER de las respuestas obtenidas en 

cada caso. 

     Cabe mencionar que la concentración del TMNO en la muestra 3 es menor 

al LC (< 0.20 mM), siendo éste el único caso en el que la concentración de un 

metabolito no se encuentra dentro del intervalo de trabajo. Además, el %DER 

correspondiente a la taurina, para las muestras 2 y 3, excedió al 15%. 
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Tabla 31. Resultados de la aplicación del método de estándar externo a muestras de orina de sujetos sanos. 

Metabolito Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 

Concentración 

(mM) 

%DER      

(n= 3) 

Concentración 

(mM) 

%DER      

(n= 3) 

Concentración 

(mM) 

%DER      

(n= 3) 

Ácido glicólico 0.48 1.78 0.90 1.04 0.74 1.23 

Ácido hipúrico 1.84 0.97 0.86 1.34 2.19 1.06 

Alanina 0.67 2.72 0.40 1.30 0.27 1.52 

Citrato 1.24 1.24 2.70 0.92 1.71 0.74 

Creatina 0.26 2.19 0.63 2.15 0.51 1.98 

Creatinina 7.62 0.95 11.14 1.12 7.49 0.38 

Dimetilamina 0.26 1.52 0.56 0.87 0.29 1.68 

Glicina 0.92 0.58 1.22 0.34 1.07 2.14 

Glucosa 0.40 3.31 0.38 6.91 0.46 2.45 

Glutamina 1.02 3.03 1.74 0.75 1.49 1.02 

Histidina 1.10 1.00 1.29 5.69 1.90 0.55 

Taurina 0.66 6.15 0.51 21.71 0.38 21.59 

TMNO 0.69 1.48 0.33 2.87 < 0.20 - 

Trigonelina 0.04 11.10 0.14 4.93 0.18 2.51 
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CAPÍTULO 4 

DISCUSIÓN 

4.1 Selección de los Metabolitos a Cuantificar 

     Para el desarrollo del método de cuantificación de metabolitos urinarios por 

1H-RMN, el criterio inicial de selección de los metabolitos correspondió a 

aquellos que tienen el 100% de ocurrencia, de acuerdo con el estudio del 

Metaboloma Urinario Humano (Bouatra et al., 2013); esto debido a que los 

metabolitos con mayor factibilidad de ser identificados en las muestras de orina 

de sujetos sanos son de nuestro interés. Asimismo, son los compuestos que 

poseen mayor viabilidad de ser utilizados en los estudios de metabolómica 

dirigida. Bajo este criterio, inicialmente fue seleccionado un conjunto de 92 

metabolitos. 

     El segundo criterio de selección consistió en los metabolitos con mayor 

repetición de reporte (≥ 50%) en los artículos de metabolómica de orina 

consultados, que incluyen datos de sujetos sanos; así, los resultados de dicha 

búsqueda nos indican los metabolitos que son más fáciles de identificar y 
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potencialmente cuantificar en diferentes poblaciones y condiciones 

experimentales. 

     En esta etapa fue descartada la inclusión de la urea como metabolito a 

cuantificar en este método, dado que su porcentaje de reporte en la literatura 

fue menor al 50%. Si bien este metabolito es el que presenta la mayor 

concentración (junto a la creatinina) en los estudios en los que es cuantificado 

(Bouatra et al., 2013; Pietzner et al., 2015; Shaykhutdinov et al., 2009), en la 

mayoría de los trabajos es descartado, puesto que los protones que generan la 

única señal en el espectro de 1H-RMN se intercambian con el deuterio en cierta 

proporción. Esta proporción es muy variable, ya que depende de la 

concentración del resto de compuestos con protones intercambiables en la 

muestra de orina (Delso et al., 2019; HMDB, 2020). Finalmente, en esta 

segunda etapa, fueron incluidos 27 metabolitos. 

     En la tercera etapa, se seleccionaron aquellos metabolitos que presentaron 

mayor abundancia y un alto porcentaje de ocurrencia (≥ 50%) en las muestras 

de los sujetos control (datos de sujetos sanos) del proyecto del metaboloma de 

la ERC del DQA. De esta manera, se analizarían los compuestos más factibles 

de ser cuantificados en nuestra población, bajo las condiciones experimentales 

empleadas por nuestro grupo de trabajo. En esta última etapa, se seleccionaron 

de manera definitiva 12 metabolitos de los 27 preseleccionados en la segunda 

etapa. Adicionalmente, se incluyeron el ácido glicólico y la glutamina, ya que 

presentaron una ocurrencia del 100% en el estudio del Metaboloma Urinario 

Humano (etapa 1). Además, estos metabolitos formaron parte de los más 
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abundantes en el estudio de la ERC realizado en el DQA y presentaron un 

100% de ocurrencia en el mismo. 

     Por último, cabe mencionar que, si bien la trigonelina no formó parte de los 

metabolitos con mayor abundancia en el proyecto de ERC, se seleccionó para 

la cuantificación en este método debido a que es un compuesto característico 

de la orina, pues es un producto del metabolismo de la niacina (vitamina B3), 

cuya excreción se lleva a cabo en dicho biofluido (HMDB, 2020). Además, se 

eligió a la trigonelina por haber presentado un alto porcentaje de reporte en los 

trabajos consultados en la etapa 2 (% de reporte= 87.5%). 

     De modo que, bajo esta serie de criterios de selección de metabolitos a 

cuantificar, finalmente, se estableció un conjunto de 14 compuestos que son 

listados a continuación: ácido glicólico, ácido hipúrico, alanina, citrato, creatina, 

creatinina, dimetilamina, glicina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, TMNO y 

trigonelina. 

 

4.2 Evaluación de los Parámetros de Adquisición y Procesamiento 

     Los parámetros de adquisición de espectros de 1H-RMNc que fueron 

evaluados correspondieron a la ganancia del receptor, la espera interpulso y el 

tiempo de adquisición, puesto que su modificación puede afectar 

significativamente los resultados (Gödecke et al., 2013). 
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     La ganancia del receptor, por ejemplo, es un parámetro que frecuentemente 

se elige con el fin de maximizar la relación S/R. Así, para una sensibilidad 

óptima, un analito diluido necesita registrarse con una ganancia elevada. Por 

otro lado, al analizar un soluto concentrado, es necesario emplear un valor de 

RG bajo, para evitar la saturación del receptor (Mo et al., 2010). 

     Para la evaluación de dicho parámetro, se empleó el nivel de concentración 

más bajo, ya que fue necesario conocer si las ganancias probadas permitían la 

observación óptima de las señales provenientes de los metabolitos más 

diluidos, es decir, para evaluar si la sensibilidad era adecuada. En relación con 

esto, como puede observarse en la figura 9, tanto el espectro adquirido con un 

valor de RG= 114, como el obtenido con un valor de RG= 64, muestran señales 

intensas, si bien la intensidad obtenida con el primer valor es mucho mayor. 

     Además, se utilizó el nivel de concentración más alto para la evaluación de 

la ganancia, puesto que se deseaba descartar la saturación del detector. En la 

figura 10, se puede apreciar que no existe tal saturación con ninguno de los dos 

valores de RG probados, además de que la intensidad de las señales 

adquiridas con un valor de RG= 114 es mucho mayor, como era de esperarse. 

     Estos resultados indican que una ganancia del receptor de 114 sería un 

valor adecuado para la obtención de los espectros de 1H-RMNc. Sin embargo, 

este valor de RG aplicado a la obtención de espectros de muestras de orina 

provoca una ligera distorsión en la línea base, lo que puede comprometer la 

calidad de las señales al ser analizadas con fines cuantitativos. Por esta razón 

se seleccionó un valor de RG= 64. 
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     Respecto a la espera interpulso, el valor (tiempo) considerado para este 

parámetro se relaciona directamente con la sensibilidad, de modo que la 

relajación completa de los espines, antes de la aplicación del siguiente pulso de 

radiofrecuencia, permite la máxima relación S/R. A este respecto, el D1 debe 

ser 5 veces mayor al tiempo de relajación longitudinal más alto de todas las 

señales evaluadas, con el propósito de asegurar la recuperación completa de la 

magnetización en el eje z (EUROLAB, 2014; Mcgill, 2012). 

     Para medir el T1 de un compuesto existen distintos experimentos, siendo el 

de recuperación de la inversión el más empleado (Chen et al., 2017). La 

utilización de este experimento involucra el empleo de agua deuterada al 100%, 

con el objetivo de disminuir la contribución de las interacciones dipolares a la 

relajación de los protones. Lo anterior se explica por el hecho de que la 

constante giromagnética del deuterio (6.536 MHz/T) es aproximadamente 7 

veces menor a la del protón (42.576 MHz/T), por lo que las interacciones 

dipolares son más débiles al emplear D2O como disolvente, en lugar de H2O. 

(Tadimalla & Momot, 2014). Sin embargo, debido a que las muestras fueron 

preparadas en un medio que contiene una mezcla de H2O y D2O, este 

procedimiento de medición del T1 no es factible de llevarse a cabo. Una forma 

alternativa de establecer el D1 óptimo, sin necesidad de medir los tiempos de 

relajación, es por la comparación de espectros obtenidos con distintos tiempos 

de espera interpulso, buscando que las señales tengan una intensidad máxima. 

     Así, en la figura 11 se presenta una señal selecta y representativa del 

espectro de la mezcla de metabolitos, en la que se observa que las 
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intensidades de las señales obtenidas con un tiempo de espera de 10 s son 

similares a las obtenidas con un tiempo de 15 s y mayores a las obtenidas con 

un D1 de 5 s. El hecho de que las intensidades conseguidas con 10 y 15 s sean 

similares indica que la relajación de los núcleos es competa a los 10 s. Este 

valor de D1 implica un menor tiempo de experimento (9 minutos y 20 segundos) 

respecto al tiempo correspondiente a un D1 de 15 s (12 minutos y 20 

segundos), lo cual se traduce en una diferencia importante de tiempo de uso de 

equipo. Esto último es relevante, considerando que la aplicación prevista del 

método de 1H-RMNc desarrollado es para estudios de metabolómica de orina, 

los cuales implican un número considerable de muestras; por ello, es deseable 

minimizar el tiempo de análisis por muestra. Por los motivos anteriores se eligió 

una espera interpulso de 10 s. 

     Cabe mencionar que la señal mostrada en la figura 11 corresponde a una de 

las señales aromáticas de la trigonelina (δ= 8.84 ppm). Esto es importante 

puesto que se ha demostrado que los núcleos aromáticos poseen los tiempos 

de relajación longitudinal más largos (Parra, 2019). El hecho de que los núcleos 

aromáticos estén completamente relajados permite suponer que los núcleos 

que aparecen en la zona alifática y en la zona media del espectro también lo 

estén. Lo anterior fue confirmado de manera experimental para todas las 

señales, tal cual se describió en el párrafo anterior. 

     El tiempo de adquisición, por otro lado, debe elegirse de modo que se evite 

el truncamiento del FID (EUROLAB, 2014). El tiempo evaluado fue de 5.45 s y, 

como puede apreciarse en la figura 12, se obtuvo el decaimiento completo del 
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FID; indicando que se detectaron las señales completas de todos los 

metabolitos. La disolución de metabolitos empleada para la evaluación del 

tiempo de adquisición correspondió a la más concentrada, dado que la 

magnitud de la señal es directamente proporcional a la concentración (Gödecke 

et al., 2013); por lo tanto, es visualmente más sencillo confirmar la adquisición 

completa de la señal del FID. 

     Otros parámetros de adquisición críticos para el desarrollo de un método de 

1H-RMNc son el ángulo de giro y el número de incrementos. El ángulo 

empleado fue de 90°, ya que con él se consigue la máxima intensidad de señal, 

pues un pulso menor o mayor a 90° deja parte de la posible señal en el eje z (o 

- z), y únicamente el componente del vector en el eje y genera una señal 

(Gödecke et al., 2013; Silverstein et al., 2005). También, se optó por utilizar un 

NS de 32, pues se demostró una buena intensidad de señal, inclusive para el 

nivel de concentración más bajo. Asimismo, se seleccionó este valor de NS 

porque una adquisición con NS= 64 aumenta considerablemente el tiempo de 

experimento, con la consecuente desventaja de incrementar el uso de equipo 

por muestra (Gödecke et al., 2013; Torres & Price, 2017; Watanabe et al., 

2016). 

     Por otra parte, los parámetros de procesamiento empleados se establecieron 

considerando las recomendaciones de Gödecke y colaboradores. Como función 

de ventana se utilizó una multiplicación exponencial con un factor de LB de 0.1 

Hz. Esta función mejora la sensibilidad, si bien la resolución de las señales 

puede estar comprometida. A este respecto, la guía de la EUROLAB sugiere el 
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empleo de factores de LB bajos (0.1 – 0.3 Hz) para 1H-RMNc, con los cuales se 

incrementa la relación S/R sin comprometer la resolución (EUROLAB, 2014; 

Gödecke et al., 2013). En el espectro de los 14 metabolitos y el estándar interno 

(figura 13) se confirman estos hallazgos. 

     El ajuste de fase se llevó a cabo de forma manual, debido a que se ha 

comprobado que realizarlo de manera automática puede no ser suficiente en 

algunos casos de RMNc; en parte porque los algoritmos de ajuste automático 

existentes generan resultados con exactitud insatisfactoria (Binczyk et al., 2015; 

EUROLAB, 2014). Además se realizó empleando corrección de orden 0, ya que 

no tiene ningún efecto perjudicial en el espectro; a diferencia de la corrección de 

primer orden, tiende a provocar la distorsión de la línea base (Marion, 2012). La 

ausencia de tal distorsión se puede corroborar en la figura 13. 

     Finalmente, la corrección de la línea base se efectuó de manera automática, 

empleando el algoritmo ABSN del software TopSpin. En el caso particular de 

metabolómica de orina, se recomienda utilizar métodos totalmente automáticos 

para este parámetro de procesamiento (a diferencia del ajuste de fase, en cuyo 

caso es preferible la corrección manual), ya que éstos eliminan cualquier sesgo 

del usuario en la corrección (Emwas et al., 2018). En la figura 13 se confirma 

que la línea base del espectro carece de artefactos, además, se puede observar 

que las regiones libres de señal consisten en líneas horizontales, 

completamente planas, y con intensidad de cero. Por todo lo anterior, la 

corrección de la línea base se realizó apropiadamente. 
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4.3 Asignación de las Señales en los Espectros de RMN 

     La comparación de los desplazamientos químicos reportados en la base de 

datos de la HMDB con los encontrados de forma experimental, usando la 

mezcla de los metabolitos (con imidazol), permitió la asignación de las señales 

en el espectro; esto, debido a que la máxima diferencia de desplazamientos 

encontrada fue muy pequeña (0.03 ppm). Para la dimetilamina, en cambio, se 

encontró una diferencia relativamente mayor (0.22 ppm), sin embargo, la señal 

fue asignada sin ambigüedad, ya que los cambios en el pH y la fuerza iónica 

son factores que pueden afectar el desplazamiento químico esperado. Por lo 

que la dimetilamina (presente en forma ionizada) muestra una señal que 

aparece entre 2.74 y 2.76 ppm, lo cual concuerda bastante con el 

desplazamiento encontrado experimentalmente (2.72 ppm). Ahora bien, la señal 

en cuestión es propia de los protones de los dos grupos metilo (ver tabla 14), 

los cuales son químicamente equivalentes. Dicha señal aparece a un mayor 

desplazamiento en el caso de la dimetilamina protonada, porque la adquisición 

de una carga positiva en el grupo amino implica decremento en la densidad 

electrónica de los grupos metilo, traduciéndose en un aumento del 

desplazamiento químico (Artikis & Brooks, 2019; Silverstein et al., 2005). 

     Cabe destacar que los desplazamientos químicos encontrados tanto para la 

histidina como para el imidazol (estándar interno) presentan variaciones 

menores, entre los distintos niveles de concentración; por ello, los valores de δ 

para estos analitos se presentan en intervalos (tabla 15). Aquí es importante 
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mencionar que un aumento en la concentración de los estándares conlleva una 

disminución en el pH de la disolución (a pesar del empleo del buffer), lo cual fue 

demostrado de manera experimental en este trabajo. Lo anterior se atribuye al 

empleo de HCl durante la preparación de la disolución madre de algunos 

metabolitos para favorecer la solubilidad. De modo que es posible que el 

sistema de amortiguamiento empleado (a base de sales de fosfato, a 

concentración 100.00 mM) no sea suficiente para compensar las variaciones de 

pH, como se mencionó en el trabajo de Tredwell y colaboradores (Tredwell et 

al., 2016). Por este motivo, en futuras aplicaciones se sugiere utilizar una 

concentración mayor de buffer (150.00 o 200.00 mM). 

     El pH, en efecto, tiene un impacto en el corrimiento de los desplazamientos 

de los protones cercanos a grupos ionizables, particularmente situados en la 

cadena lateral de ciertos aminoácidos, como son el ácido aspártico, el ácido 

glutámico, la histidina, la cisteína, la tirosina, la lisina y la arginina. Dado que la 

ionización de la histidina ocurre en el grupo imidazol que la conforma (ver tabla 

14 y figura 8, para la estructura química de la histidina y del imidazol, 

respectivamente), el pH también tiene un efecto en el desplazamiento químico 

de esta molécula (Artikis & Brooks, 2019; HMDB, 2020; Platzer et al., 2014). La 

razón por la cual los desplazamientos de las señales de la histidina y el imidazol 

son particularmente sensibles a los cambios en el pH es que poseen valores de 

pKa cercanos al pH de trabajo (pH= 7.4) (Emwas, et al., 2015). 

     Por otro lado, además de considerar los datos espectrales de la HMDB para 

la asignación, se tomaron en cuenta los desplazamientos obtenidos 
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experimentalmente a partir de disoluciones individuales de los analitos (ver 

tabla 15). De esta manera, se consideraron datos de espectros adquiridos en 

condiciones experimentales similares a las utilizadas en este trabajo. En 

relación con esto, las diferencias encontradas en los valores de δ no fueron 

mayores a 0.02 ppm, lo cual permitió la asignación adecuada de las señales. 

     De manera adicional, se confirmó la asignación de todas las señales por 

medio del software Chenomx NMR Suite, el cual indica un intervalo de δ para 

cada señal del espectro, a partir de una base de datos propia del sistema. 

Asimismo, se realizó la confirmación definitiva por medio del análisis de los 

espectros de 13C-RMN en una dimensión, y diferentes espectros 

bidimensionales, en concreto, COSY, HSQC y TOCSY. 

     En el espectro de 13C-RMN (apéndice A, figura A1) se identificó el número 

de señales y los desplazamientos químicos esperados para cada metabolito. 

Para la glicina, por ejemplo, se identificaron 2 señales, una a 175.36 ppm y la 

otra a 44.47 ppm, correspondientes al carbono carboxílico y al carbono del 

metileno, respectivamente (ver la estructura en la tabla 14). Estos 

desplazamientos coinciden con los mostrados en la HMDB: 175.12 ppm y 44.35 

ppm, respectivamente (HMDB, 2020). 

     Para la alanina, por ejemplo, en el espectro COSY (apéndice A, figura A2) se 

observó la correlación 1H – 1H a 3 enlaces de distancia con un patrón de “picos 

cruzados”, que indica la interacción de los protones del grupo metilo (a 1.48 

ppm) con el protón del grupo metino (a 3.78 ppm). 
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     En el espectro HSQC (figura 16), se verificó la correlación 1H – 13C a 1 

enlace de distancia. Para la glicina, por ejemplo, el espectro muestra un pico 

que cruza por la señal de los protones del grupo metileno (3.57 ppm) y por la 

señal del carbono de este mismo grupo (44.47 ppm), indicando la correlación. 

     En el espectro TOCSY (apéndice A, figura A3), se corroboró la correlación 

de los protones pertenecientes a un mismo sistema de espín. Así, para la 

glucosa, por ejemplo, se observa la correlación de los protones del anómero α 

en 5.24 ppm, y la correlación de los protones del anómero β en 4.65 ppm. 

     Una vez confirmada la asignación de las señales, se seleccionaron aquellas 

que fueran factibles de ser evaluadas, tomando como criterios la aparente 

ausencia de traslape (que puede afectar la exactitud de los resultados) y la 

intensidad (relacionada con la sensibilidad) (EUROLAB, 2014; Gödecke et al., 

2013). Fue así como se eligió una señal por analito, excepto para el citrato y la 

trigonelina, en cuyos casos se escogieron 2 y 3 señales, respectivamente, 

debido a que cumplían con los criterios señalados, para todos los niveles de 

concentración. 
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4.4 Determinación de los Intervalos de Concentración de los Metabolitos 

     Con base en las concentraciones medias, mínimas y máximas encontradas 

en los distintos estudios revisados, se estableció el Intervalo de concentración 

para cada grupo de metabolitos. Como la mayoría de las concentraciones 

reportadas por cuantificación relativa (sobre todo las muestras control del 

estudio de ERC) se encontraron por encima de 0.50 mM, se decidió que éste 

fuera el límite inferior de las curvas de calibración preliminares. Respecto a las 

concentraciones máximas, éstas fueron menores a 5.00 mM para los 7MMA (en 

su mayoría), menores a 15.00 en el caso del citrato y la glicina, y menores a 

30.00 para la creatinina; por tal motivo, dichas concentraciones se establecieron 

como los límites superiores correspondientes. 

     Con los intervalos definidos, se llevó a cabo una prueba de comparación de 

espectros (empleando para ello 3 muestras de orina de sujetos sanos), lo cual 

involucró la comparación de las señales de los metabolitos de las muestras y 

las señales del límite inferior y superior de las curvas, con el fin de ajustar 

cualquiera de los dos niveles. 

     Los resultados mostraron que, en al menos una muestra, el TMNO, la 

creatina, la glucosa y la trigonelina presentaron una señal con menor intensidad 

a la generada por el límite inferior correspondiente, por lo que habría que 

disminuir el mismo. Por otra parte, no se presentó ningún problema con los 

límites superiores, puesto que ninguna señal de las muestras sobrepasó en 

intensidad a las señales originadas por éstos. 



   124 
 

     Por lo anterior, se ajustó la concentración mínima de todas las curvas a 0.20 

mM, esperando que a esa concentración la relación S/R fuera suficiente para 

llevar a cabo la cuantificación por RMN. Dicho esto, se definieron los intervalos 

finales como sigue: 0.20 a 5.00 mM para los MMA, 0.20 a 15.00 mM para el 

citrato y la glicina, y 0.20 a 30.00 mM para la creatinina. Por otro lado, se definió 

una concentración de 4.00 mM para el imidazol, con el fin de poder hacer una 

comparación de la señal del imidazol con las señales de todos los niveles de las 

curvas; esto último, con el objetivo de calcular las relaciones de áreas para la 

construcción de las curvas de calibración por EI. 

 

4.5 Evaluación del Imidazol como Estándar Interno 

     En primera instancia, el imidazol se propuso como estándar interno debido a 

que cumple con los requisitos para ser empleado como tal en métodos de 1H-

RMNc: posee una pureza conocida, puede ser pesado de manera precisa (al no 

ser higroscópico o volátil), es químicamente inerte con respecto al disolvente 

utilizado y la matriz analizada, y es poco probable que sus señales traslapen 

con las propias de los metabolitos urinarios (Bouatra et al., 2013; EUROLAB, 

2014; HMDB, 2020). Además, su empleo como estándar interno en estudios 

que involucran a la 1H-RMNc ya ha sido reportado (Harvey et al., 2018). 

     Al realizar la comparación del espectro de una muestra de orina 

representativa a la que se le adicionó estándar de imidazol con el espectro de la 

misma muestra sin la adición del estándar (figura 15), se puede deducir que la 

señal de interés del imidazol no se traslapa con ninguna de las señales de los 
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metabolitos, pues en el espectro sin adicionar no aparece ninguna señal en la 

zona en la cual se observa la señal del imidazol. Por lo tanto, se confirmó la 

utilidad del imidazol como estándar interno. Este hallazgo era de esperarse, 

dado que la región aromática de un espectro de 1H-RMN de orina de un sujeto 

sano está relativamente libre de señales (Bouatra et al., 2013; Wojtowicz et al., 

2017). 

 

4.6 Evaluación de la Especificidad de las Señales en la Mezcla de Analitos 

     Una vez preparada la mezcla de los analitos, la especificidad de la señal de 

cada uno de los 14 metabolitos y del imidazol se confirmó por medio del 

espectro de 13C-RMN en una dimensión, así como los espectros COSY, HSQC 

y TOCSY en dos dimensiones. De este modo, se logró la distinción irrefutable 

de las señales en el espectro, lo cual constituye un requerimiento indispensable 

para los métodos de 1H-RMNc (Gödecke et al., 2013); (EUROLAB, 2014). 

     El espectro de 13C-RMN (ventana espectral de 200 ppm aprox.) ofrece una 

ventaja de resolución significativa respecto al espectro de 1H-RMN (ventana 

espectral de 10 ppm aprox.), y permite la distinción de las señales de manera 

más sencilla (Emwas et al., 2019). Cabe mencionar que la mayoría de los 

experimentos de RMN en 2 dimensiones pueden ayudar a resolver los picos 

superpuestos, por ello su utilidad para asegurar la especificidad de las señales 

en mezclas complejas (Emwas et al., 2019). 
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4.7 Validación del Método de 1H-RMNc por Estándar Externo 

     La validación tanto del sistema como del método de 1H-RMNc se realizó 

siguiendo las pautas marcadas en la guía de la EUROLAB, la cual es específica 

para métodos de cuantificación por RMN, así como la guía de la FDA, referente 

a la validación de métodos bioanalíticos (EUROLAB, 2014; FDA & CDER, 

2018). 

     En primera instancia, se adquirieron los espectros de 1H-RMN y se realizó la 

integración manual de cada señal a ser evaluada. La integración se llevó a cabo 

de esta manera debido a que los desplazamientos químicos para la mayoría de 

los metabolitos eran ligeramente diferentes, entre los niveles de concentración. 

     En este punto, es conveniente mencionar que se integraron dos señales de 

la glucosa, una a 4.65 y la otra a 5.24 ppm, de modo que la suma de las áreas 

fue considerada para realizar la calibración. Para explicar la razón de haber 

procedido de esta manera es necesario aclarar algunos detalles. 

     En primer lugar, la glucosa en disolución acuosa se encuentra en equilibrio 

formando dos anómeros, α-glucosa y β-glucosa, cuyas proporciones dependen 

de distintos factores, como son el tiempo para alcanzar el equilibrio de 

mutarotación, el pH y la temperatura, entre otros (Oliva et al., 2019). 

     En segundo lugar, el protón enlazado al carbono anomérico genera dos 

señales (dobletes), dado que posee un distinto entorno químico en cada una de 

las formas anoméricas. Estas señales fueron las seleccionadas para la 
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evaluación, puesto que el resto de las señales presentaron un traslape notable, 

y por lo mismo, fueron descartadas (Brown et al., 2018). 

     Ahora bien, aunque la temperatura de análisis (25.0° C) es una condición 

constante, la composición química de la mezcla, la fuerza iónica y el pH no lo 

son, por lo que la proporción de los anómeros podría variar. Por estas razones 

no se considera apropiado tomar la integración de una sola de las señales, aun 

cuando la señal a 5.24 ppm posee una intensidad mayor, sino que lo más 

adecuado es sumar las áreas correspondientes a las dos señales del mismo 

protón. 

     Otro caso peculiar fue el de la taurina, ya que, para este metabolito, la única 

señal factible de ser evaluada con fines cuantitativos es un triplete que aparece 

a 3.42 ppm, el cual presenta un problema evidente de traslape. Para resolverlo, 

se recurrió a la deconvolución de las señales (utilizando el programa TopSpin), 

proceso mediante el cual fue posible calcular el porcentaje de contribución de la 

señal de la taurina en el conjunto total de señales. Con ello, se pudo obtener el 

área correspondiente al metabolito, y, por consiguiente, realizar las curvas de 

calibración. 

     Una vez realizada la integración de las señales de los 14 metabolitos, se 

construyeron las curvas de calibración por estándar externo. 

     El primer parámetro evaluado fue la linealidad. A este respecto, se encontró 

que todas las curvas presentaron un aspecto lineal, como el que se aprecia en 

la curva de calibración de la alanina (figura 17). Asimismo, se obtuvieron y 
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evaluaron los gráficos de residuales de cada metabolito, los cuales mostraron la 

distribución aleatoria requerida (figura 18) (Crook & Powers, 2020; Moosavi & 

Ghassabian, 2018). 

     Los valores de R2 oscilaron entre 0.9987 y 1.0000, lo que indica una 

excelente correlación de la respuesta del detector en los intervalos de 

concentración estudiados, la cual está dada por valores ≥ 0.9950, como es el 

caso (Maniara et al., 1998). Asimismo, otros estudios de 1H-RMNc muestran 

resultados de R2 > 0.99, como los presentados aquí (Dikmen & Uslu, 2021; Ge, 

2014); (Peez & Imhof, 2020). Si bien los valores de R2 no indican linealidad 

directamente, evalúan la correlación y apoyan la idea de linealidad cuando por 

inspección visual se observa la línea recta. Por lo anterior, se deduce que el 

método es lineal. 

     Cabe mencionar que todos los valores de R2 fueron mayores o iguales a 

0.9994, excepto para la taurina, en cuyo caso fue de 0.9987 (tabla 17). La 

explicación de que el R2 fuera menor para este metabolito es atribuible al 

proceso de deconvolución; sin embargo, el resultado es satisfactorio. 

     Por otra parte, los %DER de FR se encontraron entre 0.90 y 5.73% (tabla 

17), siendo valores satisfactorios, puesto que el criterio de aceptación 

considerado corresponde a un valor < 15% (FDA & CDER, 2018). Cabe resaltar 

que, para este método, todos los %DER fueron menores a 5%, excepto para la 

glucosa (5.73%). Este ligero incremento en el %DER se atribuye a que la 

relación S/R en este metabolito es la más pequeña de todas, pues, aunado a 

que únicamente se detecta un protón, la intensidad total proveniente de éste se 
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divide en 2 señales por el equilibrio derivado de la mutorotación, lo que hace 

que disminuya la intensidad de cada una de ellas. Por esto, a bajas 

concentraciones ocurre una ligera sobreestimación de la intensidad (sobre todo 

en el primer nivel de concentración), y con ello, una mayor variabilidad en los 

FR; sin embargo, el %DER de los mismos es satisfactorio. 

     En cuanto a la precisión intradía, se obtuvieron %DER entre 0.15 y 10.11% 

para el nivel 1, entre 0.11 y 3.01% para el nivel 3, y entre 0.29 y 1.05% para el 

nivel 6. Todos ellos son considerados aceptables, dado que son menores al 

criterio establecido por la FDA: %DER < 15% (FDA & CDER, 2018). Cabe 

mencionar que el criterio de aceptación para la precisión es el definido en la 

guía de la FDA, debido a que el método en cuestión posee un fin bioanalítico, 

orientado al análisis de muestras de orina. Además, Mutlib sugiere la 

consideración de dicho criterio para los métodos de cuantificación de 

metabolitos en diversas matrices biológicas por 1H-RMN (Mutlib, 2014). 

     El %DER más alto de todos fue el obtenido para el nivel 1 de la glucosa 

(10.11%), aunque este porcentaje es alto comparado con los demás (%DER ≤ 

3.53%.), es satisfactorio (< 15%). Esto se atribuye a la baja relación S/R, la cual 

es menor en los primeros niveles de concentración. Por otro lado, de manera 

general, se puede apreciar que el %DER disminuye conforme aumenta el nivel 

de concentración de cada metabolito (tabla 18), precisamente por el incremento 

en la relación S/R. 

     Respecto a la precisión intermedia, la evaluación involucró la preparación de 

distintas mezclas a partir de disoluciones madre independientes, porque era 
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necesario evaluar el método completo, desde la preparación de los estándares, 

hasta la preparación de las disoluciones, la cual puede tener diversas causas 

de variación (manipulación, aforación, etcétera). 

     Los resultados de %DER de precisión intermedia fluctuaron entre 0.95 y 

12.35% para el nivel 1, entre 0.70 y 2.86% para el nivel 3, y entre 0.56 y 2.33% 

para el nivel 6. Todos estos valores son menores al 15%, y, por lo tanto, son 

aceptables, según las guías de validación en que nos basamos (FDA & CDER, 

2018). Nuevamente, el %DER más alto de todos es el de la glucosa en el nivel 

1 de concentración (12.35%), por la razón mencionada en la precisión intradía. 

Los demás %DER para el nivel 1 resultaron ser ≤ 4.68%. 

     Referente a la exactitud del sistema, se encontraron porcentajes de error 

entre 0.64 y 9.38% para el nivel 1, entre 0.39 y 9.88% para el nivel 2, y entre 

0.37 y 6.89% para el nivel 3. Estos porcentajes son aceptables, pues cumplen 

con el criterio definido por la FDA: % de error < 15% (FDA & CDER, 2018). De 

manera similar que para el criterio de precisión, Mutlib sugiere considerar el 

criterio de exactitud establecido en la guía de la FDA, por el tipo de aplicación 

que implica el método (Mutlib, 2014). De estos resultados, cabe mencionar que 

los porcentajes de error más altos corresponden a los encontrados para la 

taurina en los niveles 1 y 2 de concentración (9.38 y 9.88% respectivamente), 

pero por debajo del criterio de aceptación (15%). Los porcentajes relativamente 

altos se asocian al proceso de deconvolución. Por ejemplo, en el primer nivel, la 

deconvolución de las señales seleccionadas permite distinguir el patrón 

adecuado de la taurina; sin embargo, se calculó una concentración promedio de 
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0.3645 mM, cuando el valor real es de 0.40 mM, es decir, se subestimó la 

concentración. Por otra parte, en el segundo nivel se calculó una concentración 

promedio mayor a la esperada (2.7470 mM respecto a 2.50 mM), debido a la 

sobreestimación de la intensidad de la señal. Aun así, ambos porcentajes de 

error son satisfactorios. 

     Respecto a los límites de detección, éstos resultaron entre 0.01 y 0.10 mM, 

correspondiendo a aquellas concentraciones mínimas que permitieron distinguir 

el patrón de señales del metabolito respectivo sin ambigüedades (EUROLAB, 

2014). Los metabolitos con el LD de 0.01 mM fueron la creatina, la 

dimetilamina, la glicina y el TMNO. 

     Para la creatina, la obtención de tal valor de LD se debe a que las 2 señales 

generadas integran para 2 y 3 protones, de modo que la relación S/R es buena, 

y por lo mismo, se puede hacer la comparación visual de la proporción de 

intensidades de manera sencilla. Para la glicina, el límite de 0.01 mM 

encontrado se explica porque la única señal generada integra para 2 protones 

(buena relación S/R) y se aprecia en una zona donde aparece una cantidad 

relativamente pequeña de señales. En el caso de la dimetilamina y el TMNO se 

obtuvo un LD bajo dado que las únicas señales que presentan estos 

metabolitos integran para 6 y 9 hidrógenos, respectivamente, resultando en una 

relación S/R excepcionalmente alta, lo que facilita el reconocimiento de las 

señales sin ningún problema. 

     Por otra parte, el LD más alto (0.10 mM) fue el de la glucosa, ya que, a esta 

concentración, el doblete cuyo δ= 4.65 ppm apenas es distinguido del ruido (si 
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bien el doblete con δ= 5.24 ppm se puede distinguir), recalcando que la relación 

S/R es muy baja para las señales de la glucosa, puesto que la intensidad total 

es generada por un solo protón y se divide en 2 señales, las cuales a su vez por 

el acoplamiento se dividen en dos picos, haciendo complicado el 

reconocimiento de cada señal. El LD se confirmó con la concentración de 0.05 

mM, en cuyo caso fue imposible distinguir la señal de la glucosa del ruido. 

     En relación con los límites de cuantificación, éstos oscilaron entre 0.03 y 

0.20 mM. El criterio para la definición de los LC fue la obtención de un %DER y 

un % de error menores al 20%, según lo establece la guía de la FDA (FDA & 

CDER, 2018). 

     El LC más bajo correspondió al ácido hipúrico, el citrato (señal a 2.66 ppm) y 

la trigonelina (señal a 8.84 ppm). Las señales que presentaron el LC más alto 

(0.20 mM) fueron las correspondientes al ácido glicólico, el citrato (a 2.54 ppm), 

la dimetilamina, la glicina, la glucosa, la glutamina, la histidina y el TMNO. 

     En lo que respecta a la exactitud del método, se calculó el porcentaje de 

recuperación de acuerdo con la fórmula empleada por Calderón y Tiossi (ver 

ecuación 3), en sus respectivos trabajos (Calderón Tobar et al., 2014; Tiossi et 

al., 2012). Los porcentajes de recuperación promedio se encontraron entre 

87.01 y 103.43%, siendo todos ellos satisfactorios, puesto que el criterio de 

aceptación definido por la FDA abarca el intervalo de 85 a 115%. Los %DER 

promedio, por otro lado, resultaron entre 0.43 y 3.37%, indicando que el método 

es preciso (%DER < 15%) (FDA & CDER, 2018). 
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     Ahora bien, el hecho de que algunos de los resultados se encuentren 

relativamente alejados del 100% de recuperación, se debe a que hay 

subestimación (en aquellos porcentajes menores al 100%) o sobreestimación 

(en el caso de los porcentajes mayores al 100%) de la intensidad de las 

señales, por el problema de traslape que afectó a las mismas. Aquí, es 

conveniente recalcar que el traslape de señales en las muestras de orina es 

mucho mayor al presentado en la mezcla de los estándares (debido a la 

compleja composición química de la orina). Como consecuencia de ello, fue 

necesario realizar una integración manual muy cuidadosa (Khakimov et al., 

2020). En la mayoría de los casos, el resultado de la integración de señales fue 

una subestimación de la intensidad, y con ello, un % de recuperación menor al 

100%. 

     En particular, para la alanina y la glucosa, se obtuvieron porcentajes 

mayores al 100% (100.89 y 103.43%, respectivamente), lo que indica una 

adecuada integración de las señales de estos metabolitos. Aunque no se 

descarta la posibilidad de que el traslape con otras señales pueda provocar una 

sobreestimación de la intensidad, y con esto, un % de recuperación mayor al 

100%. 

     En este punto, es importante mencionar que no pudo ser calculado el % de 

recuperación para las señales de la trigonelina a 4.44 y 9.13 ppm, pues las 

concentraciones calculadas en la mezcla de muestras, empleando estas dos 

señales, se encontraron por debajo del LC. Este hallazgo fue el que permitió 

elegir a estas señales para la cuantificación de la trigonelina en las muestras de 
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orina. Después de evaluar el % de recuperación para ambas, se seleccionó 

únicamente la señal a 8.84 ppm para tal fin. 

     Con respecto a la evaluación de la robustez, se analizó la influencia de 

algunos factores en la respuesta de ciertos metabolitos. El primer factor 

planteado fue el volumen de buffer añadido a las disoluciones de trabajo, ya 

que, en teoría, un ligero cambio en el volumen de buffer podría repercutir en el 

pH de la disolución, lo cual ocasiona un cambio en los valores de δ; entonces, 

se quería comprobar si este hallazgo afectaba indirectamente la intensidad de 

las señales (Artikis & Brooks, 2019). El segundo factor propuesto correspondió 

a la temperatura de adquisición de los espectros, debido a que la temperatura 

afecta la diferencia de poblaciones (basal y excitada) de los espines nucleares, 

además de los equilibrios ácido-base, y se quiso corroborar si ello afectaba la 

intensidad de señal de manera significativa (Silverstein et al., 2005). El tercer 

factor elegido para evaluar la robustez fue la espera interpulso, pues al estar 

directamente relacionada con la relajación de los núcleos, se quería confirmar si 

a su vez afectaba la magnitud de las respuestas (Mcgill, 2012). 

     Las respuestas consideradas para la evaluación de la robustez fueron las 

áreas correspondientes a la alanina (δ= 1.48 ppm), la creatina (δ= 3.93 ppm) y 

la trigonelina (δ= 8.84 ppm), de modo que se evaluaran los núcleos en la región 

alifática, la región de protones enlazados a grupos electronegativos, y la región 

aromática, respectivamente; esto, con la finalidad de evaluar el efecto en una 

región amplia del espectro. 
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     En lo que concierne a los resultados de la evaluación de la robustez (que 

involucró la realización de un diseño de experimentos), tanto para la alanina 

como para la creatina se encontraron valores de R2 y Q2 relativamente bajos, 

un valor de p > 0.05 para el ANOVA, y ausencia de la significancia en el gráfico 

de coeficientes. 

     Cabe aclarar aquí que el coeficiente de determinación (R2) es definido como 

la proporción de la varianza en los datos que es explicada por el modelo, e 

indica bondad de ajuste, mientras que el coeficiente de predicción (Q2) se 

define como la proporción de la varianza en los datos que es predecible por el 

modelo, e indica la bondad de predicción o predictibilidad (Gougeon et al., 

2018). 

     Las magnitudes relativamente bajas de ambos coeficientes (R2 y Q2) se 

traducen en una nula correlación de las respuestas y los factores evaluados. 

Esto es lo esperado, pues indica que el modelo generado no es lineal, y por lo 

mismo, que la magnitud de las respuestas de la alanina y la creatina no son 

directamente proporcionales al valor de los factores. Por otro lado, un resultado 

de p > 0.05 para la prueba de ANOVA indica la ausencia de significancia en el 

modelo de regresión, es decir, se descarta una tendencia lineal (resultado 

deseado). En el gráfico de coeficientes, por otra parte, se puede apreciar que 

ninguno de ellos, tanto para factores individuales como para los combinados, 

posee significancia estadística pues todos los intervalos de confianza incluyen 

el 0. Este resultado también es idóneo, ya que muestra que ningún factor tiene 

relevancia en las respuestas al variar su valor (Umetrics AB, 2000). De estos 
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resultados se deduce que ninguno de los factores estudiados afecta la 

respuesta de la alanina ni la de la creatina. 

     Por lo que se refiere a los resultados de la trigonelina, los coeficientes R2 y 

Q2 obtenidos fueron relativamente altos, indicando una buena correlación de la 

respuesta con alguno (o algunos) de los factores; el valor de p para el ANOVA 

fue menor a 0.05, de modo que existe significancia en el modelo de regresión; y 

el gráfico de coeficientes (figura 20), mostró que el coeficiente de la espera 

interpulso posee significancia estadística, si bien el coeficiente del resto de 

factores y combinaciones carecieron de la misma. Estos resultados sugieren 

que la respuesta de la trigonelina se ve afectada por la espera interpulso. La 

razón de tal efecto es que los núcleos aromáticos (como el evaluado para la 

trigonelina), generalmente presentan mayores tiempos de relajación longitudinal 

(respecto a los núcleos de las demás zonas del espectro); por ello, una ligera 

disminución en el tiempo de D1 puede causar una disminución en la intensidad 

de la señal. Como conclusión de esto, al momento de aplicar el método al 

análisis de muestras de orina, el valor de la espera interpulso debe ser 

controlado de forma meticulosa. 

 

4.8 Validación del Método de 1H-RMNc por Estándar Interno 

     Para este proyecto, se propuso el desarrollo de un método de 1H-RMNc por 

estándar interno, puesto que algunos autores han sugerido que los resultados 
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obtenidos por este método (exactitud y precisión) son mejores a los 

encontrados por el método de EE, ya que tanto el analito como el estándar 

interno están sujetos a condiciones experimentales idénticas (Gödecke et al., 

2013; Watanabe et al., 2016). 

     La validación del este método comprendió la evaluación de la linealidad, la 

precisión intradía, la precisión intermedia y la exactitud del sistema, además de 

la determinación del límite de cuantificación. La integración se llevó a cabo de 

forma manual, por las mismas razones que para el método de estándar externo. 

     Los resultados de la evaluación de la linealidad mostraron un aspecto lineal 

de todas las curvas de calibración, una distribución aleatoria de los residuales, 

valores de R2 entre 0.9981 y 1.0000, y %DER de FR entre 1.14 y 5.45%, 

cumpliendo todos ellos con los requerimientos (R2 ≥ 0.9950, %DER de FR < 

15%) (FDA & CDER, 2018; Maniara et al., 1998; Moosavi & Ghassabian, 2018). 

     El R2 más bajo fue el de la taurina (R2= 0.9981), el resto fueron valores de R2 

≥ 0.9994. En cuanto a los %DER de FR, el mayor valor encontrado fue de 

5.45%, para la glucosa, el resto de los porcentajes fueron menores al 5%. Las 

razones por las cuales el R2 de la taurina es el menor y el %DER de FR de la 

glucosa es el más alto ya se han comentado (en la sección anterior). 

     En cuanto a la precisión intradía, se encontraron como resultados valores de 

%DER que oscilaron entre 0.92 y 9.91% para el nivel 1, entre 0.47 y 3.38% para 

el nivel 3, y entre 0.22 y 1.25% para el nivel 6. Todos los resultados de %DER 

son aceptables, según el criterio (%DER < 15%) (FDA & CDER, 2018). El 



   138 
 

%DER más alto de todos fue el de la glucosa en el primer nivel de 

concentración (9.91%), por la baja relación S/R a una concentración de 0.20 

mM. Los demás valores de %DER para este nivel fueron ≤ 3.50%. 

     Con respecto a la precisión intermedia, se obtuvieron %DER entre 1.56 y 

11.76% para el nivel 1, entre 1.46 y 4.37% para el nivel 3, y entre 1.86 y 4.48% 

para el nivel 6. Todos los valores son menores al 15% y cumplen con el criterio 

(FDA & CDER, 2018). El %DER más alto fue el correspondiente a la glucosa 

para el nivel 1, por la misma causa que en el caso de la precisión intradía. El 

resto de los %DER para el nivel 1 fueron ≤ 5.33%. 

     Relacionado a la exactitud del sistema, los porcentajes de error resultaron 

entre 0.38 y 8.69% para el nivel 1, entre 0.51 y 10.23% para el nivel 2, y entre 

0.69 y 5.89% para el nivel 3. Todos los resultados cumplen con el criterio de 

aceptación (% error < 15%) (FDA & CDER, 2018). El porcentaje más alto fue el 

de la taurina al nivel 2 de concentración (10.23%), explicado por la 

sobreestimación de la intensidad de la señal, atribuida a la deconvolución. Los 

demás resultados de % de error para el nivel 2 fueron ≤ 4.36%. 

     Referente a los LC, éstos se encontraron entre 0.05 y 0.20 mM, excepto 

para la glicina y el TMNO. En estos dos casos, el límite inferior de las curvas 

(0.20 mM) presentó % de error mayores al 20% (22.60 y 21.97%, 

respectivamente). Por lo tanto, la concentración de 0.20 mM no puede ser 

considerada el LC. 
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4.9 Comparación de los Métodos de 1H-RMNc 

     Una vez realizada la validación de ambos métodos (correspondiente a la 

evaluación de linealidad, la precisión intradía, la precisión intermedia, la 

exactitud del sistema y los límites de cuantificación), se llevó a cabo la 

comparación de éstos, pues en este punto ya era posible seleccionar a un 

método sobre el otro. Aquí resulta conveniente mencionar que los discretos 

corrimientos en el desplazamiento químico, asociados a las variaciones 

menores en el pH no afectan los resultados cuantitativos, puesto que los 2 

métodos evaluados presentaron muy buena linealidad, precisión y exactitud. 

     En relación con la linealidad, los resultados de R2 obtenidos por los 2 

métodos fueron muy similares, excepto para la taurina, en cuyo caso se obtuvo 

un mayor valor con el método de estándar externo (0.9987 respecto a 0.9981). 

Asimismo, de manera global, los %DER de FR encontrados por ambos métodos 

fueron muy parecidos, si bien los obtenidos por el método de EE fueron 

ligeramente inferiores. 

     En torno a la precisión, los %DER para la evaluación de la precisión intradía 

fueron muy semejantes. En cambio, los %DER para evaluar la precisión 

intermedia fueron evidentemente mejores (en la gran mayoría de los casos) con 

el método de EE. Respecto a la exactitud del sistema, los resultados de % de 

error obtenidos por los 2 métodos fueron similares. 

     Ahora bien, de manera general, los LC correspondientes al método de EE 

fueron inferiores a los obtenidos por el método de EI. Por este último método no 
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fue posible determinar el LC para la glicina y el TMNO, ya que, en ambos 

casos, el límite inferior de la curva de curva de calibración presentó un % de 

error mayor al aceptable (% de error < 20%). 

     Por otra parte, se comparan los porcentajes obtenidos por ambos métodos 

para la concentración 0.20 mM de glicina (15.70% por EE y 22.60% por EI), así 

como para la concentración 0.20 mM de TMNO (17.19% por EE y 21.97% por 

EI), resulta evidente que la exactitud es mayor con el método de estándar 

externo. 

     Finalmente, se seleccionó el método de estándar externo sobre el de 

estándar interno, puesto que el primero presenta mejor precisión intermedia, y 

porque de manera general, los límites de cuantificación son menores; por esta 

razón, no se evaluó la exactitud del método ni la robustez por EI, pues en este 

punto fue posible dirigir la selección hacia el método de EE. Además de ello, el 

método de estándar interno implica un mayor tiempo de preparación de 

estándares y muestras, por el empleo del imidazol, y por lo mismo un costo más 

alto. 

     Una vez que se seleccionó el método de EE, fueron elegidas también las 

señales de citrato y trigonelina que serían utilizadas para la evaluación de la 

aplicabilidad. Así, para el citrato se seleccionó la señal a 2.66 ppm, debido a 

que su LC fue casi 7 veces menor al encontrado con la señal a 2.54 ppm (0.03 

mM respecto a 0.20 mM). Los demás parámetros (R2, %DER de FR, %DER 

para precisión intradía e intermedia, % de error, LOD y 5 de recuperación) 

fueron similares para ambas señales. 
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     Para la trigonelina, se escogió la señal a 8.84 ppm, ya que con ella se 

obtuvo el menor LC, justo por lo cual fue posible calcular la concentración del 

metabolito en la mezcla de muestras, y con ello, el porcentaje de recuperación. 

Asimismo, la señal en cuestión presentó mejor %DER de FR y LC comparada 

con la señal a 4.44 ppm, dado que esta última se ve afectada por aparecer 

cerca de la zona de supresión del agua. Los valores de R2, %DER para 

precisión intradía e intermedia, % de error y LD fueron similares. Comparando 

con la señal a 9.13 ppm, la señal a 8.84 mostró mejores resultados de %DER 

de FR, %DER para precisión intradía e intermedia, % de error, LD y LC, pues la 

relación S/R es mayor (la señal a 8.84 integra para 2 protones, mientras que la 

señal a 9.13 integra para uno). El R2 fue semejante para ambas señales. 

 

4.10 Evaluación del Efecto Matriz 

     La guía de la FDA sugiere la evaluación del efecto matriz, de modo que se 

asegure su ausencia durante la aplicación del método (FDA & CDER, 2018). 

Esto es importante puesto que dicho efecto repercute en la exactitud, la 

precisión y la sensibilidad. Así, un efecto matriz mínimo puede llegar a afectar 

significativamente el rendimiento del método durante el análisis de las 

muestras, debido a la variación sujeto-sujeto de la matriz biológica (Kadian et 

al., 2016). 



   142 
 

     Ahora bien, existen diferentes formas de evaluar el efecto matriz. En una 

aproximación se calcula el factor matriz, el cual corresponde a la relación de la 

respuesta del analito en una matriz adicionada con el mismo y la respuesta 

obtenida para el analito en el disolvente empleado (Kadian et al., 2016; Rudzki 

et al., 2018). 

     Otro enfoque para realizar la evaluación se basa en la comparación de las 

pendientes de distintas curvas de calibración, mediante el cálculo del porcentaje 

de efecto matriz (%EM) (ecuación 4), el cual involucra la comparación de la 

pendiente de la curva de calibración realizada en la matriz de la muestra (por 

adición estándar) con la pendiente de la curva realizada en el disolvente (por 

estándar externo) (Wang et al., 2021). Cabe mencionar que existen otras 

maneras de llevar a cabo la evaluación, además de las descritas (Cortese et al., 

2020; Ghosh, 2019; Rudzki et al., 2018). 

     En este trabajo, se realizó la evaluación del efecto matriz por el método de 

comparación de pendientes, dada la mayor factibilidad respecto al método de 

comparación de las áreas empleando la matriz y el disolvente. 

     En cuanto a los resultados, los %EM abarcaron el intervalo de -21.96 a 

6.45%. Puesto que lo ideal es que las pendientes de las curvas sean muy 

similares (por ausencia de efecto matriz), se esperaría que el cociente de ellas 

fuera cercano a 1, de modo que el %EM estuviera cerca del 100%. A este 

respecto, el intervalo de aceptación de %EM para métodos bioanalíticos es ± 

25%, de manera que todos los resultados obtenidos con la cuantificación de los 

metabolitos en orina son satisfactorios (GTFCh, 2009). 
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     Ahora bien, todos los porcentajes, excepto uno, son negativos, lo que quiere 

decir que las respuestas en la mezcla de orina son menores a las obtenidas en 

la mezcla de los 14 metabolitos. Esto puede ser explicado por el hecho de que 

el traslape que se presenta en las muestras de orina es mayor al apreciado en 

los estándares, de modo que en el “pool” de muestras la integración se delimita 

a una parte de la señal de los metabolitos, subestimando su intensidad. 

     Finalmente, la glucosa fue el único metabolito que mostró un %EM positivo 

(6.45%), debido a que existe una o más señales que no se pueden descartar 

durante la integración, de modo que la intensidad de la señal es sobreestimada 

y se presenta un efecto matriz positivo. También por esta razón es que el % de 

recuperación de la glucosa fue mayor al 100%. 

 

4.11 Aplicación del Método al Análisis de Muestras de Orina 

     Un hecho relevante para poder lograr la cuantificación de los metabolitos en 

las muestras de orina es confirmar la asignación de las señales, y dejar de lado 

cualquier ambigüedad. Para esto, se emplearon distintas estrategias de 

identificación de señales por RMN que se resumen a continuación: 

a) Se utilizó el programa Chenomx NMR Suite 8.0, el cual contiene una 

base de datos de 1H-RMN de más de 350 metabolitos, y además ha sido 

ampliamente empleado en estudios de metabolómica de biofluidos, 

incluyendo la orina (Bezabeh et al., 2019). 
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b) Para la confirmación de la asignación de las señales en la mezcla de 

metabolitos se recurrió a la obtención de distintos espectros de RMN 2D 

(Gödecke et al., 2013), y se verificaron la correlaciones debidas al 

acoplamiento 1H – 1H y 1H – 13C. 

c) Finalmente, se utilizó la información disponible en la base de datos del 

Laboratorio de RMN del DQA que contiene espectros 1D y 2D de cerca 

de 60 metabolitos. 

     Cabe mencionar que la detección del ácido glicólico es relativamente difícil 

en muestras de orina, dado que la única señal que presenta este compuesto en 

un espectro de 1H-RMN de orina típico corresponde a un singulete, el cual 

aparece en una región saturada de otras señales (3.95 ppm), provocando que 

en ciertos casos pueda presentarse cierta ambigüedad en la asignación 

(Bouatra et al., 2013). Sin embargo, como se demostró previamente, en las 

condiciones experimentales de nuestro método, la asignación de este 

metabolito fue inequívoca, pues quedó verificada a través del método de adición 

estándar. 

     Respecto a la glutamina, la baja repetición de reporte (en los artículos 

consultados en la etapa 2) puede ser explicada porque la señal que 

comúnmente se emplea para la cuantificación es un multiplete complejo que 

aparece alrededor de 2.44 ppm; adicionalmente, este número tan grande de 

picos implica una posibilidad de traslape muy alta (Bouatra et al., 2013; HMDB, 

2020). En el método desarrollado en este proyecto de tesis, las señales de la 
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glutamina pudieron asignarse sin ambigüedad, mediante el método de adición 

estándar. 

     Por otra parte, en cuanto a los resultados de cuantificación de la aplicación 

del método a muestras de orina de sujetos sanos, éstos muestran que los 

intervalos de trabajo establecidos fueron satisfactorios, ya que la concentración 

calculada para todos los metabolitos se encontró dentro del intervalo acotado 

entre el LC y el límite superior de la curva, excepto para el TMNO. Ya que, en 

una de las muestras de orina analizadas la intensidad de señal de este 

metabolito fue menor a la intensidad correspondiente al LC; por lo anterior, no 

fue posible cuantificar el TMNO a ese nivel. 

     Además, se presentó una muy buena precisión de los resultados, pues todos 

los %DER de las respuestas fueron menores al 15%, excepto para la taurina en 

2 de las muestras, en donde los porcentajes se encontraron alrededor del 22%. 

La razón de esta variación se atribuye al proceso de deconvolución y a la 

complejidad del patrón de señales en la zona donde aparece la taurina (a causa 

del traslape). 

     Otro punto para destacar es el hecho de que el desplazamiento químico de 

cada metabolito es ligeramente variable, dependiendo de la muestra analizada 

(en la figura 14 se ilustra un ejemplo de ello, para las señales del TMNO, en las 

orinas empleadas para la evaluación del imidazol como estándar interno). Entre 

las posibles causas de tal corrimiento, están las diferencias en el pH; sin 

embargo, en este trabajo se empleó un buffer para contrarrestar dichas 

diferencias. El buffer utilizado correspondió a una mezcla de fosfatos, a una 
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concentración de 100.00 mM y un pH igual a 7.4, como se recomienda para 

estudios de metabolómica de orina basados en RMN (Bezabeh et al., 2019; 

Emwas et al., 2015; Ghini et al., 2019; Tredwell et al., 2016). 

     Ahora bien, el pH no es el único factor responsable de los cambios en los 

valores de δ, pues la concentración de sales también tiene un papel importante. 

Así, por ejemplo, algunos carboxilatos polivalentes (tales como el citrato o el 

oxalato), son particularmente buenos para quelar cationes metálicos, de manera 

que los compuestos que presentan estos grupos exhiben cambios significativos 

en el desplazamiento, a medida que varía la concentración de sal. A este 

respecto, los iones divalentes son los principales contribuyentes (después del 

pH) a la variabilidad de los desplazamientos químicos (Emwas et al., 2015; 

Tredwell et al., 2016). 
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CAPÍTULO 5 

CONCLUSIONES 

• La revisión de la información disponible en la literatura y de datos 

experimentales obtenidos en el laboratorio de RMN del DQA permitió 

seleccionar un conjunto de metabolitos con potencialidad de ser 

cuantificados en muestras de orina de sujetos sanos. 

• Se estableció una serie de parámetros instrumentales y de 

procesamiento necesarios para la obtención de espectros de 1H-RMN 

para la llevar a cabo la cuantificación de metabolitos urinarios. 

• Se desarrolló y validó un método de cuantificación por estándar externo 

mediante 1H-RMNc para ácido glicólico, ácido hipúrico, alanina, citrato, 

creatina, creatinina, dimetilamina, glicina, glucosa, glutamina, histidina, 

taurina, TMNO y trigonelina, con excelentes parámetros de desempeño. 

• El método validado se aplicó satisfactoriamente para la cuantificación 

simultánea de dichos metabolitos en muestras de orina de sujetos sanos, 

y podría ser utilizado posteriormente en estudios de metabolómica de 

orina. 
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• Los resultados analíticos encontrados en este trabajo de tesis no pueden 

ser comparados con los obtenidos en estudios de 1H-RMNc aplicada a 

metabolómica de orina de sujetos sanos, debido a que la gran mayoría 

de ellos empelan cuantificación de tipo relativa. 
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CAPÍTULO 6 

PERSPECTIVAS 

• Aplicar el método a muestras de orina con el fin de realizar estudios de 

metabolómica en sujetos sanos. 

• Evaluar si el método desarrollado puede ser aplicado al estudio 

metabolómico de orina de pacientes afectados por alguna patología, 

como por ejemplo la enfermedad renal. 
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APÉNDICES 

APÉNDICE A: ESPECTROS EMPLEADOS PARA LA EVALUACIÓN DE LA 

ESPECIFICIDAD 

 

Figura A1. Espectro de 13C-RMN de los 14 metabolitos y el estándar interno 

(imidazol). 
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Figura A2. Espectro COSY de los 14 metabolitos y el imidazol. 

 

Figura A3. Espectro TOCSY de los 14 metabolitos y el imidazol. 
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APÉNDICE B: RESULTADOS DE EVALUACIÓN DE LA LINEALIDAD POR 

EL MÉTODO DE ESTÁNDAR EXTERNO 

 

Figura B1. Curva de calibración del ácido glicólico por estándar externo. 

 

Figura B2. Gráfico de residuales para la curva de calibración del ácido glicólico 

por estándar externo. 
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Figura B3. Curva de calibración del ácido hipúrico por estándar externo. 

 

Figura B4. Gráfico de residuales para la curva de calibración del ácido hipúrico 

por estándar externo. 

 

Figura B5. Curva de calibración del citrato (señal a 2.54 ppm) por estándar 

externo. 
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Figura B6. Gráfico de residuales para la curva de calibración de citrato (señal a 

2.54 ppm) por estándar externo. 

 

Figura B7. Curva de calibración del citrato (señal a 2.66 ppm) por estándar 

externo. 

 

Figura B8. Gráfico de residuales para la curva de calibración del citrato (señal a 

2.66 ppm) por estándar externo. 
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Figura B9. Curva de calibración de la creatina por estándar externo. 

 

Figura B10. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la creatina por 

estándar externo. 

 

Figura B11. Curva de calibración de la creatinina por estándar externo. 
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Figura B12. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la creatinina 

por estándar externo. 

 

Figura B13. Curva de calibración de la dimetilamina por estándar externo. 

 

Figura B14. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la 

dimetilamina por estándar externo. 
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Figura B15. Curva de calibración de la glicina por estándar externo. 

 

Figura B16. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la glicina por 

estándar externo. 

  

Figura B17. Curva de calibración de la glucosa por estándar externo. 
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Figura B18. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la glucosa por 

estándar externo. 

 

Figura B19. Curva de calibración de la glutamina por estándar externo. 

 

Figura B20. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la glutamina 

por estándar externo. 
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Figura B21. Curva de calibración de la histidina por estándar externo. 

 

Figura B22. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la histidina por 

estándar externo. 

 

Figura B23. Curva de calibración de la taurina por estándar externo. 
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Figura B24. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la taurina por 

estándar externo. 

 

Figura B25. Curva de calibración del TMNO por estándar externo. 

 

Figura B26. Gráfico de residuales para la curva de calibración del TMNO por 

estándar externo. 
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Figura B27. Curva de calibración de la trigonelina (señal a 4.44 ppm) por 

estándar externo. 

 

Figura B28. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la trigonelina 

(señal a 4.44 ppm) por estándar externo. 
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Figura B29. Curva de calibración de la trigonelina (señal a 8.84 ppm) por 

estándar externo. 

 

Figura B30. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la trigonelina 

(señal a 8.84 ppm) por estándar externo. 

 

Figura B31. Curva de calibración de la trigonelina (señal a 9.13 ppm) por 

estándar externo. 
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Figura B32. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la trigonelina 

(señal a 9.13 ppm) por estándar externo. 
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APÉNDICE C: RESULTADOS DE EVALUACIÓN DE LA LINEALIDAD POR 

EL MÉTODO DE ESTÁNDAR INTERNO 

 

Figura C1. Curva de calibración del ácido glicólico por estándar interno. 

 

Figura C2. Gráfico de residuales para la curva de calibración del ácido glicólico 

por estándar interno. 
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Figura C3. Curva de calibración del ácido hipúrico por estándar interno. 

 

Figura C4. Gráfico de residuales para la curva de calibración del ácido hipúrico 

por estándar interno. 

 

Figura C5. Curva de calibración del citrato (señal a 2.54 ppm) por estándar 

interno. 
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Figura C6. Gráfico de residuales para la curva de calibración del citrato (señal a 

2.54) por estándar interno. 

 

Figura C7. Curva de calibración del citrato (señal a 2.66 ppm) por estándar 

interno. 

 

Figura C8. Gráfico de residuales para la curva de calibración del citrato (señal a 

2.66) por estándar interno. 

-0.04

-0.02

0

0.02

0 2 4 6 8 10 12 14 16
R

e
s
id

u
a
le

s

Concentración (mM)

Gráfico de Residuales del Citrato (2.54 ppm)

0.0000

1.0000

2.0000

3.0000

4.0000

0 5 10 15 20

R
e
la

c
ió

n
 d

e
 á

re
a
s

Concentración (mM)

Curva de Calibración del Citrato (2.66 ppm)

Relación de áreas

Pronóstico Relación de áreas

Lineal (Relación de áreas)

-0.04

-0.02

0

0.02

0 2 4 6 8 10 12 14 16

R
e
s
id

u
a
le

s

Concentración (mM)

Gráfico de Residuales del Citrato (2.66 ppm)



   175 
 

 

Figura C9. Curva de calibración de la creatina por estándar interno. 

 

Figura C10. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la creatina por 

estándar interno. 

 

Figura C11. Curva de calibración de la creatinina por estándar interno. 
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Figura C12. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la creatinina 

por estándar interno. 

 

Figura C13. Curva de calibración de la dimetilamina por estándar interno. 

 

Figura C14. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la 

dimetilamina por estándar interno. 
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Figura C15. Curva de calibración de la glicina por estándar interno. 

 

Figura C16. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la glicina por 

estándar interno. 

 

Figura C17. Curva de calibración de la glucosa por estándar interno. 
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Figura C18. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la glucosa por 

estándar interno. 

 

Figura C19. Curva de calibración de la glutamina por estándar interno. 

 

Figura C20. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la glutamina 

por estándar interno. 
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Figura C21. Curva de calibración de la histidina por estándar interno. 

 

Figura C22. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la histidina por 

estándar interno. 

 

Figura C23. Curva de calibración de la taurina por estándar interno. 
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Figura C24. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la taurina por 

estándar interno. 

 

Figura C25. Curva de calibración del TMNO por estándar interno. 

 

Figura C26. Gráfico de residuales para la curva de calibración del TMNO por 

estándar interno. 
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Figura C27. Curva de calibración de la trigonelina (señal a 4.44 ppm) por 

estándar interno. 

 

Figura C28. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la trigonelina 

(señal a 4.44 ppm) por estándar interno. 

 

Figura C29. Curva de calibración de la trigonelina (señal a 8.84 ppm) por 

estándar interno. 
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Figura C30. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la trigonelina 

(señal a 8.84 ppm) por estándar interno. 

 

Figura C31. Curva de calibración de la trigonelina (señal a 9.13 ppm) por 

estándar interno. 

 

Figura C32. Gráfico de residuales para la curva de calibración de la trigonelina 

(señal a 9.13 ppm) por estándar interno. 
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APÉNDICE D: DIAGRAMAS EMPLEADOS PARA LA EVALUACIÓN DE LA 

ROBUSTEZ 

 

Figura D1. Gráfico de coeficientes para la alanina en función de las distintas 

variables. En la parte inferior se muestran los valores de R2 y Q2. 

 

Figura D2. Gráfico de coeficientes para la creatina en función de las distintas 

variables. En la parte inferior se muestran los valores de R2 y Q2. 
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