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RESUMEN

Q.C.B. Eduardo Antonio Zul Hernandez Fecha de Graduacién: Agosto, 2021

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO PARA LA
CUANTIFICACION DE METABOLITOS PRESENTES EN LA ORINA HUMANA POR
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENO.

Numero de Paginas: 183 Candidato para el Grado de Maestro en
Ciencias con orientacién en Quimica
Biomédica

Area de Estudio: Quimica Analitica

Propésito y Método del Estudio: El presente trabajo tuvo como proposito desarrollar y
validar un método por Resonancia Magnética Nuclear para la cuantificacion de metabolitos
presentes en la orina humana. Para ello, en primera instancia, se seleccionaron los metabolitos
a cuantificar a través de la revision bibliografica y considerando ademas distintos datos de
cuantificacion de metabolitos urinarios del proyecto HI19-00001. Posteriormente, se
construyeron las curvas de calibracion de los metabolitos, tanto por el método de estandar
externo como por el de estandar interno (empleando imidazol) y se evaluaron los parametros de
adquisicion y de procesamiento de espectros de 'H-RMN. Después de ello, se evalud la
especificidad de las sefiales, y posteriormente, se realizé la validacion de ambos métodos,
considerando la evaluacién de la linealidad, la precision, la exactitud, el limite de deteccion, el
limite de cuantificacion y la robustez. Finalmente, se evalu6 la aplicabilidad del método con las
mejores caracteristicas de desempefio, mediante la evaluacion del efecto matriz y la aplicacion
a muestras de orina de sujetos sanos.

Contribuciones y Conclusiones: El método de estandar externo mostré el mejor
desempefio general, presentando linealidad (R? 0.9987 — 1.0000), precision (%DER: 0.43 —
3.37%), exactitud (% de recuperacion: 87.01 — 103.43%), limites de deteccion entre 0.01 y 0.10
mM, y limites de cuantificacion entre 0.03 y 0.20 mM. Se encontré6 ademas que la espera
interpulso es un factor que necesita ser controlado. El método en cuestion no presenté efecto
matriz. La mayoria de los metabolitos se pudo cuantificar en las muestras de orina analizadas.
El método desarrollado presenta un excelente desempefio y puede ser empelado en estudios
de metabolémica de orina de sujetos sanos o de pacientes afectados por alguna patologia.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Metabolémica

1.1.1 Generalidades de la Metaboléomica

La metabolémica es una rama relativamente joven de las ciencias “Omicas”
gue se ocupa del estudio sistematico de los productos quimicos o metabolitos
gue 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 coleccion completa de
moléculas de bajo peso molecular que se encuentran en el organismo,
incluyendo péptidos, lipidos, aminoéacidos, acidos nucleicos, carbohidratos,
acidos organicos, aminas biogénicas, vitaminas, minerales, aditivos
alimentarios, farmacos, cosméticos, contaminantes y casi cualquier otra
sustancia quimica que los humanos ingieren, metabolizan, catabolizan o con los

que entran en contacto (Wishart et al., 2018). El nimero de metabolitos



conocidos, esperados y predichos que constituyen dicho metaboloma
corresponde a 114,222, segun la Base de Datos del Metaboloma Humano
(HMDB, Human Metabolome Database) (Human Metabolome Database

[HMDB], 2020).

El enfoque inicial de la metabolémica 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 identificacion del N-Oxido de trimetilamina (TMNO, trimethylamine
N-oxide) plasmatico y la taurina urinaria como marcadores de enfermedad
cardiovascular (CVD, cardiovascular disease) y exposicion a radiacion

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

La metabolémica no solo permite la identificacion de biomarcadores de
enfermedad en forma de metabolitos enddgenos (derivados de los genes) y
exdgenos (derivados del medio ambiente), sino que también proporciona
conocimientos Unicos sobre las causas fundamentales de la enfermedad, ya
gue, en contraste con los genes y las puntuaciones de riesgo genético, que
pueden ser utilizadas para indicar lo que podria suceder, el perfilado
metabolémico y la fenotipificacion metabdlica indican lo que estd ocurriendo
realmente. Aplicaciones adicionales de la metabolomica en el area biomédica
incluyen el monitoreo del paciente, el descubrimiento y el desarrollo de
farmacos, asi como su utilizacién en la medicina de precisién, cuyo objetivo es

utilizar pruebas diagndsticas avanzadas para personalizar el tratamiento médico



de un individuo de acuerdo con sus perfiles “émicos” especificos (Wishart,

2016).

1.1.2 Metabolémica Dirigida y no Dirigida

Para llevar a cabo un estudio de este tipo, las estrategias de metabolémica
implican ya sea un enfoque dirigido o uno no dirigido. La metabolémica dirigida
se refiere a la deteccion y cuantificacion precisa de un pequefio conjunto de
compuestos conocidos, impulsadas por una pregunta o hipétesis bioquimica
especifica en la que el conjunto de metabolitos relacionados con una o mas
vias metabdlicas ya esta definido. Una limitaciébn del enfoque dirigido es que
requiere que los compuestos de interés se conozcan a priori y ademas estén
disponibles en su forma purificada. En cambio, el enfoque no dirigido no es
conducido por una hipotesis a priori y se utiliza para una comparacion completa
de metabolomas (es decir, se miden y comparan entre muestras tantos
metabolitos como sea posible). A diferencia de la metabolémica dirigida, la
metabolomica no dirigida no intenta cuantificar con precision todos los
metabolitos medibles en una muestra, sino que solo da su cuantificacion relativa

(Cambiaghi et al., 2017).



1.1.3 Metabolémica a Partir de Biofluidos

Diversas muestras biologicas se utilizan comunmente en el andlisis
metaboldmico, 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 metabolémica
con énfasis en las ciencias biomédicas es realmente vasta, y algunos ejemplos
de los mas utilizados son: el plasma, el suero, la orina, la saliva, el liquido

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

En cuanto al analisis de los perfiles de metabolitos en los biofluidos, éste nos
proporciona informacion sobre el diagnéstico y el pronostico de las
enfermedades, los patrones dietéticos y la toxicidad de farmacos, entre otros
hallazgos (Bingol, 2018). La sangre, por ejemplo, irriga cada tejido y cada
organo del cuerpo y recolecta y transporta moléculas que son asimiladas,
secretadas, excretadas o descartadas por diferentes tejidos. En la mayoria de
los estudios de metaboldmica, se utilizan matrices de plasma o suero como
sustituto de la sangre completa. El perfilado metabolémico y el andlisis de tales
muestras han sido aplicados exitosamente a la investigacién de una variedad
de enfermedades, como céancer, enfermedades renales, enfermedades

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

Finalmente, existen diferentes bases de datos que contienen informacién

sobre los intervalos de concentracién de metabolitos especificos en biofluidos



humanos, tal como la HMDB, la cual proporciona intervalos para metabolitos en
sangre, orina, saliva, LCR, heces, sudor, leche materna, bilis y liquido

amnidtico, entre otros bioespecimenes (HMDB, 2020; Johnson et al., 2016).

1.1.4 Metabolémica de Orina

La orina, tal como la producen los mamiferos, es un liquido transparente,
estéril (aun en la vejiga) y de color ambar generado por los rifiones. Los rifiones
extraen los desechos solubles del torrente sanguineo, asi como el exceso de
agua, azucares y una variedad de otros compuestos. La orina resultante
contiene altas concentraciones de urea (del metabolismo de los aminoacidos),
sales inorganicas (cloruro, sodio y potasio), creatinina, amoniaco, acidos
organicos, diversas toxinas solubles en agua y productos pigmentados de la
degradacion de la hemoglobina, incluida la urobilina, que le da su color

caracteristico (Bouatra et al., 2013).

Si bien diversos fluidos corporales han sido objeto de estudios de
metaboldmica, la orina es uno de los biofluidos que mas se han estudiado a la
fecha. Esto se debe a que es facilmente disponible, se puede obtener de forma
no invasiva y requiere una preparacion minima. Ademas, es rica en metabolitos
y tiene una concentracion de macromoléculas muy baja (Bezabeh et al., 2019).
Estas propiedades intrinsecas de la orina la convierten en una fuente atractiva

de biomarcadores para estudios clinicos de metabolémica, ya que ademas



retiene informacion de los tejidos proximales y de la sangre que perfunde
organos distantes. También es facil 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 facilmente las
muestras de orina de manera pasiva, no invasiva y longitudinal representa una
ventaja clave frente a otras matrices biolégicas que pueden ser empleadas
como fuente de informacién metabdlica, como la sangre y el LCR, por ejemplo

(Miller et al., 2019).

En cuanto a aplicaciones de la metabolémica de orina, ésta ha sido
reconocida durante mucho tiempo como un fluido rico para el diagndstico
médico y en la actualidad se realizan muchos ensayos clinicos en este fluido
bioldgico. Miles de metabolitos han sido documentados en la orina, mostrando
conexiones con aproximadamente 600 condiciones humanas que incluyen,
entre otras: obesidad, céancer, inflamacion, enfermedades neuroldgicas y
enfermedades infecciosas. Ademas, el embarazo, la ovulacion, la infeccion del
tracto urinario, la dieta y el ejercicio inducen firmas metabolémicas que pueden
ser observadas en la orina. Adicionalmente, diversos farmacos y sus
metabolitos se detectan facilmente en la orina, presentando la oportunidad para
una dosificacion adaptada al individuo y un monitoreo del cumplimiento, asi
como una estratificacion efectiva para ensayos clinicos, lo que puede reducir en

gran medida el costo del desarrollo farmacéutico (Miller et al., 2019).



Un ejemplo de aplicaciéon de la metabolémica de orina corresponde a la
identificacién de biomarcadores de enfermedad renal, incluyendo la lesion renal
aguda, la enfermedad renal crénica (ERC), la nefropatia diabética, y el
sindrome nefrético idiopatico, entre otras patologias (Barrios et al., 2016;

Saucedo et al., 2018).

1.1.5 Naturaleza Quimica 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 varian ampliamente en su contenido de agua y solutos,
mostrando a menudo una diferencia de mas del doble entre muestras de
humanos sanos. Estas variaciones se pueden compensar por la recoleccion de
muestras de orina de 24 horas, o por la normalizacién de las muestras de orina
respecto a la osmolalidad, a la gravedad especifica 0, mas comunmente, 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 informacion 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).



Actualmente, el nimero de metabolitos detectados y esperados en la orina
humana segun 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 categoria de esperados (Urine Metabolome, 2020). Los
compuestos clasificados como metabolitos "detectados” son aquellos con
concentraciones medidas o confirmacion experimental de su existencia en la
orina, mientras que los metabolitos "esperados” son aquellos compuestos de
estructura conocida para los cuales se conocen vias bioguimicas y donde la
ingesta/exposicion humana es frecuente, pero que aun no han sido detectado
en dicho biofluido o el isémero preciso aun no se ha identificado formalmente

(Wishart et al., 2018).

En lo que respecta a la naturaleza quimica de los metabolitos encontrados
en la orina humana, ésta contiene un numero sustancial de moléculas
hidrofilicas. Excluyendo los lipidos (que estan presentes en concentraciones
muy bajas), en la orina humana predominan los aminoacidos y derivados, y los
carbohidratos. Otras moléculas de bajo peso molecular encontradas en gran
abundancia en la orina incluyen los hidroxiacidos y derivados (como el acido
citrico), la urea, el amoniaco, la creatinina y el acido hipuarico. Asimismo, los
distintos tipos de compuestos que constituyen el metaboloma urinario humano
se clasifican en “superclases” de grupos quimicos (la figura 1 muestra la

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



Compuestos aciclicos alifaticos [l 93
Compuestos heteromonociclicos alifaticos M 43
Compuestos heteropoliciclicos alifaticos M 40
Compuestos homomonociclicos alifaticos 01 18
Compuestos homopoliciclicos alifaticos | 5
Alcaloides y derivados I 45
Aminodcidos, péptidos y andlogos I 236
Compuestos heteromonociclicos aromaticos Hll 67
Compuestos heteropoliciclicos aromaticos NN 728
Compuestos homomonociclicos aromaticos NN 43?2
Compuestos homopoliciclicos aromdticos | 6
Carbohidratos y conjugados de carbohidratos [l 116
Compuestos metdlicos homogéneos M 45
Compuestos no metalicos homogéneos [ 15

Superclase quimica

Compuestos inorganicos 1
Lignanos y Neolignanos | 12
Lipidos NN 366
Compuestos mixtos de metales y no metales | 7
Nucledsidos, nucledtidos y andlogos Il 49
Acidos organicos y derivados [l 108
Haluros organicos | 3
Compuestos organometalicos 1
Compuestos organofosforados 1 17
Policétidos M 74
Taninos 2

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Numero de compuestos

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

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

1.1.6 Técnicas Analiticas Empleadas en Metaboldémica

El flujo de trabajo en metabolémica comienza con el disefio experimental, el
cual consta de dos pasos principales. El primer paso consiste en definir el

problema bioldgico, generando las hipétesis del estudio. Basandose en ello, el



segundo paso involucra la seleccion del enfoque utilizado en el analisis (dirigido
o no dirigido, definidos anteriormente). Los pasos restantes tipicamente
incluyen la preparacion de la muestra, el analisis de la muestra y la adquisicion
de los datos, el preprocesamiento de los datos y el andlisis estadistico e

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

En relacién con el paso correspondiente al analisis de las muestras, dada la
amplia naturaleza de los metabolitos y sus diferencias en rango dinamico (de
pico a milimolar), se requiere el uso de diferentes plataformas metabolomicas
para asegurar una cobertura Optima del metaboloma (Gonzéalez-Pefia &

Brennan, 2019).

De este modo, las técnicas analiticas principalmente empleadas para la
adquisicion de datos en los estudios de metabolomica son la resonancia
magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de masas (EM), la cual
generalmente se encuentra acoplada a técnicas de separacibn como la
cromatografia de gases (CG), la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC,
High Performance Liquid Chromatography), cromatografia liquida de ultra alta
resolucion (UPLC, Ultra High Performance Liquid Chromatography) o
electroforesis capilar (EC) (Cambiaghi et al.,, 2017; Pereira Braga & Adamec,

2019).

La eleccion de la plataforma depende principalmente del enfoque del
estudio, asi como de la naturaleza de las muestras. Sin embargo, la seleccion

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

2019).

Definicién de un problema biolégico

N\

Disefio experimental

N\

Obtenciéon de la muestra

N\

Preparacion de la muestra

N\

Adquisicion de los datos

N\

Preprocesamiento de los datos

2

Andlisis estadistico

2

Identificacidon de los metabolitos

NI

Interpretacion de los datos

Figura 2. Flujo de trabajo general en metabolémica.
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1.2 La Resonancia Magnética Nuclear
1.2.1 Fundamento

La resonancia magnética nuclear es una técnica analitica basada en
espectroscopia de absorcion, que involucra a los ndcleos magnéticamente
activos (aquellos cuyo numero cuantico de espin es diferente a cero), los
cuales, bajo condiciones apropiadas en un campo magnético, pueden absorber
radiacion electromagnética en la region de radiofrecuencia, proceso gobernado
por el entorno quimico del ndcleo en cuestidon. Un grafico de las intensidades de
los picos de absorcion en funcién 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 (Bo), mientras que, en el segundo, la alineacién del espin nuclear se ve
perturbada por la aplicacion de una onda electromagnética en la region de las
radiofrecuencias (figura 3A) (Rhodes, 2017). La relacion entre el campo
magnético aplicado y la frecuencia de la radiacion electromagnética que genera

el fenomeno de la RMN gqueda establecida por la ecuacion de Larmor:
Y
v =(5-) (By)
2T 0

donde v es la frecuencia de la radiacion que causa la transicion; y

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

2005).

Otro aspecto importante corresponde al de la relajacion de los ndcleos, de
manera que existen dos procesos de relajacion: la relajacion longitudinal o
espin-red, designada por el tiempo Ti, y la relajacion transversal o espin-espin,
caracterizada por el tiempo T2. La relajacion longitudinal involucra la
transferencia de energia de los nucleos “excitados” a los nucleos circundantes.
La figura 3B muestra la pérdida de la componente xy por el proceso de
relajacién longitudinal, cuando la magnetizacién neta regresa al eje z en una
espiral decreciente (precesién). La relajacién transversal, por otro lado, implica
la transferencia de energia entre protones en precesion, resultando en un
desfase, y provocando ensanchamiento de linea y pérdida de sefal (Silverstein

et al., 2005).

A By B Z

Orientacion de la
Hoacis
\ \ magnetizacion ~— |

b o

Campo magnético

Momentos magnéticos individuales

Figura 3. A. Orientacidn de los espines nucleares antes y después de la
aplicacion de un campo externo. B. Precesion del vector de magnetizacion

durante la relajacion.
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1.2.2 Informacion Obtenida de un Espectro de RMN de Hidrégeno

Los espectros de RMN de nlcleos, como, por ejemplo, *H, 3H, 13C, ®°N, 1°F,
3P, pueden ser facilmente obtenidos, ya que poseen nimeros de espin de Y2 y
una distribucion uniforme de carga esférica. De éstos, los mas ampliamente
utilizados en RMN son, por mucho, el hidrégeno o protén, H, y el carbono 13,
13C. A este respecto, la figura 4 muestra el espectro de RMN de hidrégeno (*H-

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

i

Intensidad

||||||| LI L B . -|||||-|Ir

40 35 30 25 20 15 ppm

Figura 4. Espectro de H-RMN tipico. El &rea de cada sefial esta directamente

relacionada con el nimero de atomos de H que la genera.

Al analizar un espectro de *H-RMN los parametros que nos permiten llevar a
cabo la elucidacion estructural incluyen: el numero de sefales, el
desplazamiento quimico, el acoplamiento quimico y el area bajo la curva (o

integral) de cada sefial (Silverstein et al., 2005).
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El nimero de sefales nos da informacion sobre los diferentes tipos de
hidrogeno existentes en una molécula o en una mezcla de compuestos. El
desplazamiento quimico (), por su parte, se relaciona con la frecuencia a la
gue aparece la sefial de un proton especifico, y depende basicamente de su
entorno quimico. Los desplazamientos quimicos se suelen reportar en unidades
adimensionales, denominadas partes por millén (ppm), tal como se muestra en
la figura 4, y corresponden al cociente del desplazamiento quimico de un pico
en Hertz (Hz) y la frecuencia designada de un espectrémetro en Megahertz
(MHz). Aqui vale la pena mencionar que, de acuerdo con el grupo funcional al
gue pertenecen los protones observados, existen regiones generales de

desplazamientos quimicos en un espectro de *H-RMN (figura 5) (Silverstein et

al., 2005).
E Aliciclicos alifaticos
Alifaticos B-sustituidos
Alquinos
Alidticos a-monostituidos
Alidticos a-disustituidos
Alquenos
Aromaticos y heteroaromaticos
Aldehidicos

- —

]
-
=
=

10 9 8 7 [ 5 4 3
PPM

Figura 5. Regiones generales de desplazamientos quimicos en un espectro de
H-RMN.
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Respecto al acoplamiento de las sefiales, o de manera mas especifica, 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 nucleos estdn apareados de manera que los espines adquieren una
distribucion antiparalela. En presencia de un campo magnético, existe la
tendencia por parte de cada ndcleo de aparear su espin con uno de los
electrones de enlace, y, en consecuencia, la mayoria son antiparalelos. Asi, por
ejemplo, suponiendo que dos protones vecinales (es decir, aquellos que se
encuentran separados por 3 enlaces) se encuentran en entornos quimicos muy
diferentes, cada protobn dara lugar a una absorcién distinta, y dichas
absorciones estaran ampliamente separadas, pero el espin de cada proton es
afectado levemente por las dos orientaciones del otro protén a través de los
electrones de enlace, de modo que cada absorcién 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 aparicion (en Hz) de los picos constituyentes
de una sefial 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

guimicos muy diferentes.

Finalmente, la integracion de las sefiales nos da informacion ya sea del
ndamero de ndcleos que las generan o de la concentracion del compuesto en
cuestion. Este altimo hallazgo se relaciona de forma directa con el desarrollo de
métodos de cuantificacién por RMN, como se mencionara a fondo mas adelante

(Godecke et al., 2013).

1.2.3 Aplicaciones de la RMN

La RMN ha sido utilizada principalmente en quimica para la identificacion y
cuantificacion de la composicibn quimica de una muestra determinada, y
también puede ser utilizada para estudiar las propiedades fisicas y quimicas de

las moléculas, como la densidad electrénica y la dinamica molecular. Ademas,
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la RMN se ha empleado en una amplia gama de areas de investigacion,
incluyendo biologia estructural, quimica organica, quimica inorganica,
bioguimica, fisica, biologia, polimeros y descubrimiento de farmacos. En cuanto
a los tipos de muestras que se analizan por RMN, las liquidas son las
principalmente empleadas, aunque las muestras sélidas y las muestras en fase

gaseosa también pueden ser utilizadas (Emwas, 2015).

Entre las aplicaciones de la RMN, ademas de la elucidacion estructural de
compuestos de novo, también se incluyen: el analisis cinético de las reacciones
quimicas, los estudios metabdlicos in vivo en tiempo real, utilizando el rastreo
de is6topos estables, y la obtencion de imégenes (imaging) en tiempo real de

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

La RMN tiene una serie de ventajas Unicas sobre otras plataformas
metabolémicas. En particular, la espectroscopia de RMN aplicada a la

metaboldmica destaca porque:

e Es una técnica no destructiva.

e Permite realizar determinaciones cuantitativas.

e Requiere poca 0 ninguna preparacion, tratamiento o derivatizacion
quimica de la muestra.

e Facilita la identificacion rutinaria de distintos compuestos a partir de
bases de datos.

e Es altamente automatizable y reproducible.
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Ademas de estas fortalezas, la RMN es particularmente adecuada para
detectar y caracterizar compuestos que son menos manejables para el analisis
por cromatografia liquida (CL) acoplada a espectrometria de masas (CL-EM),
como los azucares, los acidos organicos, 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 ejecucion, un procesamiento espectral
menos automatizado y un alto costo del equipo y del mantenimiento del mismo

(Liu & Locasale, 2017).

1.2.4 Andlisis Cuantitativo por RMN (RMNCc)

La RMN se considera una técnica analitica primaria porque existe una
proporcionalidad directa entre el &rea de la sefial y el nUmero de ndcleos que la
originan. Por lo que, la intensidad de la sefal es directamente proporcional a la
concentracion del analito. Como resultado, la RMN cuantitativa, RMNc (QNMR,
quantitative nuclear magnetic resonance), especificamente la RMN cuantitativa
de 'H, 'H-RMNc (qHNMR, quantitative *H nuclear magnetic resonance), tiene
ciertas ventajas sobre los métodos basados en CL: se pueden obtener datos
estructurales y cuantitativos simultdneamente; el tiempo de preparacion de la
muestra es relativamente corto; la RMN no es destructiva; y la determinacion
simultanea de mas de un analito en una mezcla es posible, pues no se requiere

recalibracion especifica del compuesto. Este ultimo punto también implica otro
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aspecto importante de la *H-RMNc, ya que esta técnica tiene la ventaja de no
requerir el uso de materiales de referencia idénticos al analito para realizar
andlisis cuantitativos, como es el caso de los métodos tradicionales de
cuantificacion, sino que puede emplear cualquier estandar de calibracion de
eleccion altamente puro, quimicamente estable e inerte (Gddecke et al., 2013).
Hoy en dia, la RMNc se aplica principalmente para identificar y cuantificar

farmacos, metabolitos bioldgicos y productos naturales (Sun et al., 2017).

1.2.4.1 Métodos de Cuantificacién en RMNCc.

En el campo especifico de la RMNc, existen dos formas de realizar la
cuantificacion, en concreto: la absoluta y la relativa. La primera se basa en el
empleo de un estandar de calibracion adecuado, cuya pureza es conocida, en
tanto que en la cuantificacion relativa se mide la concentracion molar relativa
de multiples compuestos en una muestra, por comparaciéon de la sefial
espectral del analito con la sefial propia de un estandar (Cullen et al., 2013;

GoOdecke et al., 2013).

A este respecto, pese a todas las ventajas que presenta la *H-RMNCc frente
a los métodos cuantitativos basados en EM, la cuantificacion de sefales de
RMN de manera exacta y reproducible es frecuentemente desafiante, a pesar
del empleo de instrumentos con distintas intensidades de campo y la utilizacion

de diferentes secuencias 0 anchos de pulsos, asi como de distintos tiempos de
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espera. De hecho, a pesar de un aumento constante en el namero de
publicaciones derivadas de la metabolémica basada en RMN centrada en
biomarcadores de diagndstico, solo unas pocas de éstas reportan niveles de
metabolitos cuantificados de forma absoluta, pues, en la gran mayoria de los
estudios de este tipo se hace uso de cuantificacion relativa, la cual no involucra

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

1.2.4.2 Métodos de Calibracién en RMNc

La cuantificacion absoluta por RMNc se puede llevar a cabo por calibracion
interna 0 externa. Para la calibracién interna, una cantidad definida de un
material de referencia se agrega a la disolucion de muestra. La cuantificacion se
realiza comparando las integrales (o una respuesta equivalente) del analito y la
referencia (EUROLAB, 2014). Para obtener resultados de analisis exactos, los
picos cuantitativos y los picos del estandar interno no deben presentar

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

Los resultados obtenidos por el método del estandar interno se consideran
mejores en exactitud y precision que los obtenidos por el método del estandar
externo. Sin embargo, el uso de estandares internos resulta en la
contaminacion de los analitos, lo que constituye un serio inconveniente en la

cuantificacion de ciertos compuestos (Watanabe et al., 2016).
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El método de cuantificacion por estdndar externo, en cambio, implica la
comparacion de la integral del analito y la de un compuesto externo a la
muestra, para lo cual se pueden emplear curvas de calibracion por estandar
externo. Este método tiene la ventaja de recuperar los analitos sin ninguna

contaminacion (Watanabe et al., 2016).

1.2.5 Parametros de Adquisicién y de Procesamiento para Métodos de !H-

RMNc

Al desarrollar un método de cuantificacién por 'H-RMNc es necesario tomar
en cuenta dos grupos de parametros clave: los de adquisicién de datos y los de
procesamiento (0 post adquisicion) de los mismos. Los primeros incluyen el
angulo 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 adquisicién (AQ, acquisition time) y el numero de incrementos (NS,
number of scans), entre otros, mientras que los parametros de procesamiento
comprenden la funcion de ventana (window function), el llenado de ceros (ZF,
zero filling), el ajuste o correccion de fase (phasing) y la correccién de la linea

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

En relacidén con los parametros de adquisicion, se pueden elegir angulos de
pulso de hasta 90°, pues este angulo conduce a la maxima intensidad de sefial
con respecto al tiempo de medicion empleado. Con el empleo de angulos

menores se requiere menos tiempo para alcanzar la relajacion completa de los
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nacleos, y por lo mismo, el tiempo de experimento es mas corto; sin embargo,
en este caso la intensidad de la sefial no seria maxima. Respecto a la espera
interpulso, se sugiere que ésta debe corresponder a 5 veces el valor del tiempo
de relajacion longitudinal, T1, mas alto de todas las sefales evaluadas. Por otro
lado, la ganancia del receptor debe establecerse de modo que no se produzca
truncamiento del decaimiento libre de la induccién (FID, free induction decay)
(EUROLAB, 2014). EIl tiempo de adquisicién, por su parte, tiene un impacto en
la linea base del espectro, y la optimizacion de este pardmetro conduce a la
eliminacion de las necesidades de correccion de fase de primer orden (Gddecke

et al., 2013).

En cuanto al nimero de incrementos o NS, el valor que tome este parametro
esta relacionado con la sensibilidad, medida como una relacién sefal/ruido,
S/R, pues ésta es proporcional a la raiz cuadrada del nimero de incrementos.
La obtencion de un espectro con mas incrementos aumenta la sensibilidad. Sin
embargo, se recomienda que el NS sea en multiplos de 2", al menos 4 u 8, para
gue se puedan completar los pasos minimos del ciclo de fase de una secuencia

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

En consideracion a los pardmetros de procesamiento, las funciones de
ventana o de apodizacién (como la de Lorentz-Gauss, muy frecuentemente
utiizada en RMN), tienen como objetivo ya sea incrementar la resolucion o
favorecer una relacion S/R mas alta en los espectros (Branco et al., 2015). De
igual manera, el llenado de ceros permite aumentar la resolucion. Aqui, los

puntos de datos de amplitud cero se agregan al final del FID para aumentar el
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namero total de puntos de datos. Un aumento del doble en el nUmero de estos
puntos, mediante el ZF, tiene el efecto beneficioso de incrementar la resolucion
de los picos (hasta cierto punto), especialmente para la definicion de estructuras

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

La correccién de fase es un proceso de ajuste espectral de RMN que tiene
como objeto maximizar el caracter de absorcion y la simetria de los picos de
RMN en todas las regiones del espectro (Emwas et al., 2018). Finalmente, la
correccion de la linea base tiene como fin remediar el problema de los
artefactos en dicha linea, y para ello existen muchos procedimientos disponibles

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

1.3 Validacion de Métodos Basados en RMNc

Una vez desarrollado un método de RMNc, es deseable que éste sea
validado, mediante la evaluacion de parametros tales como: especificidad,
linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion (LD), limite de cuantificacion
(LC), y robustez. La ventaja de los métodos validados es que permiten generar
resultados con mayor confiabilidad analitica (EUROLAB, 2014). Adicionalmente,
es deseable que se confirme la ausencia de efecto matriz (Fei et al., 2019). A

continuacion, se describen los parametros de validacion antes mencionados.
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1.3.1 Especificidad

La especificidad se refiere a la capacidad de evaluar inequivocamente a un
analito en presencia de componentes que pudieran interferir con el analisis.
Normalmente, éstos pueden incluir impurezas, degradantes, matriz, etcétera
(ICH, 1995). En el caso particular de la RMNc, la especificidad de las sefiales
se asegura cuando éstas no se traslapan con las sefiales 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
asignacion de sefiales sea irrefutable y de esta manera demostrar la

especificidad (Godecke et al., 2013).

1.3.2 Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico se refiere a su capacidad (en un
intervalo de concentracion dado) de obtener resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion (cantidad) de analito en la muestra (ICH,
1995). Para evaluar este parametro se necesita construir una curva de
calibracion de al menos 5 niveles de concentracion, y realizar el andlisis
estadistico apropiado, que corresponde al calculo de una linea de regresion por

el método de minimos cuadrados (EUROLAB, 2014).
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1.3.3 Precision

La precision de un procedimiento analitico expresa la cercania (grado de
dispersién) entre una serie de mediciones obtenidas a partir de muestreos
multiples de la misma muestra homogénea bajo las condiciones prescritas. La
precision se expresa usualmente como la varianza, la desviacion estandar o el
porcentaje de desviacidon estandar relativa (%DER) de una serie de mediciones,

siendo ésta Ultima la forma mas comun de expresion (ICH, 1995).

La precision se puede considerar en diferentes niveles, incluyendo la
repetibilidad, o precision intradia, y la precision intermedia. La repetibilidad
expresa le precision bajo las mismas condiciones de operacion durante un
breve intervalo de tiempo, en tanto que la precisién intermedia expresa
variaciones dentro de los laboratorios: diferentes dias, diferentes analistas,

diferentes equipos, etcétera (ICH, 1995).

1.3.4 Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la cercania entre el valor
gue 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 aplicacion de un procedimiento analitico a un analito de pureza
conocida (por ejemplo, un material de referencia).

b) La comparacion de los resultados del procedimiento analitico 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 precision se hayan establecido.

1.3.5 Limite de Deteccion

El limite de deteccion de un procedimiento analitico es la minima 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 matematica o visual a partir del espectro. De
manera matematica, el LD corresponde a la concentracion para la cual la
relacion S/R es igual a 3. De manera visual, el LD es la minima concentracion
con la cual el patron de sefiales del analito es reconocible sin ninguna
ambigiedad (EUROLAB, 2014). El LD ademas se puede calcular considerando
la desviacion estandar de la respuesta (0) y la pendiente de la curva de

calibracion (S): LD=3.30/ S (EUROLAB, 2014; Godecke et al., 2013).
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1.3.6 Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacion de un procedimiento analitico es la minima
cantidad de analito en wuna muestra que puede ser determinada
cuantitativamente con precisién y exactitud adecuadas (ICH, 1995). En RMNc,
el LC se puede determinar experimentalmente por medio de mudltiples
mediciones a diferentes diluciones. El %DER se determina en cada caso y el
LC es igual a la minima concentracion para la cual se obtiene un %DER
aceptable (EUROLAB, 2014). Al igual que el LD, el LC se puede determinar
basandose en la desviacion estandar de la respuesta (o) y la pendiente de la

curva de calibraciéon (S): LC= 100/ S (EUROLAB, 2014; Godecke et al., 2013).

1.3.7 Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad
para no verse afectado por variaciones pequefias, pero deliberadas, en los
parametros del método, y proporciona una indicacion de su confiabilidad
durante el uso normal (ICH, 1995). Para la validacién de la robustez en métodos
de RMNCc, las posibles influencias provenientes de diferentes fuentes asociadas
con la adquisicion 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 alteracion 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 drasticamente en el desempefio del analisis, tanto en
la identificacion como en la cuantificacion del analito, es por ello que es
relevante su evaluacibn como parte del proceso de validacion (Zhou et al.,

2017).

1.4 La RMNc Aplicada a Metabolémica de Orina

La orina, en especifico, proporciona una rica fuente de informacién, ya que
generalmente contiene un numero significativamente mayor de metabolitos
detectables por RMN, en comparacion 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 habitos personales como la actividad fisica o el
tabaquismo, el género, la edad, asi como la genética, pueden afectar el
metaboloma urinario y afiadir complejidad al espectro. Ademas, las variaciones
del pH y la concentracion de sal inducen desplazamiento de las sefiales para
muchos metabolitos, especialmente para aquellos con grupos funcionales con

valores de pKa cercanos al pH fisiolégico (Nagana Gowda & Raftery, 2017).

29



31
26

33 o 22

23

20-21

43

39
34 { 2, ‘ 40 45 ,
3837)36 \ 32
44 ‘ ' ‘“ A IM
A N TN M‘N‘Ju v e I\ i
T 5o 85 so 75 70 es  es  ss

——

T T 5
9.0 85 80 45 4.0 35

Figura 7. Espectro de H-RMN tipico de orina humana, adquirido en un
espectrometro 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 variacion en las concentraciones quimicas en la orina,

debida a la diversidad de factores mencionados anteriormente, representa el
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principal desafio espectroscopico asociado con el analisis de orina por RMN.
Para contrarrestar en cierto grado tal variacion, se puede realizar ya sea un
ayuno de 12 horas antes de la recoleccion de la orina o la restriccion del
consumo de alimentos suplementarios que mejoran el rendimiento de las
proteinas, como los batidos de proteinas, antes de cualquier recoleccion de

muestra (Emwas et al., 2016).

Por otro lado, ademas de los pardmetros de adquisicion y procesamiento,
descritos anteriormente, existen distintos factores relacionados con la
recoleccion y el procesamiento de la muestra que necesitan ser considerados
para permitir una cuantificacion exacta y precisa de los metabolitos urinarios

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

1.4.1 Procesamiento de la Muestra

La preparacion de las muestras de orina generalmente es relativamente
sencilla. Es necesario agregar un estandar de desplazamiento quimico interno,
una disolucion amortiguadora preferentemente de fosfatos, y 0xido de deuterio
(o agua deuterada, D20), la cual se utiliza como una frecuencia de anclaje para
las desviaciones del campo magnético a largo plazo (Pereira Braga & Adamec,
2019). El &cido 2, 2, 3, 3-tetradeutero-3-(trimetilsilil)-propionico (TSP, 2, 2, 3, 3-
tetradeutero-3-(trimethylsilyl)-propionic acid) es utilizado con frecuencia como

referencia tanto de desplazamiento quimico como de concentracion interna.
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Referente a la adicion del amortiguador de fosfatos a las muestras, ésta es
necesaria para minimizar las variaciones de pH y fuerza ionica (Tynkkynen et

al., 2019).

Por ultimo, desde un punto de vista practico, los volimenes de muestra
necesarios para el andlisis por RMN son cercanos a 0.50 mL de orina para un

analisis 6ptimo (Barnes, 2016).

1.4.2 Andlisis por *H-RMNc de Orina Humana

El andlisis cuantitativo de orina humana como parte de estudios de
metabolémica 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 asociacion de la concentracion de ciertos metabolitos con diversos
estados patoldgicos, y los estudios que involucran el analisis de muestras de
sujetos sanos son en realidad muy pocos. Estos ultimos se han realizado con
distintos motivos, como, por ejemplo, el estudio de la variacion de los
metabolitos urinarios, el desarrollo de métodos para el analisis cuantitativo de
dichos metabolitos, y la cuantificacion de metabolitos en la orina con fines
epidemioldgicos, entre otros. A continuacion, se presentara un panorama
general de antecedentes referente a la RMNc aplicada a metabolémica de orina

en sujetos sanos.

32



En 2007, por ejemplo, Saude y colaboradores, realizaron un estudio
longitudinal en el que investigaron el grado de variacién de los metabolitos
urinarios. Para ello, analizaron por 'H-RMN muestras de orina del mismo
individuo en dias diferentes, asi como la variacion en la composicion de la orina
entre individuos, considerando una cohorte de sujetos sanos, con el fin de
proporcionar una linea base metabdlica de la orina humana normal, necesaria
para que los estudios metabolomicos y clinicos futuros se basen en ella. La
recoleccion de las muestras se llevd a cabo durante 30 dias. La cuantificacion
por *H-RMN se realiz6 de manera relativa e involucré 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 comparaciéon. Este compuesto ademas sirvid
como estandar interno de desplazamiento quimico. La identificacion espectral y
la cuantificacion 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 cuantificacion por
'H-RMN con la realizada por RMN de '*C desacoplado de 'H, 3C{*H}-RMN,
con la finalidad de definir areas de aplicacion potenciales en las cuales el
andlisis por 3C{*H}-RMN es superior. Ellos identificaron y cuantificaron 50
metabolitos en 2 muestras de orina humana, empleando *H-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 realizé cuantificacion 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 aflo 2013, plantearon un
método de RMN de alto rendimiento automatizado para el andlisis de la orina,
con el objetivo de ser sometido al analisis metabolémico a gran escala de la
misma, en estudios en los que se dispone de un gran nimero de muestras.
Para este estudio se analizaron 3,007 muestras de orina de sujetos sanos de
ambos géneros, mediante inyeccion de flujo automatizada. La cuantificacion se
realiz6 mediante 'H-RMN, de manera absoluta para el acido hipurico, el acido
succinico, 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
'H-RMN para la cuantificaciéon de 43 metabolitos en la orina de 1,004 personas,
con el fin de facilitar los estudios de metabol6émica de orina a gran escala. La
cuantificacion de los metabolitos se llevo a cabo de manera relativa, empleando

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

Como se muestra en estos antecedentes, la cuantificacion de metabolitos
llevada a cabo por RMN, como parte de distintos estudios de metabolémica de
orina en sujetos sanos, es relativa en la mayoria de los casos, lo cual habla de
la pertinencia de desarrollar métodos de cuantificacion absoluta, la cual brinda

mayor confiabilidad analitica 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 Justificacion

La 'H-RMNCc presenta una serie de ventajas importantes para su empleo en
estudios de metabolomica de biofluidos. La orina, ademas, presenta diversas
facilidades en torno a su obtencion y andlisis, y es utilizada para diversas
aplicaciones de estudios de metabolémica en el area médica.

El desarrollo de métodos analiticos validados para la cuantificacion absoluta
de metabolitos en orina ya sea empleando calibracion interna o externa, es
sustentado por el hecho de que la mayoria de los métodos existentes
empleando RMN se basan en cuantificacion relativa.

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

con aplicacion en el andlisis de orina.
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1.6 Objetivo General

Desarrollar y validar un método por resonancia magnética nuclear para la

cuantificacion de metabolitos presentes en la orina humana.

1.7 Objetivos Especificos

1. Seleccionar los metabolitos a cuantificar a través de la revision
bibliografica y la informaciéon de trabajos previos realizados en el
Departamento de Quimica Analitica.

2. Determinar los parametros instrumentales para la adquisicion de los
espectros de !H-RMN de los metabolitos y las variables de
procesamiento.

3. Establecer las metodologias basadas en el uso de estandar interno y
estandar externo para la cuantificacion de los metabolitos por *H-RMN.

4. Evaluar la aplicabilidad del método con las caracteristicas de desempefio
mas convenientes para la cuantificacion de los metabolitos en orina

humana.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

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

Biolbgicas
Materiales

¢ Criocajas para tubos cénicos

e Crioviales de 1.8 mL, Corning Incorporated

e Espatulas

e Gradillas para tubos coénicos y tubos de RMN

e Matraces de aforacion Clase A de 1, 2 y 5 mL, Kimax

e Pipetas autométicas de 2-20, 20-200 y 100-1,000 pL, Thermo
Scientific,

e Pipetas Pasteur

e Pisetas

e Probeta de 25 mL, Sibata Scientific Technology

e Puntillas de 2-20, 20-200 y 100-1,000 pL, Corning Incorporated

e Tubos conicos de plastico de 1.5 mL y 2.0 mL, Eppendorf

e Tubos de RMN estandar de 5 mm x 7 pulgadas, Bruker
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Equipos

Reactivos

Vasos de precipitado de 50 mL, Pyrex

Agitador Voértex Maxi Mix Il modelo 37,600, Thermolyne

Balanza analitica modelo PA214C, Pioneer

Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear Avance Ill HD 400
MHz equipado con una sonda SP BBO de 5 mm con gradientes de
campo en Z, Bruker

Microcentrifuga, miniSpin plus

Microcentrifuga modelo D1008, DLAB

Potenciometro modelo Starter 3100, OHAUS

Sonicador modelo 1510, Branson

Acido glicdlico, 99.0%, Sigma

Acido hipdrico, 98.0%, Sigma

Agua bidestilada, Laboratorios Monterrey

Oxido de deuterio o agua deuterada (D20), 99.9% atomos de D, con
0.75% p/v de éacido 2, 2, 3, 3-tetradeutero-3-(trimetilsilil)-propionico
(TSP), Sigma

Citrato de sodio tribasico dihidratado, = 99.0%, Sigma

Creatinina, = 98.0%, Sigma
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e D-Glucosa, Sigma

¢ Dimetilamina HCI, 99.0%, Sigma

¢ Disoluciones para calibracion del potenciometro pH 4, 7 y 10.

e Fosfato de sodio dibasico dihidratado (Na2HPO4 - 2H20), 98.5 —
101.0%, Sigma.

e Fosfato de sodio monobdasico dihidratado (NaH2PO4 - 2H20), = 99.0%,
Sigma.

¢ Glicina, 2 98.5%, Sigma

e HCI12N

¢ Imidazol, grado estandar de referencia certificado, Sigma

e L-Alanina, = 99.5%, Sigma

e L-Glutamina, = 99.5%, Sigma

e L-Histidina, Jalmek

e Monohidrato de creatina, = 98.0%, Sigma

e NaOH, 98.4%, CTR Scientific

e N-0Oxido de trimetilamina (TMNO), 95.0%, Sigma

e Taurina, = 99.0%, Sigma

e Trigonelina HCI, Sigma

Programas de Computo

e Chenomx NMR Suite version 8.6

e Microsoft Excel versién 2114
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e MODDE version 13.0, Sartorius

e TopSpin version 3.6.2, Bruker

Muestras Bioldgicas

e Las muestras de orina utilizadas en este trabajo fueron colectadas
dentro del proyecto “Estudio del perfil metabdlico de la enfermedad
renal cronica asociada a diabetes mellitus tipo 2 como estrategia para
la identificacion de biomarcadores relacionados con la progresion” con
el niumero de registro HI19-00001, el cual fue aprobado por el Comité
de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de

Nuevo Leodn.

2.2 Seleccién de los Metabolitos a Cuantificar

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

realizd un proceso de seleccion que se dividio en 3 etapas:

a) Como primer filtro de seleccion, 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 realiz6 una busqueda
bibliografica de articulos en donde se reporta la cuantificacion 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
articulos y que, adicionalmente, cumplian con el requisito de la primera
etapa.

c) Finalmente, como tercer filtro, se consideraron los datos de cuantificacion
de metabolitos urinarios de trabajos experimentales realizados
previamente en el Departamento de Quimica Analitica (DQA) de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, por lo
gue se seleccionaron los metabolitos con mayor abundancia y alto
porcentaje de ocurrencia, y que ademas cumplian con el requisito

establecido en la segunda etapa.

2.3 Evaluacion de los Pardmetros de Adquisicion y Procesamiento

Para la evaluacién de los parametros de adquisicién y procesamiento, se
prepararon disoluciones de 10 analitos de prueba y del estandar interno de
imidazol. Para ello, se pesaron las cantidades de cada compuesto mostradas
en la tabla 1, y se disolvi6 cada uno de ellos con agua bidestilada. Para la
completa disolucion de la creatina, la glutamina y la taurina fue necesario
agregar HCI 12 N. En la tabla 1 se muestran los volimenes de disoluciones

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

disoluciones madre para las pruebas preliminares.

Compuesto Cantidad pesada | Volumen de aforo | Concentracion
(mg) (mL) (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 prepard una disolucion secundaria con los 7 metabolitos
menos abundantes (7MMA): creatina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, N-
oxido de trimetilamina (TMNO) y trigonelina. Para ello, se transfirieron 300 uL
de la disoluciéon madre de cada uno de los 7 metabolitos a un mismo matraz de
aforaciéon de 5 mL, y se llevé al aforo con agua bidestilada, generando una
disolucion secundaria de concentraciéon 25.00 mM para cada uno de estos

compuestos.

Ademés, se prepar6 una disolucion secundaria de citrato y glicina,

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

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

A partir de las disoluciones secundarias mencionadas, se construyé una
curva de calibracion preliminar para cada uno de los 10 metabolitos,

conformada por 5 niveles de concentracion, preparada por triplicado.

Para la preparacion de las disoluciones de trabajo, ademas, se empled
imidazol, con el objetivo de evaluar su utilizacion como estandar interno. La
concentracion final de imidazol en cada uno de los niveles fue de 4.00 mM.
Adicionalmente, para reducir la variabilidad por cambios de pH se afadié una
disolucion amortiguadora de fosfatos 1.00 M pH 7.4, de modo que la
concentraciéon final fue de 100.00 mM (dilucion 1:10). Se afiadi6 agua
deuterada, D20, a una concentracion final de 10.00% v/v, la cual contenia el
acido 2, 2, 3, 3-tetradeutero-3-(trimetilsilil)-propiénico (TSP), que se utilizé como
referencia de desplazamiento quimico. Finalmente, las disoluciones de trabajo
se llevaron a 2 mL de aforo. Las concentraciones de los distintos analitos en los

5 niveles de concentracidn se muestran en la tabla 2.

Una vez preparadas las disoluciones de trabajo, se utilizé un espectrometro
de RMN de 400 MHz de Bruker y se obtuvieron espectros de *H-RMN 1D
utilizando la secuencia NOESYPR1D para la supresion de la sefial del agua,
empleando los parametros de adquisicién que se presentan en la tabla 3, con

temperatura controlada de 25.0 °C.
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Tabla 2. Niveles de concentracion para la realizacion de las curvas de calibracién preliminares.

Concentracion de los distintos componentes

. Buffer de
Nivel de
» TMMA* Citrato Glicina Creatinina Imidazol D20 (% fosfatos
concentracion
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM) v/Iv) 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

* TMMA-= Creatina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, TMNO Yy trigonelina.
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Tabla 3. Parametros para la adquisicion de los espectros de *H-RMNc utilizando
la secuencia de pulsos NOESYPR1D.

Pardmetro de adquisicién Valor
Angulo de giro 90°
Tiempo de adquisicion (AQ) 5.45s
Numero de incrementos (NS) 32
Ventana espectral (SW) 15.02 ppm
Numero de puntos (TD) 65,536

Adicionalmente, se evaluaron distintos valores de la ganancia del receptor
(RG) vy la espera interpulso (D1) (tabla 4), empleando las disoluciones de los
niveles de concentracion 1y 5.

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

seleccién de parametros de adquisicion.

Experimento Valor de RG (dB) | Valor de D1 (s) Nivel de
concentracion
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 postadquisicion, en todos los espectros se
proces6 el FID utilizando una multiplicacion exponencial (EM) con factor de
ensanchamiento de linea (LB, line broadening) de 0.1 Hz, un ajuste de fase de
tipo manual, llevado a cabo con correccion de orden 0, y una correccion de la
linea base con el algoritmo ABSN. Finalmente, el espectro se calibré con la
sefal singulete del TSP, a un desplazamiento quimico de 0.00 ppm. Tanto el
procesamiento como el analisis de los espectros se realizaron con el software

TopSpin de Bruker.

2.4 Asignacion de las Sefales en los Espectros de RMN

La asignacion de las sefiales en los espectros de *H-RMN de los metabolitos
y del imidazol se realizé comparando distintos datos espectrales encontrados
en la HMDB (como son el desplazamiento quimico y la multiplicidad de las

sefales) con los obtenidos de forma experimental.

Asimismo, se consideraron los espectros de 'H-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 quimico y la multiplicidad.

Ademas, se utilizé la base de datos del programa Chenomx NMR Suite. En
este software, las sefiales a evaluar son comparadas con las sefiales de la base

de datos del programa. Para realizar la comparacion, se considera el intervalo
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de desplazamientos quimicos posibles para cada sefial, asi como su

multiplicidad.

Adicionalmente, se obtuvo el espectro de *C-RMN, asi como espectros 2D
(COSY, HSQC y TOCSY) para verificar la asignacion. Para ello, en el espectro
COSY, se verificé la correlacion *H — 'H a 2, 3 o0 4 enlaces de distancia; en el
espectro HSQC, se comprobd la correlacion *H — 3C a 1 enlace de distancia; v,
en el espectro TOCSY, se reviso la correlacion de los protones pertenecientes

al mismo sistema de espines.

Debido que algunos analitos presentan varias sefiales de resonancia, fue
necesario realizar una seleccion de las sefiales a evaluar tomando como
criterios de seleccion la aparente ausencia de traslape y la intensidad de la
sefial. De modo que se evalud una sefial por metabolito, excepto para el citrato
y la trigonelina, para los cuales se evaluaron 2 y 3 sefales, respectivamente,

debido a que estas sefiales cumplian con los criterios antes mencionados.

2.5 Determinacion de los Intervalos de Concentracidon de los Metabolitos

Para la determinacion de los intervalos de concentracién de los metabolitos
se consideraron los valores de concentracién reportados en distintos articulos
de cuantificacién relativa por RMN de metabolitos en orina de sujetos sanos,

ademas de los datos experimentales de cuantificacion 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, ademas de la busqueda en la literatura, se realizaron pruebas
de comparacién de los espectros obtenidos a partir de los niveles de las curvas
de calibracion preliminares y los obtenidos a partir de 3 muestras de orina de
sujetos sanos, con el fin de ajustar los limites inferiores de las curvas y

establecer los intervalos de concentracion definitivos.

Para la preparacion de las muestras se transfirieron 600 pL de la muestra,
100 pL de D20 y 100 pL de buffer de fosfatos 1.00 M pH= 7.4, a un matraz de
aforacion de 1 mL, y se llevo al aforo con agua bidestilada. Enseguida se
centrifugd la disolucibn generada durante 5 minutos, a 13,000 x g,
posteriormente, se tomo6 una alicuota de 700 pL que fue transferida al tubo de
RMN de 5 mm. Para la adquisiciéon y procesamiento de los espectros de 'H-
RMN se consideraron los mismos parametros mostrados en la seccion 2.3,

llevando a cabo un andlisis por triplicado.

2.6 Evaluacién del Imidazol como Estandar Interno

La evaluacion del imidazol para ser utilizado como estandar interno se llevo
a cabo mediante la adicién de una disolucibn madre de imidazol a 3 diferentes

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

factibilidad de que el imidazol sea empleado como estandar interno.

Para ello, se tomaron 1,400 pL de la muestra de orina, 100 pL de disolucion
madre de imidazol (para una concentracion final de imidazol de 4.00 mM), 200
pL de D20 y 200 pL 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 seccién anterior, e igualmente se
transfiri6 una alicuota de la muestra centrifugada al tubo de RMN, para la
posterior adquisicion y procesamiento de los espectros de ‘H-RMN, bajo las

condiciones descritas en el apartado 2.3.

2.7 Validacion del Método de H-RMNc

La validacién del método de 'H-RMNc se realiz6 siguiendo las pautas
marcadas por la Guia para el Desarrollo y Validacion de Métodos por RMN de
la Federacion Europea de Asociaciones Nacionales de Laboratorios de Ensayo,
Calibracién y Analisis (EUROLAB) (EUROLAB, 2014), y la guia de Validacion
de Métodos Bioanaliticos de la Administracion de Medicamentos y Alimentos

(FDA) (FDA & CDER, 2018).

En primera instancia se evalud la especificidad, y posteriormente, se evaluo
la siguiente serie de: linealidad, precision intradia, precision intermedia,
exactitud del sistema, limite de deteccion (LD), limite de cuantificacion (LC),

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

evaluaron a la par.

Para llevar a cabo este objetivo, todas las disoluciones analizadas fueron
preparadas a una concentracion 4.00 mM de imidazol (grado estandar de
referencia certificado), 10.00% v/v de D20 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 siguio
el procedimiento marcado en la seccion 2.5 para la disoluciéon de la mezcla de
orinas. Por otro lado, la adquisicién y procesamiento de los espectros de H-

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

2.7.1 Preparacion de las Disoluciones de Trabajo

En primer lugar, se prepararon 15 disoluciones madre correspondientes a los
14 metabolitos seleccionados para cuantificar (acido glicélico, acido hipurico,
alanina, citrato, creatina, creatinina, dimetilamina, glicina, glucosa, glutamina,
histidina, taurina, TMNO vy trigonelina) y al estandar interno de imidazol. Para
esto, se pesaron las cantidades mostradas en la tabla 5, y se disolvi6 cada
compuesto con agua bidestilada. Para favorecer la disoluciéon de la creatina, la
glutamina y la taurina se adicion6 HCI 12 N, y para disolver al acido hipurico se
agregd NaOH. En la tabla 5 ademas se muestran los volumenes de

disoluciones madre preparados y su concentracion.

51



Tabla 5. Cantidad pesada, volumen y concentracién de cada analito para la

preparacion de las distintas disoluciones madre.

Compuesto Cantidad pesada | Volumen de aforo | Concentracién
(mg) (mL) (mM)
Acido glicdlico 63.4 2.00 416.67
Acido hipurico 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 prepar6 una disolucién secundaria de acido glicdlico,
acido hiparico, alanina, creatina, dimetilamina, glucosa, glutamina, histidina,
taurina, TMNO Yy trigonelina, designados como metabolitos menos abundantes
(MMA). Para ello, se transfirieron 300 pL de la disolucion madre de cada uno de
estos metabolitos a un mismo matraz de aforacion de 5 mL, y se llevo al aforo
con agua bidestilada, de manera que se obtuvo una disolucién secundaria de

MMA en donde cada uno tiene una concentracion de 25.00 mM.
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Asimismo, se preparé una disolucibn secundaria de citrato y glicina,
transfiriendo 1 mL de las disoluciones madre de estos 2 compuestos a un
matraz de aforacion de 5 mL, y llevando al aforo con agua bidestilada,

obteniendo concentraciones de citrato y glicina de 66.67 mM.

Por ultimo, se prepararon 6 niveles de concentracion, por triplicado, para
construir las diferentes curvas de calibracién. En la tabla 6 se indican las

concentraciones correspondientes a cada nivel.

2.7.2 Evaluacion de la Especificidad de las Sefiales en la Mezcla de Analitos

La especificidad de las sefiales en la mezcla de los 14 metabolitos e imidazol
se evalud por medio de la adquisicién del espectro de 3C-RMN 1D, asi como
los experimentos 2D: COSY, HSQC y TOCSY. Para la obtencion de estos
espectros se utilizd una disolucion del nivel 6 de concentracion. El criterio para
la confirmacion de la especificidad correspondio a la ausencia de traslape de las

sefales de interés (EUROLAB, 2014).
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Tabla 6. Concentracion de las disoluciones para la realizacion de las curvas de calibracion.

Nivel de Concentracion de los distintos componentes
concentracion | MMA* (mM) Citrato y Creatinina Imidazol D20 (% viv) | Buffer de fosfatos
glicina (mM) (mM) (mM) 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= Acido glicolico, acido hipurico, alanina, creatina, dimetilamina, glucosa, glutamina, histidina, taurina,

TMNO vy trigonelina.
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2.7.3 Evaluacion de la Linealidad

Para la evaluacion de la linealidad, a partir de los datos obtenidos por
integracion manual de las sefiales de los metabolitos (con el programa
TopSpin), se construyeron las curvas de calibraciéon de los 14 metabolitos

empleando:

a) El método de estandar externo (EE), graficando el area de la sefal en
funcion de la concentracion.
b) El método de estandar interno (El), graficando la relacion de é&reas

metabolito/imidazol en funciéon de la concentracion.

En el caso particular de la glucosa, para las curvas de calibracion se
considero la suma de las areas correspondientes a las 2 sefiales generadas a
partir del proton enlazado al carbono anomérico (4.65 y 5.24 ppm). Por otra
parte, la Unica sefial factible de evaluacion para la taurina (3.42 ppm) presenté
un problema de traslape, y por ello se recurrio al proceso de deconvolucién
utilizando el algoritmo disponible en el programa TopSpin. Mediante este
procedimiento se determind la contribucion de la taurina en el conjunto total de
sefales, y una vez obtenido el valor del area correspondiente, se realizaron las

curvas de calibracion para este compuesto.

Para evaluar la linealidad se llevo a cabo un andlisis de regresion por ambos
métodos de calibracion y se evalud si el aspecto de las curvas de calibracién
generadas era lineal, la distribucion de los residuales en el gréfico de los

mismos, el coeficiente de determinacién (R?) y el %DER de los factores de
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respuesta (FR), considerando en este Ultimo caso los 18 replicados de las

curvas (ICH, 1995).

2.7.4 Evaluacion de la Precisién

La precision intradia se evalu6 a través del célculo del %DER de las areas
(EE) y las relaciones de areas obtenidas (El) para los niveles 1, 3 y 6 de
concentracién, mediante la ecuacién 1, en donde el término s corresponde a la
desviacion estandar, en tanto que x corresponde al promedio (ICH, 1995; Miller
JN & Miller JC, 2002).

S
%DER = (;) (100) )

Para evaluar la precision intermedia se calculd el %DER (ecuacion 1) de las
areas (EE) y las relaciones de areas (EIl) correspondientes a los niveles 1, 3y 6
de concentracion, realizados a partir de disoluciones madre preparadas de

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

2.7.5 Evaluacion de la Exactitud del Sistema

La evaluacién de la exactitud del sistema se realiz6 por medio del célculo del
% de error, de acuerdo con la ecuacién 2, para 3 niveles de concentracion

nuevos, dentro de los intervalos de concentracion establecidos para las curvas
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de calibracién, los cuales fueron preparados de manera independiente, en dias

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

Concentraciéon calculada — Concentracion real

% de error = (

)(100) @

Concentracién real

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

para la evaluacion de la exactitud del sistema.

2.7.6 Determinacion del Limite de Deteccién y del Limite de cuantificacién

Para determinar los limites de deteccién (LD) y los limites de cuantificacion
(LC) se prepararon 6 disoluciones adicionales (0.10, 0.05, 0.04, 0.03, 0.02 y
0.01 mM), a partir de una disolucién a una concentracion de 0.20 mM para cada
uno de los 14 metabolitos. Esta disolucion terciaria fue preparada a partir de 40
pL de disolucion secundaria de MMA, 15 pL de disolucion secundaria de citrato
y glicina, y 10 pL de disolucion madre de creatinina, a un volumen de aforo de 5

mL.

Una vez adquiridos todos los espectros de 'H-RMN, se determiné el LD de
cada metabolito, el cual correspondié a la minima concentracion de analito que
permitié el reconocimiento del patréon de sefiales sin ninguna ambigiedad
(EUROLAB, 2014). Cabe aclarar que este método de determinacion visual

depende del criterio del analista.
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Tabla 7. Concentracion de las disoluciones para la evaluaciéon de la exactitud del sistema.

Nivel de Concentracion de los distintos componentes
concentracion | MMA* (mM) Citrato y Creatinina Imidazol D20 (% viv) Buffer de
glicina (mM) (mM) (mM) 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= Acido glicélico, acido hipurico, alanina, creatina, dimetilamina, glucosa, glutamina, histidina, taurina,

TMNO vy trigonelina.

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

la exactitud del sistema.
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Por otro lado, se determind también el LC para cada metabolito, el cual
correspondio a la minima concentracién de analito que arrojé valores de %DER
y % de error aceptables, considerando para estos calculos las concentraciones
obtenidas mediante el empleo de las ecuaciones de regresioén obtenidas (tanto

por EE como por El) (EUROLAB, 2014; Godecke et al., 2013; ICH, 1995).

2.7.7 Evaluacion de la Exactitud del Método

La evaluacién de la exactitud del método se realizé por medio de la adicién a
una mezcla (o “pool”) de muestras de orina. De manera inicial, se preparo la
mezcla en cuestion, conformada por volimenes iguales de 3 muestras de orina
de sujetos sanos. Una vez obtenida la mezcla, se transfiri6 1 mL de la misma a
un matraz de aforacion de 2 mL, asi como las cantidades de disolucion madre
de imidazol, D20 y buffer de fosfatos 1.00 M pH= 7.4 requeridas (para una
concentraciéon final de 4.00 mM para el imidazol, 10.00% v/v para el D20, y
100.00 mM para el buffer de fosfatos), y se llevé al aforo con agua bidestilada.
Posteriormente, se adquirié por triplicado el espectro de *H-RMN de la mezcla
de orinas, con el fin de calcular la concentracion de todos los metabolitos, y con
base en ello, se calcul6 la cantidad de cada estandar que seria afadida al

I(pooli’.

Para la adicion de los metabolitos a la mezcla de muestras, se partié de la

disolucion secundaria de MMA 25.00 mM, preparada tal cual se describe en la
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seccion 2.7.1, asi como de una disolucion secundaria 125.00 mM de citrato y
glicina y una disolucion madre 467.00 mM de creatinina. La adicidn se realiz6 a
3 niveles de concentracion y por triplicado. Las concentraciones afadidas se

muestran en la tabla 8.

Posterior a la adicion de la mezcla de muestras, se adquirieron los espectros
de 'H-RMN correspondientes y se calcul6 el % de recuperacion (ecuacion 3),
tomando en cuenta para ello las respuestas (o areas) observadas y esperadas,
para cada uno de los 3 niveles, y para cada metabolito (ICH, 1995); (Calderén
Tobar et al., 2014); (Tiossi et al., 2012). Ademas de ello, se calcul6 el %DER de
las respuestas obtenidas en los 3 niveles. Tanto para el % de recuperacion
como para el %DER se calcul6 el promedio de los resultados obtenidos en los 3

niveles de adicion.

Respuesta obervada) (100)

0% de recuperacion = (
0 p Respuesta esperada

®3)

60



Tabla 8. Concentracion de las disoluciones para la evaluacién de la exactitud del método.

Nivel de Concentracion de los distintos componentes
adicién MMA* (mM) Citrato y Creatinina Imidazol D20 (% viv) Buffer de
glicina (mM) (mM) (mM) fosfatos pH=
7.4 (MM)
Al** 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= Acido glicélico, acido hipurico, alanina, creatina, dimetilamina, glucosa, glutamina, histidina, taurina,
TMNO vy trigonelina.

** La letra “A” designa los niveles de adicion, para la evaluacion de la exactitud del método.
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2.7.8 Evaluacion de la Robustez

Para la evaluacion de la robustez se generé un disefio de experimentos
(DOE, design of experiments) de tipo factorial completo, a 2 niveles, empleando
el programa MODDE version 13.0. El disefio consisti6 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 estandar.

Los factores estudiados fueron los microlitros de buffer de fosfato afiadidos
(UL de buffer), la temperatura de la muestra durante la adquisicion y la espera
interpulso (D1). Cabe mencionar que los pL de buffer hacen referencia a la
cantidad afiadida del par acido-base y no producen ningun efecto de dilucion,

ya que se llevé al mismo volumen de aforo.

Las respuestas involucradas correspondieron al area de la sefal de la
alanina en 1.48 ppm, representativa de la region alifatica, el area de la sefial 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 area
de la sefal de la trigonelina en 8.84 ppm, representativa de la zona aromatica

del espectro.

Las disoluciones analizadas correspondieron al nivel 3 de la curva de
calibracion, 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 adicion de imidazol y modificando el volumen de buffer afiadido,
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segun 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 disefio de experimentos que se desarrollo.

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

Factor Nivel bajo Nivel original Nivel alto
uL de buffer 198 200 202
Temperatura (°C) 24.8 25.0 25.2
D1 (s) 9 10 11

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

NUumero de Orden de uL de buffer | Temperatura D1 (s)

experimento | realizacion (°C)
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 integré la sefial de la alanina, la de la creatina y la de la

trigonelina. Posteriormente, las areas obtenidas fueron empleadas para la
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generacion de 3 modelos distintos, y se evaluoé la siguiente serie de parametros

(Umetrics AB, 2000):

e Coeficiente de determinacion (R?)
e Bondad de prediccion (Q?)
e Significancia de la regresion (ANOVA)

e Gréfico de coeficientes

2.8 Evaluacioén del Efecto Matriz

La evaluacion del efecto matriz se llevd a cabo mediante el método de
adicion estandar. Para ello, se realiz6 una mezcla de muestras de orina (tal
como se describe en la seccion 2.7.7) y se adicionaron 5 diferentes niveles de
concentracion de estandar, utilizando las disoluciones secundarias y madre
destinadas para la evaluacion de la exactitud del método. Los 5 niveles de
concentracion afiadidos para evaluar el efecto matriz se presentan en la tabla

11.

Posterior a la adicion de las 5 concentraciones, se adquirieron por triplicado
los espectros de 'H-RMN tanto de la mezcla sin adicién como de los 5 niveles
de adicion, y a partir de ello, se construyeron las curvas de calibracion por
adicion estandar correspondientes a los 14 metabolitos, graficando el area

obtenida en funcion de la concentracion de estandar afadido.
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Tabla 11. Concentracion de las disoluciones para la evaluacion del efecto matriz.

Nivel de adicion

Concentracion de los distintos componentes

MMA* (mM) Citrato y glicina | Creatinina (mM) D20 (% viv) Buffer de
(mM) 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
AES 2.00 10.00 14.00 10.00 100.00
AE6 2.00 12.50 17.50 10.00 100.00

* MMA= Acido glicélico, acido hipurico, alanina, creatina, dimetilamina, glucosa, glutamina, histidina, taurina,

TMNO vy trigonelina.

** Las letras “AE” designan los niveles de adicién de estandar para la evaluacion del efecto matriz.
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Una vez obtenidas todas las curvas, se calcul6 el % de efecto matriz (%EM),
mediante el empleo de la ecuacién 4, en la cual S corresponde a la pendiente

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

% EM = (S curva por adicién estandar . 1) (100)

(4)

S curva por estandar externo

2.9 Aplicacién del Método al Andlisis de Muestras de Orina

Finalmente, se aplico el método desarrollado y validado al andlisis de 3
muestras individuales de orina de sujetos sanos. El andlisis se realiz6 por
triplicado. Las muestras de orina fueron colectadas a través del proyecto de
investigaciéon con numero de registro HI19-00001, el cual fue aprobado por el
Comité de Etica de la Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn. Los individuos en cuestion fueron valorados por medio de una entrevista
clinica y diferentes estudios de laboratorio de rutina, para ser designados dentro

de la categoria de sujetos sanos.

Las muestras fueron procesadas conforme a lo indicado en el apartado 2.5y
se calculd la concentracion para cada metabolito, por medio de la ecuacién de
la recta obtenida por calibracion externa. Adicionalmente, se calcularon los
%DER considerando las respuestas de los metabolitos, tomando como criterio

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

RESULTADOS

3.1 Seleccién de los Metabolitos a Cuantificar

Como resultado de la primera etapa de selecciéon 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

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

En la segunda etapa de seleccién, se definieron cuéles de los 92 metabolitos
preseleccionados en la primera etapa fueron incluidos en el 50% o mas de una
seleccion de articulos de metabolomica de orina basada en RMN, en los que se
reportaron datos de cuantificacion 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 articulos que se consultaron para realizar dicha seleccion.
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Tabla 12. Listado de los 92 metabolitos incluidos en la primera etapa de seleccion.

Metabolito Valores Metabolito Valores Metabolito Valores Metabolito Valores
de ref. de ref. de ref. de ref.
(UM/mM (uM/mM (MM/mM (UM/mM
creat.) creat.) creat.) creat.)
1-Metilhistidina 15.9 2-Furoailglicina 10.0 3-Metilhistidina 15.1 3-Metilxantina 4.0
Acetil-L-carnitina 1.9 Acetona 2.2 Acido 2- 2.6 Acido 2-hidroxi-3- -
cetobutirico metilpentanoico
Acido 2- 33.0 Acido 3- 2.9- Acido 3- 8.5 Acido 4- 25.0
hidroxiglutarico aminoisobutanoico | 116.4 hidroxiisovalérico desoxitrednico
Acido 4- 3.3 Acido 4- 0.0 - Acido acético 45.3 Acido 33.0
hidroxibutirico hidroxihiparico 14.0 acetoacético
Acido alfa- 3.8 Acido cis-aconitico | 13.0 Acido citrico 242.0 Acido férmico 20.4
hidroxiisobutirico
Acido glicérico 4.5 Acido glicélico 35.0 Acido gluconico - Acido 89.0
guanidoacético
Acido hipurico 257.0 Acido 4.9 Acido indolacético 2.0 Acido L- 10.0
homovanilico glutamico
Acido L-lactico 12.3 Acido 2.3 Acido N- 4.7 Acido N- 8.6
metilsuccinico acetilaspartico acetilneuraminico
Acido oxoglutarico 3.0 Acido pantoténico 2.7 Acido p- 9.7 Acido 28.8
hidroxifenilacético piroglutamico
Acido piravico 2.1 Acido quinolinico 2.5 Acido treénico 10.0 Alantoina 19.7
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Anserina 16.2 Arabinitol 19.3 Betaina 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 4.6 Dimetilarginina 3.7
asimeétrica simétrica
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 - Indoxil sulfato 19.7 L-Alanina 22.0 L-Arabinosa 8.8
54.9
L-Carnitina 5.7 L-Cisteina 334 L-Cistina 9.0 L-Fenilalanina 4.5
L-Glutamina 33.3 L-Histidina 60.8 L-Isoleucina 1.6 L-Leucina 25
L-Lisina 18.0 L-Serina 26.0 L-Tirosina 8.8 L-Treonina 52—
24.6
L-Trip6fano 25— L-Valina 3.0 Metanol - Metilamina 10.5
294
Mioinositol 18.8 Pirocatecol 6.0 Prolina-betaina 12.7 Propilenglicol -
Pseudouridina 26.0 Sacarosa 7.1 Sorbitol 35 Taurina 4.0 -
160.0
TMNO 118.7 Trigonelina 16.0 Uracilo 12.0 Urea 22,566.0

* La concentracion de la creatinina esta expresada en pM.
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Tabla 13. Listado de metabolitos incluidos en la segunda etapa de seleccion, a partir de su identificacion en la

orina de sujetos sanos en distintos articulos de metabolémica de orina por *H-RMN.

Metabolito Articulo
Saude et | Shaykhutdinov Da Pietzner | Cassiéde | Wojtowicz | Silvaet | Tynkkynen
al., 2007 et al., 2009 Silva et et al., et al., etal., 2017 | al., 2019 | et al., 2019
al., 2013 2015 2017
Acetona v v v
Acido 3- v v v v v
hidroxiisovalérico
Acido acético N4
Acido alfa- v v
hidroxiisobutirico
Acido cis- v v v v
aconitico
Acido citrico v v v v v v v v
Acido férmico v v v v v v v
Acido hiparico v v v v v v v
Acido L-lactico v v v v v v v
Acido p- v v v v v v
hidroxifenilacético
Betaina
Creatina v v v v
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En la tercera y Ultima etapa de seleccion de metabolitos, se consideraron los
resultados de cuantificacion 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 cuantificacién por 'H-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 cuantificacion por RMN.

Metabolito Concentracién % de Estructura quimica
relativa (mM) ocurrencia
Creatinina 13.31 100 HCL
N
Al
N NH
Glicina 2.86 100 O
OH
Citrato 2.80 100 © OH
0 0
HO OH
OH
Acido hipurico 1.33 100 o
OH
N/ﬁ_r
H
(0]
Acido glicélico 0.87 100 O
Ao
HO
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L-Glutamina 0.81 100 0 0
NH2
Taurina 0.78 80 o 0O
\\S//
Ho”~ \/\NHQ
L-Histidina 0.78 90 0
NH
< I OH
\N NH,
TMNO 0.51 100 C|7H3
O—N-—CH,
CHy
D-Glucosa 0.44 90 0 OH
HO
HOW "/oH
OH
Dimetilamina 0.42 100 H
PN
H,C CH,
L-Alanina 0.37 100 O
HO Y
NH,
Creatina 0.33 50 NH
e o
HN T
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Trigonelina 0.17 100 CH,

O,  Z

Asimismo, se propuso el imidazol (figura 8) como estandar interno, puesto
que cumple con los requisitos establecidos por la EUROLAB, para métodos de

1H-RMNc (EUROLAB, 2014).

= L

\

N

Figura 8. Estructura quimica del imidazol.

3.2 Evaluacion de los Parametros de Adquisicion y Procesamiento

3.2.1 Evaluacion de la Ganancia del Receptor

Para establecer un valor de RG éptimo para la obtencion de los espectros de
'H-RMN, se obtuvieron los espectros con los dos valores de ganancia

considerados (RG= 114 y RG=64), utilizando una disolucion de la mezcla de
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metabolitos a concentracién 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.

[ren

1.0

0.8

T
08

Figura 9. Espectros de *H-RMN adquiridos con distintos valores de ganancia, a
partir del nivel mas bajo de concentracion. El espectro en azul corresponde a un

RG= 114y 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 disolucion 5.00 mM de los 7MMA, 12.87 mM de
citrato, 15.00 mM de glicina y 30.00 mM de creatinina. Aqui, 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 opto por seleccionar el valor de RG= 64
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para la obtencién de los espectros de *H-RMNc para el desarrollo del método,
ya que con este valor se evita la saturacion de la sefial en el detector y se

reduce la posibilidad de generar distorsiones en la linea base de las sefiales.

[rel]

e e R ! . e R R
12 10 8 8 4 2 [ [ppm]

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

a partir del nivel mas alto de concentracion.

3.2.2 Evaluacion de la Espera Interpulso (D1)

Los espectros empleados para la evaluacién de la espera interpulso, se
adquirieron a partir de la disolucién con menor concentracién, utilizando valores
de D1 de 5, 10 sy 15 s. En la figura 11 se muestra una sefial aromatica,
representativa del espectro. Aqui, 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=15s.
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Figura 11. Sefial representativa del espectro de *H-RMN, adquirido con distintos

valores de D1.

En dicha figura, se observa con claridad que el valor de D1 mas corto genera
una sefial menos intensa. Mientras que con valores de D1 de 10 sy 15 s los
espectros son de intensidad muy similar. Se seleccion6 el valor de D1 de 10 s
porque la intensidad de la sefial es muy similar a la de 15 s, y porque reduce el

tiempo de obtencidn de cada espectro.

3.2.3 Evaluacion del Tiempo de Adquisicion

De manera adicional, se evalud el tiempo de adquisicién utilizado para la
obtencion de los diferentes espectros. Se encontrd6 que con un tiempo de

adquisicion de 5.45 s se tiene una relajacion completa de la sefal del FID, por
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lo que se considera un valor adecuado. En la figura 12 se presenta el grafico del
FID para el nivel més alto de concentracion en donde se observa el completo

decaimiento de la sefal al paso de 5.45 s.
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Figura 12. Grafico del FID obtenido a partir del nivel mas alto de concentracion.

3.2.4 Evaluacioén de los Parametros de Procesamiento

Para la evaluacién de los pardmetros de procesamiento se siguieron las
recomendaciones de Gédecke y colaboradores (2013) en cuanto a funciones de
ventana, ajuste de fase y correccién de la linea base mostradas en el apartado
2.3: multiplicacion exponencial con factor de LB= 0.1 Hz, ajuste de fase manual
con correccion de orden 0, y correccion de la linea base con el comando ABSN.
A este respecto, se considero la intensidad y la resolucion de los analitos, asi
como el aspecto de la linea base del espectro, para corroborar que las
condiciones elegidas fueran satisfactorias. Lo anterior se confirmé al obtener el

espectro de los 14 metabolitos y el estandar interno de imidazol (figura 13).
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Figura 13. Espectro de *H-RMN de los 14 metabolitos seleccionados para el

analisis y el estandar interno (imidazol). * Sefial residual del agua a 4.70 ppm.

En la figura 13 se muestra el desplazamiento quimico de las sefiales
factibles a evaluacion para cada uno de los metabolitos y el imidazol. Se puede
observar que la mayoria de los analitos cuentan con al menos una sefial factible
de ser evaluada. Para todos ellos se seleccioné una sefial para evaluacion,
excepto para el citrato y la trigonelina, para los cuales se seleccionaron 2 y 3
sefiales para la evaluacién, respectivamente. Asimismo, para la glucosa se

considero6 la suma de las 2 sefales indicadas en el espectro (en 5.24 y 4.65

ppm).
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3.3 Asignacién de las Sefiales en los Espectros de RMN

La asignacion de las sefiales mostradas en el espectro de los 14 metabolitos
y el imidazol se realiz6 considerando diferentes datos espectrales de la HMDB
(desplazamiento quimico y la multiplicidad de las sefiales). Ademas, se tomaron
en cuenta los espectros de 'H-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 quimicos encontrados en la
HMDB y experimentalmente (tanto de forma individual como en la mezcla), asi

como la multiplicidad de las sefiales correspondientes.

En la tabla se puede observar que la maxima diferencia de desplazamientos
encontrada fue de 0.03 ppm, considerando los datos obtenidos en este trabajo y
los presentados en la HMDB. La excepcion es para la dimetilamina, en cuyo

caso se encontro una diferencia de 0.22 ppm.

Asimismo, en la tabla es posible apreciar que las diferencias encontradas en
los valores de & no fueron mayores a 0.02 ppm, tomando en cuenta los

resultados de este trabajo y los obtenidos para los estandares individuales.

80



Tabla 15. Desplazamiento quimico y multiplicidad de las sefiales de los

metabolitos y el estandar interno.

Analito denla denel denla Multiplicidad
HMDB (ppm) estandar mezcla
individual (ppm)
(ppm)

Acido glicélico 3.93 - 3.95 S
Acido hipurico 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
4.43 4.44 4.44 S
Trigonelina 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 corroboré la asignaciéon empleando la base de datos del

programa Chenomx NMR Suite, y mediante la obtencién del espectro de 3C-
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RMN 1D, asi como espectros 2D (COSY, HSQC y TOCSY). En conjunto, los
datos de los espectros bidimensionales permitieron identificar sin ambigledad
las sefiales de cada uno de los metabolitos en la mezcla. El espectro HSQC se
muestra en la figura 16 (seccién 3.6), mientras que el espectro de 3C-RMN, el

COSY y el TOCSY se presentan en el apéndice A.

3.4 Determinacion de los Intervalos de Concentracion de los Metabolitos

Los intervalos de concentracion para las pruebas preliminares se
determinaron con base en los datos de concentracion relativa obtenidos a partir
de distintos trabajos de RMNc aplicada a metabolomica de orina de sujetos
sanos. En la tabla 16 se indican las concentraciones medias, minimas y
maximas, expresadas en mM, encontradas en los trabajos consultados.

Con base en los resultados obtenidos en este punto, se selecciond un
intervalo de concentracion 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 realizé un anadlisis de 3 muestras de orina de sujetos
sanos, y se compararon las sefales de estas muestras con las sefiales de los

niveles inferior y superior de las curvas.
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Tabla 16. Concentraciones reportadas de los metabolitos en distintos trabajos de metabolémica.

Trabajo
Saude et al., 2007 Shaykhutdinov Proyecto HI19-00001 del DQA
et al., 2009 (2019 - 2021)
Metabolito Concentracion | Concentracion Concentracion | Concentracion | Concentracion
media (mM) minima/maxima media (mM) media (mM) minima/méxima
(mM) (mM)

Acido glicélico - - - 0.87 0.05-3.12
Acido hipurico 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
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A manera de ejemplo, la figura 14 muestra las sefales del TMNO de la
muestra 1 (azul), la muestra 2 (rojo), la muestra 3 (verde), el nivel de
concentraciéon inferior (morado) y el nivel de concentracion superior (amarillo).
En ella, se puede ver que tanto la sefial de la muestra 2 como la sefal de la
muestra 3 poseen menor intensidad que la sefial del nivel de concentracion
inferior (0.50 mM para TMNO), y, por lo tanto, la concentracion de dicho
metabolito es menor a 0.50 mM en estas muestras.Una situacion similar ocurrié
en el caso de la creatina, la glucosa y la trigonelina, y por esta razén se decidi6é
cambiar el nivel inferior de todas las curvas a una concentracion de 0.20 mM.
De este modo, el intervalo de concentracion final correspondié 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.

[rel]

2.0

- o

329 3.28 327 3.26 3.25 [ppm]

Figura 14 Comparacion de las sefiales de TMNO de 3 muestras de orina (azul
rojo, verde) y de los niveles de concentracion inferior (morado) y superior

(amarillo) de las curvas de calibracién preliminares.

Cabe mencionar que la concentracion del imidazol se establecié en 4.00

mM, para que la sefial propia de este compuesto fuera comparable en
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intensidad con las sefiales de los metabolitos, a todos los niveles de

concentracion de las curvas.

3.5 Evaluacién del Imidazol como Estandar Interno

Los espectros de una muestra de orina representativa con (azul) y sin
adicién (rojo) de estandar de imidazol son mostrados en la figura 15. En la
figura se puede observar que la sefal del imidazol aparece en la region
aromatica del espectro, alrededor de 7.39 ppm para esta muestra en patrticular,
Ademas, se puede ver que en ausencia del imidazol no aparece ninguna sefial
cerca de la zona en cuestién. Por lo anterior, se concluyd que el imidazol no se
traslapa con las sefiales de los metabolitos urinarios, y por lo mismo, es factible

que pueda ser empleado como estandar interno.

1.0 [rel]

0.8

0.6

0.4

7.44 7.42 7.40 7.38 7.36 734 [ppm]

Figura 15. Sefial del imidazol en la regién aromatica del espectro de 'H-RMN de
una muestra de orina de un sujeto sano adicionada con el estandar
correspondiente (azul). En el espectro original (rojo) de la muestra de orina no

se observa ninguna sefal en esta region.
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3.6 Evaluacién de la Especificidad de las Sefiales en la Mezcla de Analitos

La especificidad de las sefiales en la mezcla de metabolitos e imidazol se
confirmé mediante la adquisicion del espectro de 3C-RMN 1D vy los espectros
2D: COSY, HSQC y TOCSY, de acuerdo con el procedimiento sugerido por
Godecke y colaboradores (2013). Las sefiales de correlacion en los espectros
bidimensionales, la medicion de constantes de acoplamiento y la integracion de
las sefales permitieron identificar sin ambigledad cada una de las sefales

utilizadas para la cuantificacion de los distintos metabolitos.

En la figura 16, se muestra como ejemplo la correlacion de las sefiales de la
glicina en el espectro HSQC. Las flechas en la figura indican los ndcleos de H
y 3C unidos a un enlace de distancia, asi, la sefial singulete de los 2 protones
del grupo metileno a 3.57 ppm (sefial Gnica), se encuentra correlacionada con la
sefal del carbono del mismo grupo metileno a 44.47 ppm (ver tabla 14 para la
estructura quimica 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 estandar
interno (imidazol). Se indica la sefial que muestra la correlacién *H — 3C en la

glicina.

3.7 Validacion del Método de *H-RMNc por Estandar Externo

Después de obtener y procesar los espectros de 'H-RMN, las sefiales de
cuantificacion de cada metabolito, asi como del imidazol, fueron integradas
manualmente y se obtuvieron los valores del &rea. A continuacion, se realizaron

las curvas de calibracion por estandar externo, y, se evalué y/o determiné la
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linealidad, la precision intradia, la precision intermedia, la exactitud del sistema,
los limites de deteccion, los limites de cuantificacion, la exactitud del método y

la robustez.

3.7.1 Evaluacion de la Linealidad

Para la evaluacion de la linealidad se realizé el analisis de regresion
pertinente considerando la siguiente serie de parametros: aspecto lineal de las

curvas, distribucién de los residuales, R? y %DER de FR.

A continuacién, se ejemplifica con los resultados obtenidos para la alanina.
La figura 17 muestra la curva de calibracion 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 gréafico de residuales de la alanina, el cual
muestra una distribucion aleatoria (esta tendencia fue similar en el resto de los
gréaficos de residuales). Las curvas de calibracion y de los graficos de residuales

restantes son mostrados en el apéndice B.

88



Curva de Calibraciéon de la Alanina
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Figura 17. Curva de calibracion de la alanina por estandar externo.

Gréfico de Residuales de la Alanina
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Figura 18. Gréfico de residuales para la curva de calibracion de la alanina por

estandar externo.
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En la tabla 17 se presentan los valores de R? y %DER de FR obtenidos para

los 14 metabolitos.

Tabla 17. Valores de R? y %DER de FR obtenidos para cada uno de los 14

metabolitos por el método de estandar externo.

Metabolito Intervalo de R? %DER de FR
concentracion (n=18)*
(mM)

Acido glicélico 0.20 - 5.00 0.9996 4.76
Acido hiparico 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 calcul6 considerando los 18 replicados de las curvas.
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3.7.2 Evaluacion de la Precision

Para la evaluaciéon de la precision intradia se calculo el %DER de las
respuestas para los niveles 1, 3y 6 de las curvas. Los resultados en cuestidon se
muestran en la tabla 18.

Tabla 18. %DER para la evaluacion de la precision intradia por el método de

estandar externo.

Metabolito %DER
Nivel 1 (n=3) Nivel 3 (n=23) Nivel 6 (n=3)

Acido glicélico 1.60 0.11 0.67
Acido hipdrico 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 precision intermedia, se determin6 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 dias no consecutivos. Los
resultados correspondientes se indican en la tabla 19.

Tabla 19. %DER para la evaluacion de la precision intermedia por el método de

estandar externo.

Metabolito %DER
Nivel 1 (n=9) Nivel 3 (n=9) Nivel 6 (n=9)

Acido glicélico 1.65 1.15 0.99
Acido hipdrico 1.54 1.02 0.90
Alanina 0.95 0.87 0.59
Citrato (2.54 ppm) 291 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 2.48 241 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 Evaluacion de la Exactitud del Sistema

La evaluacion del sistema se llevé a cabo mediante el calculo del porcentaje
de error para 3 niveles de concentracion adicionales (distintos a los empleados
para la construccion de las curvas, pero dentro del intervalo de concentracion).

Los resultados pertinentes se indican en la tabla 20.

3.7.4 Determinacion del Limite de Deteccion y del Limite de Cuantificacion

Para realizar la determinacion tanto del limite de deteccion como del limite
de cuantificacién, 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 *H-RMN fueron adquiridos, se determiné el LD
de cada metabolito, definido como la minima concentracion del compuesto que
permitiera reconocer el patron de sefiales caracteristico sin ninguna

ambiguedad.

Un ejemplo ilustrativo del procedimiento seguido para la determinacién del LD
se presenta para la alanina. La figura 19 muestra la superposicion de las
sefiales de este metabolito, a las concentraciones empleadas para la
determinacion del limite de deteccién. Como se puede observar en la figura, la
minima concentracion a la cual es posible distinguir el doblete sin ninguna

ambigledad 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 evaluacion de la exactitud del sistema

por el método de estandar externo.

Metabolito % error
Nivel E1* (n= 3) Nivel E2 (n=3) Nivel E3 (n=3)

Acido glicolico 4.53 1.15 1.16
Acido hipdrico 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

calibracion), para la evaluacion de la exactitud del sistema.
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Figura 19. Sefial de la alanina a las concentraciones empleadas para la

determinacion del limite de deteccién por el método visual.

Tabla 21. Limite de deteccion de los metabolitos cuantificados por RMN.

Metabolito LD (mM)
Acido glicélico 0.02
Acido hiparico 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 limites de cuantificacion se determinaron de manera
independiente a los limites de deteccion. Para ello, se calculo 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. EI LC
correspondio a la minima concentracion que present6 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, asi como el %DER y el % de error

encontrados a la concentracion correspondiente.

3.7.5 Evaluacion de la Exactitud del Método

Para la evaluacién de la exactitud, se preparé una mezcla de 3 muestras de
orina de sujetos sanos, y la misma se adiciond a 3 niveles de concentracion.
Posteriormente se calculd el porcentaje de recuperacion y el %DER de las

respuestas para cada nivel, y se obtuvo el promedio de ambos parametros.

Los resultados del % de recuperacion para la evaluacion de la exactitud del
método son mostrados en la tabla 23. Ademas, se presentan los %DER

obtenidos para cada metabolito.
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Tabla 22. Limites de cuantificacion encontrados por el método de estandar

externo.

Metabolito LC (mM) %DER (n=3) % de error (n=3)
Acido glicolico 0.20 1.17 19.52
Acido hiptrico 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 recuperacion de las sefiales a 4.44 y 9.13

ppm para la trigonelina no fue calculado, pues la intensidad de estas sefales en

la mezcla de muestras fue menor a la intensidad de la sefial establecida como

el LC, para ambos casos.




Tabla 23. Porcentajes de recuperacion para la evaluacion de la exactitud del

método de estandar externo.

Metabolito % de recuperacion %DER (n=9)
Acido glicélico 97.52 1.30
Acido hiparico 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 Evaluacion de la Robustez

Para llevar a cabo la evaluacion de la robustez se generd un disefio de
experimentos. Los resultados estadisticos (coeficientes de R? y Q?, significancia
de la regresion (ANOVA) y gréfico de coeficientes) del efecto de los factores

investigados (puL de buffer afadidos a las disoluciones de trabajo, la
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temperatura de adquisicion 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 evaluacion de la robustez por el método de estdndar

externo.
Parametro Resultado

Alanina (1.48 Creatina (3.93 Trigonelina (8.84

ppm) ppm) ppm)

R’ 0.722 0.602 0.931

Q° -2.538 -1.627 0.908

ANOVA p=0.309 p=0.521 p=0.026
Presencia de
Gréfico de Ausencia de Ausencia de significancia para
coeficientes significancia significancia el coeficiente del
D1

En la figura 20 se muestra el diagrama de coeficientes obtenido para la

trigonelina. En €l se puede observar que el coeficiente de la espera interpulso

es estadisticamente significativo, indicando que este factor tiene efecto en la

respuesta de la trigonelina al variar su magnitud. Asi, 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 graficos obtenidos se presentan en

el apéndice D.
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Figura 20. Gréfico de coeficientes para la trigonelina en funcion de las distintas
variables.

3.8 Validacion del Método de H-RMNc por Estandar Interno

3.8.1 Evaluacion de la Linealidad

En la figura 21 se presenta la curva de calibracion de la alanina, como
ejemplo representativo de los diferentes analitos, cuyo aspecto es lineal. El
grafico de residuales de la alanina se muestra en la figura 22. Aqui, la
distribucion de los residuales es aleatoria (esta tendencia fue similar que para el

resto de los metabolitos). Las curvas de calibracién y graficos de residuales se

presentan en el apéndice C.
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Curva de Calibraciéon de la Alanina
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Figura 21. Curva de calibracion de la alanina por estandar interno.

Grafico de Residuales de la Alanina
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Figura 22. Gréfico de residuales para la curva de calibracién de la alanina por

estandar interno.
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En la tabla 25 se muestran los resultados de R? y %DER de FR encontrados

para los 14 metabolitos.

Tabla 25. Valores de R? y %DER de FR obtenidos para cada uno de los 14

metabolitos por el método de estandar interno.

Metabolito Intervalo de R? %DER de FR
concentracion (n=18)*
(mM)

Acido glicélico 0.20 - 5.00 0.9997 4.70
Acido hiparico 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 calcul6 considerando los 18 replicados de las curvas.
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3.8.2 Evaluacion de la Precision

Los resultados de %DER para la evaluacion de la precision intradia son
mostrados en la tabla 26, en tanto que los %DER para la evaluacion de la
precision intermedia se indican en la tabla 27.

Tabla 26. %DER para la evaluacion de la precision intradia por el método de

estandar interno.

Metabolito %DER
Nivel 1 (n=3) Nivel 3 (n=3) Nivel 6 (n=3)

Acido glicolico 1.58 0.47 0.51
Acido hipdrico 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 evaluacion de la precision intermedia por el método de

estandar interno.

Metabolito %DER
Nivel 1 (n=9) Nivel 3 (n=9) Nivel 6 (n=9)

Acido glicélico 2.65 2.75 3.17
Acido hipurico 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 Evaluacion de la Exactitud del Sistema

La evaluacion del sistema se realizé de manera similar a como se hizo para
el método de estandar externo, es decir, a través de la determinacion del
calculo del % de error para los 3 niveles de concentracién adicionales. Los

resultados correspondientes se indican en la tabla 28.
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Tabla 28. Porcentajes de error para la evaluacion de la exactitud del sistema

por el método de estandar interno.

Metabolito %DER
Nivel E1* (n= 3) Nivel E2 (n= 3) Nivel E3 (n=3)

Acido glicélico 5.47 1.97 3.06
Acido hipurico 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 211 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

calibracion), para la evaluacion de la exactitud del sistema.

3.8.4 Determinacion del Limite de Cuantificacion

Los LC, asi como el %DER y el % de error encontrados a estos niveles, se

presentan en la tabla 29.
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Tabla 29. Limites de cuantificacion encontrados por el método de estandar

interno.

Metabolito LC (mM) %DER (n=3) % de error (n=3)
Acido glicolico 0.20 1.20 15.41
Acido hiptrico 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

* 0oDER obtenidos a una concentracion de 0.20 mM.

** 0 de error obtenidos a una concentracion de 0.20 mM.

3.9 Evaluacién del Efecto Matriz

Una vez realizado el proceso de validacion, se seleccion6 el método de

estandar externo para evaluar su aplicabilidad, ya que arroj6 los mejores

resultados. Asimismo, se seleccion6 para realizar la evaluacion del efecto




matriz la sefial 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 evaluacion de la aplicabilidad del método de
estandar externo, en la tabla 30 se muestra el porcentaje de efecto matriz
obtenido para cada uno de los metabolitos, a partir de la ecuacién 4 (seccion

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
Acido glicélico - 6.02
Acido hipurico - 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 Aplicacion del Método al Analisis de Muestras de Orina

La aplicacion del método de estandar externo involucré el analisis por
triplicado de 3 muestras de orina de sujetos sanos. El espectro obtenido de una

de las muestras se presenta en la figura 23.

i Glucosa
Acido hipurico (4.65 ppm)
(7.56 ppm) *
) Histidina
(7.12 ppm)
Trigonelina
(8.84 ppm) Glucosa
l (5.24 ppm)
w l
' s ' ' s ' ' 7 ' ' . ‘ ) T
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. m . m
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TMNO (3.27 ppm) Dimetilamina
/ (2.73 ppm) z
'/Citrato (2.69 ppm) Alanina s
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Figura 23 Espectro de *H-RMN de una de las muestras de orina analizadas.

* Sefal residual del agua a 4.70 ppm.

108



En la figura 23 se sefiala la asignacion de las sefiales esperadas,

correspondientes a los 14 metabolitos analizados en este trabajo.

Los resultados de cuantificacion 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, asi como el %DER de las respuestas obtenidas en

cada caso.

Cabe mencionar que la concentracion del TMNO en la muestra 3 es menor
al LC (< 0.20 mM), siendo éste el unico caso en el que la concentracion de un
metabolito no se encuentra dentro del intervalo de trabajo. Ademas, el %DER

correspondiente a la taurina, para las muestras 2 y 3, excedio al 15%.
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Tabla 31. Resultados de la aplicacion del método de estandar externo a muestras de orina de sujetos sanos.

Metabolito Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Concentracion %DER Concentracion %DER Concentracion %DER
(mM) (n=23) (mM) (n=3) (mM) (n=3)
Acido glicélico 0.48 1.78 0.90 1.04 0.74 1.23
Acido hipurico 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 0.18 251
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 Seleccion de los Metabolitos a Cuantificar

Para el desarrollo del método de cuantificacion de metabolitos urinarios por
'H-RMN, el criterio inicial de seleccién de los metabolitos correspondié 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 metabolémica
dirigida. Bajo este criterio, inicialmente fue seleccionado un conjunto de 92

metabolitos.

El segundo criterio de seleccidon consistio en los metabolitos con mayor
repeticion de reporte (= 50%) en los articulos de metabolémica de orina
consultados, que incluyen datos de sujetos sanos; asi, los resultados de dicha

busqueda nos indican los metabolitos que son mas faciles de identificar y
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potencialmente cuantificar en diferentes poblaciones y condiciones

experimentales.

En esta etapa fue descartada la inclusion 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
concentraciéon (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
mayoria de los trabajos es descartado, puesto que los protones que generan la
Unica sefial en el espectro de *H-RMN se intercambian con el deuterio en cierta
proporciéon. Esta proporcion es muy variable, ya que depende de la
concentracién 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 analizarian los compuestos mas factibles
de ser cuantificados en nuestra poblacién, bajo las condiciones experimentales
empleadas por nuestro grupo de trabajo. En esta Ultima etapa, se seleccionaron
de manera definitiva 12 metabolitos de los 27 preseleccionados en la segunda
etapa. Adicionalmente, se incluyeron el acido glicélico y la glutamina, ya que
presentaron una ocurrencia del 100% en el estudio del Metaboloma Urinario

Humano (etapa 1). Ademds, estos metabolitos formaron parte de los mas
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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 ultimo, cabe mencionar que, si bien la trigonelina no formé parte de los
metabolitos con mayor abundancia en el proyecto de ERC, se selecciond para
la cuantificacion en este método debido a que es un compuesto caracteristico
de la orina, pues es un producto del metabolismo de la niacina (vitamina B3),
cuya excrecion se lleva a cabo en dicho biofluido (HMDB, 2020). Ademas, se
eligio 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 seleccibn de metabolitos a
cuantificar, finalmente, se establecié un conjunto de 14 compuestos que son
listados a continuacion: acido glicolico, acido hipurico, alanina, citrato, creatina,
creatinina, dimetilamina, glicina, glucosa, glutamina, histidina, taurina, TMNO y

trigonelina.

4.2 Evaluacién de los Parametros de Adquisicién y Procesamiento

Los pardmetros de adquisicion de espectros de 'H-RMNc que fueron
evaluados correspondieron a la ganancia del receptor, la espera interpulso y el
tiempo de adquisicibn, puesto que su modificacibn puede afectar

significativamente los resultados (Godecke et al., 2013).
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La ganancia del receptor, por ejemplo, es un parametro que frecuentemente
se elige con el fin de maximizar la relacidon S/R. Asi, para una sensibilidad
Optima, 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 saturacion del receptor (Mo et al., 2010).

Para la evaluacion de dicho parametro, se empleé el nivel de concentracién
mas bajo, ya que fue necesario conocer si las ganancias probadas permitian la
observacién oOptima de las sefiales provenientes de los metabolitos mas
diluidos, es decir, para evaluar si la sensibilidad era adecuada. En relacion 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 sefiales

intensas, si bien la intensidad obtenida con el primer valor es mucho mayor.

Ademas, se utilizé el nivel de concentracion mas alto para la evaluacion de
la ganancia, puesto que se deseaba descartar la saturacion del detector. En la
figura 10, se puede apreciar que no existe tal saturacion con ninguno de los dos
valores de RG probados, ademas de que la intensidad de las sefales

adquiridas con un valor de RG= 114 es mucho mayor, como era de esperarse.

Estos resultados indican que una ganancia del receptor de 114 seria un
valor adecuado para la obtencién de los espectros de 'H-RMNc. Sin embargo,
este valor de RG aplicado a la obtencion de espectros de muestras de orina
provoca una ligera distorsion en la linea base, lo que puede comprometer la
calidad de las sefales al ser analizadas con fines cuantitativos. Por esta razon

se selecciond un valor de RG= 64.
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Respecto a la espera interpulso, el valor (tiempo) considerado para este
parametro se relaciona directamente con la sensibilidad, de modo que la
relajacion completa de los espines, antes de la aplicacion del siguiente pulso de
radiofrecuencia, permite la maxima relacion S/R. A este respecto, el D1 debe
ser 5 veces mayor al tiempo de relajacion longitudinal mas alto de todas las
sefales evaluadas, con el propésito de asegurar la recuperacion completa de la

magnetizacion en el eje z (EUROLAB, 2014; Mcqgill, 2012).

Para medir el T1 de un compuesto existen distintos experimentos, siendo el
de recuperacion de la inversion el mas empleado (Chen et al.,, 2017). La
utilizacion de este experimento involucra el empleo de agua deuterada al 100%,
con el objetivo de disminuir la contribucién de las interacciones dipolares a la
relajacion 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 proton (42.576 MHz/T), por lo que las interacciones
dipolares son mas débiles al emplear DO como disolvente, en lugar de H20.
(Tadimalla & Momot, 2014). Sin embargo, debido a que las muestras fueron
preparadas en un medio que contiene una mezcla de H20 y D20, este
procedimiento de medicion del T1 no es factible de llevarse a cabo. Una forma
alternativa de establecer el D1 Optimo, sin necesidad de medir los tiempos de
relajacion, es por la comparacion de espectros obtenidos con distintos tiempos

de espera interpulso, buscando que las sefales tengan una intensidad maxima.

Asi, en la figura 11 se presenta una sefial selecta y representativa del

espectro de la mezcla de metabolitos, en la que se observa que las
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intensidades de las sefales 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 relajacion de los nucleos 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 ultimo es relevante, considerando que la aplicacion prevista del
método de 'H-RMNc desarrollado es para estudios de metabolémica de orina,
los cuales implican un niumero considerable de muestras; por ello, es deseable
minimizar el tiempo de analisis por muestra. Por los motivos anteriores se eligié

una espera interpulso de 10 s.

Cabe mencionar que la sefial mostrada en la figura 11 corresponde a una de
las sefales aromaticas de la trigonelina (6= 8.84 ppm). Esto es importante
puesto que se ha demostrado que los nucleos aromaticos poseen los tiempos
de relajacion longitudinal mas largos (Parra, 2019). El hecho de que los nucleos
aromaticos estén completamente relajados permite suponer que los nucleos
gue aparecen en la zona alifatica y en la zona media del espectro también lo
estén. Lo anterior fue confirmado de manera experimental para todas las

sefales, tal cual se describié en el parrafo anterior.

El tiempo de adquisicién, por otro lado, debe elegirse de modo que se evite
el truncamiento del FID (EUROLAB, 2014). El tiempo evaluado fue de 5.45 s vy,

como puede apreciarse en la figura 12, se obtuvo el decaimiento completo del
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FID; indicando que se detectaron las sefiales completas de todos los
metabolitos. La disolucibn de metabolitos empleada para la evaluacién del
tiempo de adquisicion correspondid a la mas concentrada, dado que la
magnitud de la sefial es directamente proporcional a la concentracién (Godecke
et al., 2013); por lo tanto, es visualmente mas sencillo confirmar la adquisicion

completa de la sefial del FID.

Otros parametros de adquisicion criticos para el desarrollo de un método de
'H-RMNc son el angulo de giro y el nimero de incrementos. El angulo
empleado fue de 90°, ya que con él se consigue la maxima intensidad de sefal,
pues un pulso menor 0 mayor a 90° deja parte de la posible sefial en el eje z (0
- Z), y Unicamente el componente del vector en el eje y genera una sefial
(Godecke et al., 2013; Silverstein et al., 2005). También, se opto por utilizar un
NS de 32, pues se demostré una buena intensidad de sefal, inclusive para el
nivel de concentracion mas bajo. Asimismo, se seleccion0 este valor de NS
porque una adquisicion con NS= 64 aumenta considerablemente el tiempo de
experimento, con la consecuente desventaja de incrementar el uso de equipo
por muestra (Goédecke et al., 2013; Torres & Price, 2017; Watanabe et al.,

2016).

Por otra parte, los parametros de procesamiento empleados se establecieron
considerando las recomendaciones de Godecke y colaboradores. Como funcién
de ventana se utilizd6 una multiplicaciéon exponencial con un factor de LB de 0.1
Hz. Esta funcion mejora la sensibilidad, si bien la resolucién de las sefiales

puede estar comprometida. A este respecto, la guia de la EUROLAB sugiere el
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empleo de factores de LB bajos (0.1 — 0.3 Hz) para *H-RMNc, con los cuales se
incrementa la relacion S/R sin comprometer la resoluciéon (EUROLAB, 2014;
Godecke et al., 2013). En el espectro de los 14 metabolitos y el estandar interno

(figura 13) se confirman estos hallazgos.

El ajuste de fase se llevd a cabo de forma manual, debido a que se ha
comprobado que realizarlo de manera automatica puede no ser suficiente en
algunos casos de RMNc; en parte porque los algoritmos de ajuste automatico
existentes generan resultados con exactitud insatisfactoria (Binczyk et al., 2015;
EUROLAB, 2014). Ademas se realiz6 empleando correccién de orden 0, ya que
no tiene ningun efecto perjudicial en el espectro; a diferencia de la correccion de
primer orden, tiende a provocar la distorsion de la linea base (Marion, 2012). La

ausencia de tal distorsion se puede corroborar en la figura 13.

Finalmente, la correccion de la linea base se efectu6é de manera automética,
empleando el algoritmo ABSN del software TopSpin. En el caso particular de
metaboldmica de orina, se recomienda utilizar métodos totalmente automéaticos
para este pardmetro de procesamiento (a diferencia del ajuste de fase, en cuyo
caso es preferible la correccién manual), ya que éstos eliminan cualquier sesgo
del usuario en la correcciéon (Emwas et al., 2018). En la figura 13 se confirma
gue la linea base del espectro carece de artefactos, ademas, se puede observar
que las regiones libres de sefial consisten en lineas horizontales,
completamente planas, y con intensidad de cero. Por todo lo anterior, la

correccion de la linea base se realizé apropiadamente.
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4.3 Asignacion de las Sefales en los Espectros de RMN

La comparacion de los desplazamientos quimicos reportados en la base de
datos de la HMDB con los encontrados de forma experimental, usando la
mezcla de los metabolitos (con imidazol), permitié la asignacion de las sefiales
en el espectro; esto, debido a que la maxima diferencia de desplazamientos
encontrada fue muy pequefia (0.03 ppm). Para la dimetilamina, en cambio, se
encontré una diferencia relativamente mayor (0.22 ppm), sin embargo, la sefial
fue asignada sin ambigiedad, ya que los cambios en el pH y la fuerza id6nica
son factores que pueden afectar el desplazamiento quimico esperado. Por lo
gue la dimetilamina (presente en forma ionizada) muestra una sefial que
aparece entre 2.74 y 2.76 ppm, lo cual concuerda bastante con el
desplazamiento encontrado experimentalmente (2.72 ppm). Ahora bien, la sefial
en cuestién es propia de los protones de los dos grupos metilo (ver tabla 14),
los cuales son quimicamente equivalentes. Dicha sefial aparece a un mayor
desplazamiento en el caso de la dimetilamina protonada, porque la adquisicion
de una carga positiva en el grupo amino implica decremento en la densidad
electrénica de los grupos metilo, traduciéndose en un aumento del

desplazamiento quimico (Artikis & Brooks, 2019; Silverstein et al., 2005).

Cabe destacar que los desplazamientos quimicos encontrados tanto para la
histidina como para el imidazol (estandar interno) presentan variaciones
menores, entre los distintos niveles de concentracion; por ello, los valores de &

para estos analitos se presentan en intervalos (tabla 15). Aqui es importante
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mencionar que un aumento en la concentracién de los estandares conlleva una
disminucion en el pH de la disolucion (a pesar del empleo del buffer), lo cual fue
demostrado de manera experimental en este trabajo. Lo anterior se atribuye al
empleo de HCI durante la preparacion de la disolucibn 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
concentracién 100.00 mM) no sea suficiente para compensar las variaciones de
pH, como se menciond en el trabajo de Tredwell y colaboradores (Tredwell et
al.,, 2016). Por este motivo, en futuras aplicaciones se sugiere utilizar una

concentracién 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 aminoacidos, como son el acido aspartico, el acido
glutamico, la histidina, la cisteina, la tirosina, la lisina y la arginina. Dado que la
ionizacion de la histidina ocurre en el grupo imidazol que la conforma (ver tabla
14 y figura 8, para la estructura quimica de la histidina y del imidazol,
respectivamente), el pH también tiene un efecto en el desplazamiento quimico
de esta molécula (Artikis & Brooks, 2019; HMDB, 2020; Platzer et al., 2014). La
razon por la cual los desplazamientos de las sefiales 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, ademas de considerar los datos espectrales de la HMDB para

la asignacion, 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
relacion con esto, las diferencias encontradas en los valores de & no fueron

mayores a 0.02 ppm, lo cual permitié la asignacion adecuada de las sefales.

De manera adicional, se confirmé la asignacion de todas las sefales por
medio del software Chenomx NMR Suite, el cual indica un intervalo de & para
cada sefal del espectro, a partir de una base de datos propia del sistema.
Asimismo, se realiz6é la confirmacion definitiva por medio del analisis de los
espectros de 'C-RMN en una dimension, y diferentes espectros

bidimensionales, en concreto, COSY, HSQC y TOCSY.

En el espectro de *C-RMN (apéndice A, figura Al) se identificd el nimero
de sefales y los desplazamientos quimicos esperados para cada metabolito.
Para la glicina, por ejemplo, se identificaron 2 sefiales, una a 175.36 ppm y la
otra a 44.47 ppm, correspondientes al carbono carboxilico 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
observé la correlacion *H — *H a 3 enlaces de distancia con un patrén de “picos
cruzados”, que indica la interaccion de los protones del grupo metilo (a 1.48

ppm) con el proton del grupo metino (a 3.78 ppm).
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En el espectro HSQC (figura 16), se verificé la correlacion *H — 13C a 1
enlace de distancia. Para la glicina, por ejemplo, el espectro muestra un pico
gue cruza por la sefial de los protones del grupo metileno (3.57 ppm) y por la

sefal del carbono de este mismo grupo (44.47 ppm), indicando la correlacion.

En el espectro TOCSY (apéndice A, figura A3), se corrobor6 la correlacién
de los protones pertenecientes a un mismo sistema de espin. Asi, para la
glucosa, por ejemplo, se observa la correlacion de los protones del anémero a

en 5.24 ppm, y la correlacién de los protones del anémero 3 en 4.65 ppm.

Una vez confirmada la asignacion de las sefales, 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; Go6decke et al.,
2013). Fue asi como se eligié una sefial por analito, excepto para el citrato y la
trigonelina, en cuyos casos se escogieron 2 y 3 sefales, respectivamente,
debido a que cumplian con los criterios sefialados, para todos los niveles de

concentracion.
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4.4 Determinacion de los Intervalos de Concentraciéon de los Metabolitos

Con base en las concentraciones medias, minimas y maximas encontradas
en los distintos estudios revisados, se establecio el Intervalo de concentracion
para cada grupo de metabolitos. Como la mayoria de las concentraciones
reportadas por cuantificacion relativa (sobre todo las muestras control del
estudio de ERC) se encontraron por encima de 0.50 mM, se decidié que éste
fuera el limite inferior de las curvas de calibracion preliminares. Respecto a las
concentraciones maximas, éstas fueron menores a 5.00 mM para los 7MMA (en
su mayoria), 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 limites superiores correspondientes.

Con los intervalos definidos, se llevé a cabo una prueba de comparacién de
espectros (empleando para ello 3 muestras de orina de sujetos sanos), lo cual
involucrd la comparacion de las sefiales de los metabolitos de las muestras y
las sefales del limite 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 sefial con menor intensidad
a la generada por el limite inferior correspondiente, por lo que habria que
disminuir el mismo. Por otra parte, no se presentd ningun problema con los
limites superiores, puesto que ninguna sefial de las muestras sobrepasé en

intensidad a las sefiales originadas por éstos.
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Por lo anterior, se ajusto la concentracion minima de todas las curvas a 0.20
mM, esperando que a esa concentracion la relaciéon S/R fuera suficiente para
llevar a cabo la cuantificacion 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 definié
una concentracién de 4.00 mM para el imidazol, con el fin de poder hacer una
comparacion de la sefial del imidazol con las sefiales de todos los niveles de las
curvas; esto Ultimo, con el objetivo de calcular las relaciones de &reas para la

construccion de las curvas de calibracién por El.

4 .5 Evaluacion del Imidazol como Estandar Interno

En primera instancia, el imidazol se propuso como estandar interno debido a
que cumple con los requisitos para ser empleado como tal en métodos de *H-
RMNCc: posee una pureza conocida, puede ser pesado de manera precisa (al no
ser higroscopico o volétil), es quimicamente inerte con respecto al disolvente
utilizado y la matriz analizada, y es poco probable que sus sefales traslapen
con las propias de los metabolitos urinarios (Bouatra et al.,, 2013; EUROLAB,
2014; HMDB, 2020). Ademas, su empleo como estandar interno en estudios
que involucran a la *H-RMNCc ya ha sido reportado (Harvey et al., 2018).

Al realizar la comparacion del espectro de una muestra de orina
representativa a la que se le adicioné estandar de imidazol con el espectro de la
misma muestra sin la adicion del estandar (figura 15), se puede deducir que la

sefal de interés del imidazol no se traslapa con ninguna de las sefales de los
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metabolitos, pues en el espectro sin adicionar no aparece ninguna sefal en la
zona en la cual se observa la sefal del imidazol. Por lo tanto, se confirmo la
utilidad del imidazol como estandar interno. Este hallazgo era de esperarse,
dado que la regién aromatica de un espectro de *H-RMN de orina de un sujeto
sano esta relativamente libre de sefiales (Bouatra et al., 2013; Wojtowicz et al.,

2017).

4.6 Evaluacion de la Especificidad de las Sefiales en la Mezcla de Analitos

Una vez preparada la mezcla de los analitos, la especificidad de la sefial de
cada uno de los 14 metabolitos y del imidazol se confirmé por medio del
espectro de **C-RMN en una dimensién, asi como los espectros COSY, HSQC
y TOCSY en dos dimensiones. De este modo, se logré la distincion irrefutable
de las sefiales en el espectro, lo cual constituye un requerimiento indispensable

para los métodos de 'H-RMNc (Godecke et al., 2013); (EUROLAB, 2014).

El espectro de 3C-RMN (ventana espectral de 200 ppm aprox.) ofrece una
ventaja de resolucion significativa respecto al espectro de 'H-RMN (ventana
espectral de 10 ppm aprox.), y permite la distincion de las sefiales de manera
mas sencilla (Emwas et al., 2019). Cabe mencionar que la mayoria 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 sefales

en mezclas complejas (Emwas et al., 2019).
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4.7 Validaciéon del Método de *H-RMNc por Estandar Externo

La validacién tanto del sistema como del método de H-RMNc se realiz6
siguiendo las pautas marcadas en la guia de la EUROLAB, la cual es especifica
para métodos de cuantificacion por RMN, asi como la guia de la FDA, referente
a la validacion de métodos bioanaliticos (EUROLAB, 2014; FDA & CDER,

2018).

En primera instancia, se adquirieron los espectros de 'H-RMN y se realizé la
integracion manual de cada sefial a ser evaluada. La integracion se llevo a cabo
de esta manera debido a que los desplazamientos quimicos para la mayoria de

los metabolitos eran ligeramente diferentes, entre los niveles de concentracion.

En este punto, es conveniente mencionar que se integraron dos sefales de
la glucosa, una a 4.65 y la otra a 5.24 ppm, de modo que la suma de las areas
fue considerada para realizar la calibracién. Para explicar la razén de haber

procedido de esta manera es necesario aclarar algunos detalles.

En primer lugar, la glucosa en disolucion acuosa se encuentra en equilibrio
formando dos anémeros, a-glucosa y B-glucosa, cuyas proporciones dependen
de distintos factores, como son el tiempo para alcanzar el equilibrio de

mutarotacion, el pH y la temperatura, entre otros (Oliva et al., 2019).

En segundo lugar, el proton enlazado al carbono anomérico genera dos
sefales (dobletes), dado que posee un distinto entorno quimico en cada una de

las formas anoméricas. Estas sefales fueron las seleccionadas para la
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evaluacion, puesto que el resto de las sefiales presentaron un traslape notable,

y por lo mismo, fueron descartadas (Brown et al., 2018).

Ahora bien, aunque la temperatura de analisis (25.0° C) es una condicion
constante, la composicion quimica de la mezcla, la fuerza i6nica y el pH no lo
son, por lo que la proporcion de los an6meros podria variar. Por estas razones
no se considera apropiado tomar la integracion de una sola de las sefiales, aun
cuando la sefal a 5.24 ppm posee una intensidad mayor, sino que lo mas
adecuado es sumar las areas correspondientes a las dos sefiales del mismo

proton.

Otro caso peculiar fue el de la taurina, ya que, para este metabolito, la Unica
sefal 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 recurrio a la deconvolucion de las sefales (utilizando el programa TopSpin),
proceso mediante el cual fue posible calcular el porcentaje de contribucién de la
sefal de la taurina en el conjunto total de sefales. Con ello, se pudo obtener el
area correspondiente al metabolito, y, por consiguiente, realizar las curvas de

calibracion.

Una vez realizada la integracion de las sefiales de los 14 metabolitos, se

construyeron las curvas de calibracion por estandar externo.

El primer parametro evaluado fue la linealidad. A este respecto, se encontro
gue todas las curvas presentaron un aspecto lineal, como el que se aprecia en

la curva de calibracion de la alanina (figura 17). Asimismo, se obtuvieron y
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evaluaron los gréaficos de residuales de cada metabolito, los cuales mostraron la
distribucion aleatoria requerida (figura 18) (Crook & Powers, 2020; Moosavi &

Ghassabian, 2018).

Los valores de R? oscilaron entre 0.9987 y 1.0000, lo que indica una
excelente correlacion de la respuesta del detector en los intervalos de
concentracion estudiados, la cual esta dada por valores = 0.9950, como es el
caso (Maniara et al., 1998). Asimismo, otros estudios de 'H-RMNc muestran
resultados de R?> 0.99, como los presentados aqui (Dikmen & Uslu, 2021; Ge,
2014); (Peez & Imhof, 2020). Si bien los valores de R? no indican linealidad
directamente, evaltan la correlacién y apoyan la idea de linealidad cuando por
inspeccién visual se observa la linea recta. Por lo anterior, se deduce que el

método es lineal.

Cabe mencionar que todos los valores de R? fueron mayores o iguales a
0.9994, excepto para la taurina, en cuyo caso fue de 0.9987 (tabla 17). La
explicacion de que el R? fuera menor para este metabolito es atribuible al

proceso de deconvolucion; 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 aceptacion
considerado corresponde a un valor < 15% (FDA & CDER, 2018). Cabe resaltar
que, para este meétodo, todos los %DER fueron menores a 5%, excepto para la
glucosa (5.73%). Este ligero incremento en el %DER se atribuye a que la
relacion S/R en este metabolito es la mas pequefia de todas, pues, aunado a

gue Unicamente se detecta un protén, la intensidad total proveniente de éste se
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divide en 2 sefiales por el equilibrio derivado de la mutorotacién, lo que hace
gue disminuya la intensidad de cada una de ellas. Por esto, a bajas
concentraciones ocurre una ligera sobreestimaciéon de la intensidad (sobre todo
en el primer nivel de concentracion), y con ello, una mayor variabilidad en los

FR; sin embargo, el %DER de los mismos es satisfactorio.

En cuanto a la precision intradia, se obtuvieron %DER entre 0.15y 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 aceptacién para la precision es el definido en la
guia de la FDA, debido a que el método en cuestién posee un fin bioanalitico,
orientado al analisis de muestras de orina. Ademas, Mutlib sugiere la
consideracion de dicho criterio para los métodos de cuantificacion de

metabolitos en diversas matrices biol6gicas por *H-RMN (Mutlib, 2014).

El %DER mas alto de todos fue el obtenido para el nivel 1 de la glucosa
(10.11%), aunque este porcentaje es alto comparado con los demas (%DER <
3.53%.), es satisfactorio (< 15%). Esto se atribuye a la baja relacion S/R, la cual
es menor en los primeros niveles de concentracion. Por otro lado, de manera
general, se puede apreciar que el %DER disminuye conforme aumenta el nivel
de concentracion de cada metabolito (tabla 18), precisamente por el incremento

en la relacion S/R.

Respecto a la precision intermedia, la evaluacion involucro la preparacion de

distintas mezclas a partir de disoluciones madre independientes, porque era
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necesario evaluar el método completo, desde la preparacién de los estandares,
hasta la preparacion de las disoluciones, la cual puede tener diversas causas

de variacién (manipulacién, aforacién, etcétera).

Los resultados de %DER de precision intermedia fluctuaron entre 0.95 vy
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, segun las guias de validacion en que nos basamos (FDA & CDER,
2018). Nuevamente, el %DER mas alto de todos es el de la glucosa en el nivel
1 de concentracién (12.35%), por la raz6n mencionada en la precision intradia.

Los demas %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 precisién, Mutlib sugiere considerar el
criterio de exactitud establecido en la guia de la FDA, por el tipo de aplicacion
qgue implica el método (Mutlib, 2014). De estos resultados, cabe mencionar que
los porcentajes de error mas altos corresponden a los encontrados para la
taurina en los niveles 1 y 2 de concentracion (9.38 y 9.88% respectivamente),
pero por debajo del criterio de aceptacion (15%). Los porcentajes relativamente
altos se asocian al proceso de deconvolucion. Por ejemplo, en el primer nivel, la
deconvolucién de las sefales seleccionadas permite distinguir el patrén

adecuado de la taurina; sin embargo, se calcul6 una concentracion promedio de
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0.3645 mM, cuando el valor real es de 0.40 mM, es decir, se subestimo la
concentracion. Por otra parte, en el segundo nivel se calculdé una concentracion
promedio mayor a la esperada (2.7470 mM respecto a 2.50 mM), debido a la
sobreestimacion de la intensidad de la sefal. Aun asi, ambos porcentajes de

error son satisfactorios.

Respecto a los limites de deteccion, éstos resultaron entre 0.01 y 0.10 mM,
correspondiendo a aquellas concentraciones minimas que permitieron distinguir
el patron de sefiales del metabolito respectivo sin ambigliedades (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 obtencion de tal valor de LD se debe a que las 2 sefiales
generadas integran para 2 y 3 protones, de modo que la relacion S/R es buena,
y por lo mismo, se puede hacer la comparacion visual de la proporcion de
intensidades de manera sencilla. Para la glicina, el limite de 0.01 mM
encontrado se explica porque la Unica sefial generada integra para 2 protones
(buena relacién S/R) y se aprecia en una zona donde aparece una cantidad
relativamente pequefa de sefales. En el caso de la dimetilamina y el TMNO se
obtuvo un LD bajo dado que las Unicas sefales que presentan estos
metabolitos integran para 6 y 9 hidrogenos, respectivamente, resultando en una
relacion S/R excepcionalmente alta, lo que facilita el reconocimiento de las

sefiales sin ningun problema.

Por otra parte, el LD mas alto (0.10 mM) fue el de la glucosa, ya que, a esta

concentracion, el doblete cuyo 6= 4.65 ppm apenas es distinguido del ruido (si
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bien el doblete con 6= 5.24 ppm se puede distinguir), recalcando que la relacién
S/R es muy baja para las sefiales de la glucosa, puesto que la intensidad total
es generada por un solo protén y se divide en 2 sefiales, las cuales a su vez por
el acoplamiento se dividen en dos picos, haciendo complicado el
reconocimiento de cada sefal. El LD se confirmd con la concentracion de 0.05

mM, en cuyo caso fue imposible distinguir la sefial de la glucosa del ruido.

En relacion con los limites de cuantificacion, éstos oscilaron entre 0.03 y
0.20 mM. El criterio para la definicion de los LC fue la obtencion de un %DER y
un % de error menores al 20%, segun lo establece la guia de la FDA (FDA &

CDER, 2018).

El LC més bajo correspondio al &cido hipurico, el citrato (sefial a 2.66 ppm) y
la trigonelina (sefial a 8.84 ppm). Las sefiales que presentaron el LC mas alto
(0.20 mM) fueron las correspondientes al acido glicdlico, 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 calcul6 el porcentaje de
recuperacion de acuerdo con la férmula empleada por Calderén y Tiossi (ver
ecuacion 3), en sus respectivos trabajos (Calderon Tobar et al., 2014; Tiossi et
al., 2012). Los porcentajes de recuperacion promedio se encontraron entre
87.01 y 103.43%, siendo todos ellos satisfactorios, puesto que el criterio de
aceptacion 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).

132



Ahora bien, el hecho de que algunos de los resultados se encuentren
relativamente alejados del 100% de recuperacion, se debe a que hay
subestimaciéon (en aquellos porcentajes menores al 100%) o sobreestimacion
(en el caso de los porcentajes mayores al 100%) de la intensidad de las
sefiales, por el problema de traslape que afect6 a las mismas. Aqui, es
conveniente recalcar que el traslape de sefales en las muestras de orina es
mucho mayor al presentado en la mezcla de los estandares (debido a la
compleja composicién quimica de la orina). Como consecuencia de ello, fue
necesario realizar una integracion manual muy cuidadosa (Khakimov et al.,
2020). En la mayoria de los casos, el resultado de la integracion de sefiales fue
una subestimacion de la intensidad, y con ello, un % de recuperacion 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 integracion de las sefales de estos metabolitos. Aunque no se
descarta la posibilidad de que el traslape con otras sefales pueda provocar una
sobreestimacion de la intensidad, y con esto, un % de recuperacion mayor al

100%.

En este punto, es importante mencionar que no pudo ser calculado el % de
recuperacion para las sefiales de la trigonelina a 4.44 y 9.13 ppm, pues las
concentraciones calculadas en la mezcla de muestras, empleando estas dos
sefales, se encontraron por debajo del LC. Este hallazgo fue el que permitié

elegir a estas sefales para la cuantificacion de la trigonelina en las muestras de
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orina. Después de evaluar el % de recuperacion para ambas, se seleccioné

Unicamente la sefial a 8.84 ppm para tal fin.

Con respecto a la evaluacion de la robustez, se analiz6 la influencia de
algunos factores en la respuesta de ciertos metabolitos. El primer factor
planteado fue el volumen de buffer afiadido a las disoluciones de trabajo, ya
que, en teoria, un ligero cambio en el volumen de buffer podria repercutir en el
pH de la disolucién, lo cual ocasiona un cambio en los valores de &; entonces,
se queria comprobar si este hallazgo afectaba indirectamente la intensidad de
las sefales (Artikis & Brooks, 2019). El segundo factor propuesto correspondioé
a la temperatura de adquisicion de los espectros, debido a que la temperatura
afecta la diferencia de poblaciones (basal y excitada) de los espines nucleares,
ademas de los equilibrios acido-base, y se quiso corroborar si ello afectaba la
intensidad de sefial 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 relajacion de los nucleos, se queria confirmar si

a su vez afectaba la magnitud de las respuestas (Mcgill, 2012).

Las respuestas consideradas para la evaluacién de la robustez fueron las
areas correspondientes a la alanina (6= 1.48 ppm), la creatina (6= 3.93 ppm) y
la trigonelina (6= 8.84 ppm), de modo que se evaluaran los nucleos en la region
alifatica, la regién de protones enlazados a grupos electronegativos, y la region
aromatica, respectivamente; esto, con la finalidad de evaluar el efecto en una

region amplia del espectro.
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En lo que concierne a los resultados de la evaluacion de la robustez (que
involucrd la realizacién de un disefio de experimentos), tanto para la alanina
como para la creatina se encontraron valores de R? y Q? relativamente bajos,
un valor de p > 0.05 para el ANOVA, y ausencia de la significancia en el gréafico

de coeficientes.

Cabe aclarar aqui que el coeficiente de determinaciéon (R?) es definido como
la proporcién de la varianza en los datos que es explicada por el modelo, e
indica bondad de ajuste, mientras que el coeficiente de prediccion (Q?) se
define como la proporcién de la varianza en los datos que es predecible por el
modelo, e indica la bondad de predicciébn o predictibilidad (Gougeon et al.,

2018).

Las magnitudes relativamente bajas de ambos coeficientes (R? y Q?) se
traducen en una nula correlacion 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 regresion, es decir, se descarta una tendencia lineal (resultado
deseado). En el gréafico de coeficientes, por otra parte, se puede apreciar que
ninguno de ellos, tanto para factores individuales como para los combinados,
posee significancia estadistica pues todos los intervalos de confianza incluyen
el 0. Este resultado también es idoneo, ya que muestra que ningun 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 R? y
Q? obtenidos fueron relativamente altos, indicando una buena correlacion 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 regresion; y
el gréfico de coeficientes (figura 20), mostré que el coeficiente de la espera
interpulso posee significancia estadistica, si bien el coeficiente del resto de
factores y combinaciones carecieron de la misma. Estos resultados sugieren
qgue la respuesta de la trigonelina se ve afectada por la espera interpulso. La
razén de tal efecto es que los nucleos aromaticos (como el evaluado para la
trigonelina), generalmente presentan mayores tiempos de relajacion longitudinal
(respecto a los nucleos de las demas zonas del espectro); por ello, una ligera
disminucion en el tiempo de D1 puede causar una disminucion en la intensidad
de la sefial. Como conclusion de esto, al momento de aplicar el método al
analisis de muestras de orina, el valor de la espera interpulso debe ser

controlado de forma meticulosa.

4.8 Validacién del Método de *H-RMNc por Estandar Interno

Para este proyecto, se propuso el desarrollo de un método de *H-RMNc por

estandar interno, puesto que algunos autores han sugerido que los resultados
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obtenidos por este método (exactitud y precisibn) son mejores a los
encontrados por el método de EE, ya que tanto el analito como el estandar
interno estan sujetos a condiciones experimentales idénticas (Gtdecke et al.,

2013; Watanabe et al., 2016).

La validacion del este método comprendié la evaluacion de la linealidad, la
precision intradia, la precision intermedia y la exactitud del sistema, ademas de
la determinacion del limite de cuantificacion. La integracion se llevé a cabo de

forma manual, por las mismas razones que para el método de estandar externo.

Los resultados de la evaluacion de la linealidad mostraron un aspecto lineal
de todas las curvas de calibracion, una distribucion aleatoria de los residuales,
valores de R? entre 0.9981 y 1.0000, y %DER de FR entre 1.14 y 5.45%,
cumpliendo todos ellos con los requerimientos (R? 2 0.9950, %DER de FR <

15%) (FDA & CDER, 2018; Maniara et al., 1998; Moosavi & Ghassabian, 2018).

El R?mas bajo fue el de la taurina (R?>= 0.9981), el resto fueron valores de R?
= 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 R? de la taurina es el menor y el %DER de FR de la

glucosa es el mas alto ya se han comentado (en la seccién anterior).

En cuanto a la precision intradia, 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, segun el criterio (%DER < 15%) (FDA & CDER, 2018). El
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%DER mas alto de todos fue el de la glucosa en el primer nivel de
concentracién (9.91%), por la baja relacion S/R a una concentracién de 0.20

mM. Los demas valores de %DER para este nivel fueron < 3.50%.

Con respecto a la precision 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 més alto fue el correspondiente a la glucosa
para el nivel 1, por la misma causa que en el caso de la precision intradia. 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
aceptacion (% error < 15%) (FDA & CDER, 2018). El porcentaje mas alto fue el
de la taurina al nivel 2 de concentracion (10.23%), explicado por la
sobreestimacion de la intensidad de la sefial, atribuida a la deconvolucion. Los

demas 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 limite inferior de las curvas
(0.20 mM) presentd6 % de error mayores al 20% (22.60 y 21.97%,
respectivamente). Por lo tanto, la concentracion de 0.20 mM no puede ser

considerada el LC.
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4.9 Comparacion de los Métodos de *H-RMNc

Una vez realizada la validacion de ambos métodos (correspondiente a la
evaluacion de linealidad, la precision intradia, la precisién intermedia, la
exactitud del sistema y los limites de cuantificacion), se llevd a cabo la
comparacion de éstos, pues en este punto ya era posible seleccionar a un
método sobre el otro. Aqui resulta conveniente mencionar que los discretos
corrimientos en el desplazamiento quimico, asociados a las variaciones
menores en el pH no afectan los resultados cuantitativos, puesto que los 2

métodos evaluados presentaron muy buena linealidad, precision y exactitud.

En relaciéon con la linealidad, los resultados de R? obtenidos por los 2
métodos fueron muy similares, excepto para la taurina, en cuyo caso se obtuvo
un mayor valor con el método de estandar 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 precision, los %DER para la evaluacion de la precision intradia
fueron muy semejantes. En cambio, los %DER para evaluar la precision
intermedia fueron evidentemente mejores (en la gran mayoria 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 El. Por este Gltimo método no
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fue posible determinar el LC para la glicina y el TMNO, ya que, en ambos
casos, el limite inferior de la curva de curva de calibracion presenté un % de

error mayor al aceptable (% de error < 20%).

Por otra parte, se comparan los porcentajes obtenidos por ambos métodos
para la concentracion 0.20 mM de glicina (15.70% por EE y 22.60% por El), asi
como para la concentracion 0.20 mM de TMNO (17.19% por EE y 21.97% por
El), resulta evidente que la exactitud es mayor con el método de estandar

externo.

Finalmente, se seleccion6 el método de estandar externo sobre el de
estandar interno, puesto que el primero presenta mejor precision intermedia, y
porque de manera general, los limites de cuantificacion son menores; por esta
razon, no se evalud la exactitud del método ni la robustez por El, pues en este
punto fue posible dirigir la seleccion hacia el método de EE. Ademas de ello, el
método de estandar interno implica un mayor tiempo de preparacion de
estandares y muestras, por el empleo del imidazol, y por lo mismo un costo mas

alto.

Una vez que se selecciond el método de EE, fueron elegidas también las
sefiales de citrato y trigonelina que serian utilizadas para la evaluacién de la
aplicabilidad. Asi, para el citrato se seleccioné la sefial a 2.66 ppm, debido a
que su LC fue casi 7 veces menor al encontrado con la sefial a 2.54 ppm (0.03
mM respecto a 0.20 mM). Los demas parametros (R?, %DER de FR, %DER
para precision intradia e intermedia, % de error, LOD y 5 de recuperacion)

fueron similares para ambas sefales.
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Para la trigonelina, se escogié la sefal a 8.84 ppm, ya que con ella se
obtuvo el menor LC, justo por lo cual fue posible calcular la concentracion del
metabolito en la mezcla de muestras, y con ello, el porcentaje de recuperacion.
Asimismo, la sefial en cuestion presentdé mejor %DER de FR y LC comparada
con la sefal a 4.44 ppm, dado que esta Ultima se ve afectada por aparecer
cerca de la zona de supresion del agua. Los valores de R?, %DER para
precision intradia e intermedia, % de error y LD fueron similares. Comparando
con la sefal a 9.13 ppm, la sefial a 8.84 mostré6 mejores resultados de %DER
de FR, %DER para precision intradia e intermedia, % de error, LD y LC, pues la
relacion S/R es mayor (la sefial a 8.84 integra para 2 protones, mientras que la

sefial a 9.13 integra para uno). El R? fue semejante para ambas sefiales.

4.10 Evaluacién del Efecto Matriz

La guia de la FDA sugiere la evaluacién del efecto matriz, de modo que se
asegure su ausencia durante la aplicacion del método (FDA & CDER, 2018).
Esto es importante puesto que dicho efecto repercute en la exactitud, la
precision y la sensibilidad. Asi, un efecto matriz minimo puede llegar a afectar
significativamente el rendimiento del método durante el andlisis de las
muestras, debido a la variacion sujeto-sujeto de la matriz bioldgica (Kadian et

al., 2016).
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Ahora bien, existen diferentes formas de evaluar el efecto matriz. En una
aproximacion se calcula el factor matriz, el cual corresponde a la relacién 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 evaluacion se basa en la comparacion de las
pendientes de distintas curvas de calibracion, mediante el calculo del porcentaje
de efecto matriz (%EM) (ecuacion 4), el cual involucra la comparacién de la
pendiente de la curva de calibracion realizada en la matriz de la muestra (por
adicion estandar) con la pendiente de la curva realizada en el disolvente (por
estandar externo) (Wang et al., 2021). Cabe mencionar que existen otras
maneras de llevar a cabo la evaluacion, ademas de las descritas (Cortese et al.,

2020; Ghosh, 2019; Rudzki et al., 2018).

En este trabajo, se realizé la evaluacion del efecto matriz por el método de
comparacion de pendientes, dada la mayor factibilidad respecto al método de

comparacion de las areas 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 esperaria que el cociente de ellas
fuera cercano a 1, de modo que el %EM estuviera cerca del 100%. A este
respecto, el intervalo de aceptacion de %EM para métodos bioanaliticos es +
25%, de manera que todos los resultados obtenidos con la cuantificacién 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 estandares, de modo que en el “pool” de muestras la integracion se delimita

a una parte de la sefial de los metabolitos, subestimando su intensidad.

Finalmente, la glucosa fue el Unico metabolito que mostré un %EM positivo
(6.45%), debido a que existe una 0 mas sefiales que no se pueden descartar
durante la integracién, de modo que la intensidad de la sefial es sobreestimada
y se presenta un efecto matriz positivo. También por esta razén es que el % de

recuperacion de la glucosa fue mayor al 100%.

4.11 Aplicacion del Método al Analisis de Muestras de Orina

Un hecho relevante para poder lograr la cuantificacion de los metabolitos en
las muestras de orina es confirmar la asignacion de las sefales, y dejar de lado
cualquier ambigledad. Para esto, se emplearon distintas estrategias de

identificacién de sefiales por RMN que se resumen a continuacion:

a) Se utilizé el programa Chenomx NMR Suite 8.0, el cual contiene una
base de datos de *H-RMN de mas de 350 metabolitos, y ademas ha sido
ampliamente empleado en estudios de metabolomica de biofluidos,

incluyendo la orina (Bezabeh et al., 2019).
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b) Para la confirmacion de la asignacién de las sefiales en la mezcla de
metabolitos se recurrio a la obtencién de distintos espectros de RMN 2D
(Godecke et al.,, 2013), y se verificaron la correlaciones debidas al

acoplamiento 'H — H y 1H — 13C.

c) Finalmente, se utilizé la informacién 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 deteccion del acido glicélico es relativamente dificil
en muestras de orina, dado que la Unica sefal que presenta este compuesto en
un espectro de *H-RMN de orina tipico corresponde a un singulete, el cual
aparece en una region saturada de otras sefiales (3.95 ppm), provocando que
en ciertos casos pueda presentarse cierta ambigiedad en la asignacion
(Bouatra et al., 2013). Sin embargo, como se demostré previamente, en las
condiciones experimentales de nuestro método, la asignacion de este
metabolito fue inequivoca, pues quedo verificada a través del método de adicion

estandar.

Respecto a la glutamina, la baja repeticion de reporte (en los articulos
consultados en la etapa 2) puede ser explicada porque la sefial que
comunmente se emplea para la cuantificaciébn es un multiplete complejo que
aparece alrededor de 2.44 ppm; adicionalmente, este nimero 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 sefiales de la
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glutamina pudieron asignarse sin ambigiedad, mediante el método de adicién

estandar.

Por otra parte, en cuanto a los resultados de cuantificacion de la aplicacion
del método a muestras de orina de sujetos sanos, éstos muestran que los
intervalos de trabajo establecidos fueron satisfactorios, ya que la concentracion
calculada para todos los metabolitos se encontré dentro del intervalo acotado
entre el LC y el limite superior de la curva, excepto para el TMNO. Ya que, en
una de las muestras de orina analizadas la intensidad de sefial de este
metabolito fue menor a la intensidad correspondiente al LC; por lo anterior, no

fue posible cuantificar el TMNO a ese nivel.

Ademas, se presenté una muy buena precision 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 razén de esta variacion se atribuye al proceso de deconvolucion y a la
complejidad del patrén de sefales en la zona donde aparece la taurina (a causa

del traslape).

Otro punto para destacar es el hecho de que el desplazamiento quimico de
cada metabolito es ligeramente variable, dependiendo de la muestra analizada
(en la figura 14 se ilustra un ejemplo de ello, para las sefiales del TMNO, en las
orinas empleadas para la evaluacion del imidazol como estandar interno). Entre
las posibles causas de tal corrimiento, estan las diferencias en el pH; sin
embargo, en este trabajo se empled un buffer para contrarrestar dichas

diferencias. El buffer utilizado correspondié a una mezcla de fosfatos, a una
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concentraciéon de 100.00 mM y un pH igual a 7.4, como se recomienda para
estudios de metabolémica 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 Unico factor responsable de los cambios en los
valores de 0, pues la concentracion de sales también tiene un papel importante.
Asi, por ejemplo, algunos carboxilatos polivalentes (tales como el citrato o el
oxalato), son particularmente buenos para quelar cationes metalicos, de manera
gue los compuestos que presentan estos grupos exhiben cambios significativos
en el desplazamiento, a medida que varia la concentracion de sal. A este
respecto, los iones divalentes son los principales contribuyentes (después del
pH) a la variabilidad de los desplazamientos quimicos (Emwas et al., 2015;

Tredwell et al., 2016).
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

La revision de la informacién disponible en la literatura y de datos
experimentales obtenidos en el laboratorio de RMN del DQA permitié
seleccionar un conjunto de metabolitos con potencialidad de ser
cuantificados en muestras de orina de sujetos sanos.

Se estableci6 una serie de parametros instrumentales y de
procesamiento necesarios para la obtencién de espectros de 'H-RMN
para la llevar a cabo la cuantificacion de metabolitos urinarios.

Se desarroll6 y validé un método de cuantificacién por estandar externo
mediante 'H-RMNc para acido glicélico, acido hipurico, alanina, citrato,
creatina, creatinina, dimetilamina, glicina, glucosa, glutamina, histidina,
taurina, TMNO Yy trigonelina, con excelentes parametros de desempefio.
El método validado se aplicé satisfactoriamente para la cuantificacion
simultanea de dichos metabolitos en muestras de orina de sujetos sanos,
y podria ser utilizado posteriormente en estudios de metabol6émica de

orina.
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e Los resultados analiticos encontrados en este trabajo de tesis no pueden
ser comparados con los obtenidos en estudios de 'H-RMNc aplicada a
metabolémica de orina de sujetos sanos, debido a que la gran mayoria

de ellos empelan cuantificacién de tipo relativa.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Aplicar el método a muestras de orina con el fin de realizar estudios de
metaboldémica en sujetos sanos.

Evaluar si el método desarrollado puede ser aplicado al estudio
metabolémico de orina de pacientes afectados por alguna patologia,

como por ejemplo la enfermedad renal.
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APENDICES

APENDICE A: ESPECTROS EMPLEADOS PARA LA EVALUACION DE LA

ESPECIFICIDAD
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Figura Al. Espectro de 13C-RMN de los 14 metabolitos y el estandar interno

(imidazol).
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Figura A2. Espectro COSY de los 14 metabolitos y el imidazol.
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Figura A3. Espectro TOCSY de los 14 metabolitos y el imidazol.
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APENDICE B: RESULTADOS DE EVALUACION DE LA LINEALIDAD POR

EL METODO DE ESTANDAR EXTERNO

Curva de Calibracion del Acido Glicoélico
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Figura B1. Curva de calibracion del acido glicélico por estandar externo.
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Figura B2. Gréfico de residuales para la curva de calibracion del &cido glicdlico

por estandar externo.
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Curva de Calibracion del Acido Hipurico
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Figura B3. Curva de calibracion del acido hipurico por estandar externo.
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Figura B4. Grafico de residuales para la curva de calibracion del acido hipuarico

por estandar externo.

Curva de Calibracién del Citrato (2.54 ppm)
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Figura B5. Curva de calibracion del citrato (sefial a 2.54 ppm) por estandar

externo.
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Grafico de Residuales del Citrato (2.54 ppm)
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Figura B6. Gréfico de residuales para la curva de calibracion de citrato (sefial a

2.54 ppm) por estandar externo.
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Figura B7. Curva de calibracion del citrato (sefial a 2.66 ppm) por estandar

externo.
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Figura B8. Gréfico de residuales para la curva de calibracion del citrato (sefial a

2.66 ppm) por estandar externo.
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Figura B9. Curva de calibracion de la creatina por estandar externo.
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Figura B10. Grafico de residuales para la curva de calibracion de la creatina por

estandar externo.
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Figura B11. Curva de calibracion de la creatinina por estandar externo.
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Grafico de Residuales de la Creatinina
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Figura B12. Grafico de residuales para la curva de calibracion de la creatinina

por estandar externo.

Curva de Calibracién de la Dimetilamina
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Figura B13. Curva de calibracion de la dimetilamina por estandar externo.
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Figura B14. Grafico de residuales para la curva de calibracion de la

dimetilamina por estandar externo.
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Curva de Calibraciéon de la Glicina
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Figura B15. Curva de calibracion de la glicina por estandar externo.
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Figura B16. Grafico de residuales para la curva de calibracion de la glicina por

estandar externo.
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9000000
8000000 -
7000000 -|
6000000 -|
5000000 -
4000000 -
3000000 -
2000000 -
1000000 -
0 +— T T T \ \ \

0 1 2 3 4 5 6

Concentracion (mM)

¢ Sumade areas

Prondstico Suma de dreas

1538829 .51x + 24330.36 — Lineal (Suma de areas)

Suma de areas

Figura B17. Curva de calibracion de la glucosa por estandar externo.
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Grafico de Residuales de la Glucosa
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Figura B18. Gréfico de residuales para la curva de calibracion de la glucosa por

estandar externo.
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Figura B19. Curva de calibracion de la glutamina por estandar externo.
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Figura B20. Grafico de residuales para la curva de calibracion de la glutamina

por estandar externo.
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Curva de Calibraciéon de la Histidina
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Figura B21. Curva de calibracion de la histidina por estandar externo.
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Figura B22. Gréfico de residuales para la curva de calibracion de la histidina por

estandar externo.
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Figura B23. Curva de calibracion de la taurina por estandar externo.
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Grafico de Residuales de la Taurina
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Figura B24. Gréfico de residuales para la curva de calibracion de la taurina por

estandar externo.
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Figura B25. Curva de calibracion del TMNO por estandar externo.
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Figura B26. Gréfico de residuales para la curva de calibracion del TMNO por

estandar externo.
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Curva de Calibracion de la Trigonelina (4.44 ppm)
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Figura B27. Curva de calibracién de la trigonelina (sefial a 4.44 ppm) por

estandar externo.
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Figura B28. Grafico de residuales para la curva de calibracion de la trigonelina

(sefal a 4.44 ppm) por estandar externo.
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Curva de Calibracion de la Trigonelina (8.84 ppm)
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Figura B29. Curva de calibracion de la trigonelina (sefial a 8.84 ppm) por

estandar externo.
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Figura B30. Grafico de residuales para la curva de calibracion de la trigonelina

(sefial a 8.84 ppm) por estandar externo.

Curva de Calibracién de la Trigonelina (9.13 ppm)
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Figura B31. Curva de calibracion de la trigonelina (sefial a 9.13 ppm) por
estandar externo.
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Grafico de Residuales de la Trigonelina (9.13 ppm)
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Figura B32. Gréfico de residuales para la curva de calibracion de la trigonelina

(sefial a 9.13 ppm) por estandar externo.

171




APENDICE C: RESULTADOS DE EVALUACION DE LA LINEALIDAD POR

EL METODO DE ESTANDAR INTERNO

Relacion de areas

Curva de Calibracion del Acido Glicoélico
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Figura C1. Curva de calibracion del acido glicolico por estandar interno.

Residuales
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Figura C2. Gréfico de residuales para la curva de calibracién del acido glicolico

por estandar interno.
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Curva de Calibracion del Acido Hipurico
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Figura C3. Curva de calibracién del acido hipuarico por estandar interno.
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Figura C4. Gréfico de residuales para la curva de calibracion del &cido hipurico

por estandar interno.

Curva de Calibracién del Citrato (2.54 ppm)
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Figura C5. Curva de calibracion del citrato (sefial a 2.54 ppm) por estandar

interno.
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Grafico de Residuales del Citrato (2.54 ppm)
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Figura C6. Grafico de residuales para la curva de calibracion del citrato (sefial a

2.54) por estandar interno.

Curva de Calibracién del Citrato (2.66 ppm)
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Figura C7. Curva de calibracion del citrato (sefial a 2.66 ppm) por estandar

interno.

Grafico de Residuales del Citrato (2.66 ppm)
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Figura C8. Grafico de residuales para la curva de calibracion del citrato (sefal a

2.66) por estandar interno.
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Relacion de areas

Curva de Calibracion de la Creatina
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Figura C9. Curva de calibracion de la creatina por estandar interno.

Residuales
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Figura C10. Gréfico de residuales para la curva de calibracion de la creatina por

estandar interno.
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Figura C11. Curva de calibracion de la creatinina por estandar interno.
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Grafico de Residuales de la Creatinina
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Figura C12. Grafico de residuales para la curva de calibracién de la creatinina

por estandar interno.

Curva de Calibracion de la Dimetilamina
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Figura C13. Curva de calibracién de la dimetilamina por estandar interno.
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Figura C14. Grafico de residuales para la curva de calibracion de la

dimetilamina por estandar interno.
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Curva de Calibraciéon de la Glicina

” 4.0000
8 3.0000
«@ 2.0000 @ Relacion de areas
= D2258x+ 00111
g 10000 Y Prondstico Relacion de areas
— 0.0000 ## ‘ ‘ ‘ ‘
9 0 5 10 15 20 — Lineal (Relacién de édreas)
S
3 Concentracion (mM)
(nd

Figura C15. Curva de calibracion de la glicina por estandar interno.
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0.04
(7]
()]
< 0.02 $ . .

Y

?) 0 .. ‘ \2 T T T ‘ \2 T 1
B o000 4 6 8 10 1 14 g 16
o2

-0.04

Concentraciéon (mM)

Figura C16. Grafico de residuales para la curva de calibracion de la glicina por

estandar interno.

Curva de Calibracion de la Glucosa
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Figura C17. Curva de calibracion de la glucosa por estandar interno.
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Grafico de Residuales de la Glucosa
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Figura C18. Gréfico de residuales para la curva de calibracién de la glucosa por

estandar interno.
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Figura C19. Curva de calibracion de la glutamina por estandar interno.
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Figura C20. Gréfico de residuales para la curva de calibracién de la glutamina

por estandar interno.
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Curva de Calibraciéon de la Histidina
0.6000 -
@ 0.5000 -
© 0.
& 0.4000 -
o 0.3000 - @ Relacién de areas
© 0.2000 -
c = — Prondstico Relacion de areas
S 0.1000 - : y= 01068 — 0.0033
% 0.0000 (BT : : : : . —Lineal (Relacidn de areas)
JJ)
N 0 1 2 3 4 5 6
Concentracion (mM)
Figura C21. Curva de calibracion de la histidina por estandar interno.
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Figura C22. Gréfico de residuales para la curva de calibracién de la histidina por

estandar interno.
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Figura C23. Curva de calibracion de la taurina por estandar interno.
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Grafico de Residuales de la Taurina
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Figura C24. Gréfico de residuales para la curva de calibracién de la taurina por

estandar interno.
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Figura C25. Curva de calibracion del TMNO por estandar interno.
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Figura C26. Gréfico de residuales para la curva de calibraciéon del TMNO por

estandar interno.
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Curva de Calibracion de la Trigonelina (4.44 ppm)
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Figura C27. Curva de calibracion de la trigonelina (sefial a 4.44 ppm) por

estandar interno.
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Figura C28. Gréfico de residuales para la curva de calibracién de la trigonelina
(sefial a 4.44 ppm) por estandar interno.

Curva de Calibracion de la Trigonelina (8.84 ppm)
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Figura C29. Curva de calibracion de la trigonelina (sefial a 8.84 ppm) por

estandar interno.
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Grafico de Residuales de la Trigonelina (8.84 ppm)
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Figura C30. Gréfico de residuales para la curva de calibracion de la trigonelina

(sefal a 8.84 ppm) por estandar interno.
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Figura C31. Curva de calibracion de la trigonelina (sefial a 9.13 ppm) por

estandar interno.
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Figura C32. Grafico de residuales para la curva de calibracion de la trigonelina

(sefial a 9.13 ppm) por estandar interno.
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APENDICE D: DIAGRAMAS EMPLEADOS PARA LA EVALUACION DE LA

ROBUSTEZ

Coefficients (scaled and centered) - Factores finales (MLR)
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Figura D1. Grafico de coeficientes para la alanina en funcion de las distintas
variables. En la parte inferior se muestran los valores de R? y Q2.
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Figura D2. Grafico de coeficientes para la creatina en funcién de las distintas
variables. En la parte inferior se muestran los valores de R? y Q2.
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