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RESUMEN

Las enfermedades autoinmunes son patologias que representan un problema de
salud publica por el deterioro de la calidad de vida de las personas que las padecen.
Estas enfermedades se definen como la respuesta anormal del sistema
inmunoldgico a moléculas propias o autoantigenos especificos llevando a dano en
tejidos; su desarrollo es multifactorial, por lo que en su estudio es imprescindible
tener en cuenta los factores ambientales, genéticos, entre otros. La metabolémica
es la ciencia dmica que estudia metabolitos, por medio de esta se pueden estudiar
eventos biolégicos y asi determinar alteraciones relevantes en procesos de
enfermedades.

Es asi que el objetivo de esta investigacion es abordar desde la perspectiva de la
metaboldmica los cambios que se pueden encontrar en perfiles metabolémicos
entre pacientes con Esclerosis Sistémica y Sindrome de Sjogren. De esta forma se
encuentra que hay metabolitos a destacar en estas enfermedades como los acidos
grasos y metabolitos derivados de aminoacidos entre ellos el triptéfano los cuales
pueden intervenir en su patologia. Este estudio proporciona informacion relevante
para futuras investigaciones, lo que supondria un apoyo en la busqueda futura de
nuevos metabolitos que puedan contribuir en el desarrollo de las enfermedades
tratadas en este trabajo.
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INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes tienen gran relevancia en el campo de la
investigacion, no solo por entender su origen y desarrollo, sino para comprender
todos los procesos que se llevan a cabo para que el sistema inmune reaccione a lo

propio y genere una respuesta negativa.

Estas enfermedades autoinmunes, como bien se menciond anteriormente, tienen
repercusiones en la salud de forma severa, una de las enfermedades autoinmunes
que mas afectaciones tiene en la salud de las personas que la padecen es la
Esclerosis Sistémica (SSc). Ademas de afectar la piel, puede afectar los érganos
internos como los pulmones, rifiones, intestinos y corazon, por lo cual se convierte
en una enfermedad delicada si no se diagnostica a tiempo. Es asi, que se genera
una necesidad de indagar mas a profundidad las caracteristicas especificas de
dicha enfermedad y buscar implementar un marcador especifico y potencial para
identificar de manera temprana la enfermedad y darle un tratamiento adecuado a los
pacientes que la padecen. Lo anterior con el fin de ofrecer una mejor calidad de vida

y, evitar el avance de la enfermedad y por consiguiente un desenlace fatal."

Por otro lado, el Sindrome de Sjogren (SSp) es una enfermedad autoinmune que
puede aparecer en ambos sexos y en todas las edades, sin embargo, es mas
frecuente en mujeres mayores de 40 afnos. Esta enfermedad tiene una prevalencia
de una por cada 1.000-10.000 personas.? Se clasifica segln esté acompariada de
otras enfermedades autoinmunes, es decir, si la enfermedad aparece en presencia
de otra enfermedad autoinmune se denomina Sindrome de Sjogren; cuando se
encuentra asociada a otras enfermedades autoinmunes (por ejemplo, Lupus
Eritematoso Sistémico, Artritis Reumatoide (AR), Esclerosis Sistémica, entre otros),
se denomina Sindrome de Sjogren Secundario. Esta enfermedad sistémica, tiene
una progresion muy lenta en el tiempo, pero puede ser grave ya que se ha visto
asociada al desarrollo de linfomas. Por otro lado, las complicaciones crénicas
involucran problemas de hidratacion de mucosas, afecciones de 6rganos como

insuficiencia renal cronica o fibrosis pulmonar, ademas del ya mencionado linfoma.?



Para su estudio, se hace uso de diversas ciencias que contribuyen a indagar sobre
la naturaleza de la enfermedad. Una de estas son las ciencias émicas, las cuales
implican un conjunto de ciencias que permiten el estudio de diversas moléculas que
pueden intervenir en procesos fisioldgicos importantes para un organismo. Es asi,
como el uso de las ciencias 6micas, especificamente el uso de la metabolémica,
resulta en una herramienta sélida para el estudio de enfermedades autoinmunes, ya
que los metabolitos son moléculas o productos que se generan después de que se
llevan a cabo procesos importantes en la célula. Por esto, el uso de la metabolomica
en enfermedades autoinmunes resulta muy acertada para determinar aquellos
procesos que se dan en estas enfermedades y asi mismo nos indican puntos claves

o indicadores en el desarrollo de las mismas.

Es de gran relevancia conocer las rutas metabdlicas y metabolitos asociados al
desarrollo de enfermedades autoinmunes como SSc y SSp, ya que permiten
conocer marcadores de diagndstico y pronostico, asi como entender la fisiopatologia

de estas enfermedades.
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1. Antecedentes

Las enfermedades autoinmunes tienen un impacto importante en la salud de las
personas que la padecen debido a que existe un grupo diverso de afectaciones en
las cuales puede llegar a afectar a multiples 6érganos o de manera especifica a un
organo diana. Esto representa un problema de salud publica, lo que conlleva al
estudio de la ecologia autoinmune a evaluar el impacto del entorno ya que afecta
directamente el desarrollo de una enfermedad autoinmune (incluso mas que la
genética de cada individuo). La ecologia autoinmune seglin Anaya et al® se refiere al
estudio de las interacciones entre individuos y su entorno que llevan a la ruptura de
una tolerancia inmunoldgica y el desarrollo de una enfermedad autoinmune. La
ecologia es semejante al exposoma, es decir, hace referencia a todas las
exposiciones internas y externas que tiene cada persona correlacionado con
factores hereditarios, lo que hace importante el enfoque de distintos estudios hacia

aquella respuesta inmune generada ante los distintos agentes ambientales. 3

Por medio del analisis de las multi dmicas como gendmica, protedmica, o
metaboldmica, se puede evaluar cambios en el curso de la enfermedad de manera
global. Es asi como por medio de la metabolomica, la dmica del metaboloma, se ha
logrado identificar cambios significativos en el metaboloma de enfermedades
autoinmunes relacionadas con el ambiente. Un ejemplo, es el consumo del cigarrillo
o alcohol, que contiene sustancias tdxicas asociadas a inflamacién y que han
influenciado el desarrollo o exacerbacion de diversas enfermedades autoinmunes.
El estudio de estas interacciones permite confirmar asociaciones y asi mismo
establecer nuevas para comprender la fisiopatologia de estas enfermedades

autoinmunes. *

El uso de la metaboldmica como herramienta para la determinacion de moléculas
relevantes en enfermedades autoinmunes se ha usado en diversas investigaciones.
Zhang et al® realizaron un andlisis del perfil metabolomico en muestras de materia
fecal en individuos con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) a través de
cromatografia liquida y espectrometria de masas. Diferentes metabolitos fueron

identificados como potenciales biomarcadores de interés.®
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Por otra parte, cabe resaltar que el LES ha sido asociado con la resistencia a la
insulina que presentan una parte de las personas que sufren de esta patologia, por
lo cual, Mendoza® et al realizaron un estudio en donde se tenia como objetivo
describir un perfil metabolémico de 70 pacientes con LES y sin diabetes,para
evaluar la resistencia a la insulina. En este estudio observaron que el 64.2 % de
pacientes presentaban resistencia a la insulina y un perfil metabolémico diferencial.
Este avance en la metabolémica permitié desarrollar biomarcadores de prediccion
en el campo de las enfermedades autoinmunes, en este caso, para el control de los

pacientes con LES con riesgo de desarrollar diabetes. ©

En el estudio de metabolitos se puede hacer uso de diferentes muestras bioldgicas,
es asi, como en el estudio realizado por Kalantari et al” identificaron biomarcadores
para el diagnéstico de Nefritis Lupica (NL), una forma grave de LES, y asi mismo
comprender su papel en la enfermedad. Para esto, se usaron muestras de orina, las
cuales fueron evaluadas por resonancia magnética nuclear 1H con el fin de
identificar metabolitos y vias perturbadas responsables del dafio renal que causa

esta enfermedad.

Li J et al® realizaron estudios metabolomicos sobre NL. Para ello se empled
cromatografia liquida junto espectrometria de masas en muestras de suero. Se
identificaron 14 posibles biomarcadores relacionados con el aumento de sorbitol,
metabolitos del acido glicolico, y metabolitos asociados con la disminucion de

cortisol, creatinina y L-aspartil-L-fenilalanina.

Zhang et al.° compararon los perfiles metabolémicos de individuos sanos con
pacientes diagnosticados con LES. Gracias al uso de cromatografia liquida y
espectrometria de masas en tandem, se identificaron perfiles diferenciales en los
grupos evaluados. Nueve metabolitos se encontraron disminuidos en los pacientes
con LES, especificamente, el acido L-piroglutamico fue identificado como posible

marcador de diagndstico de pacientes con sospecha de LES.®
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2. Marco Teorico

2.1 Autoinmunidad y ecologia autoinmune

El desarrollo de las enfermedades autoinmunes tiene un origen multifactorial, es
decir, diversos factores intervienen en su origen y desarrollo como factores
geneéticos, hormonales, inmunoldgicos y ambientales se pueden superponer entre si

y generar la enfermedad.®

Es importante mencionar que existen reacciones autoinmunes que son de gran
importancia para el bienestar del individuo, lo que se conoce como autoinmunidad
fisiologica o positiva. La autorreactividad fisiolégica es esencial para la seleccion de
linfocitos y mantener la homeostasis en el sistema inmune. Es asi como los
autoanticuerpos naturales contribuyen en la eliminacidén de detritus presentes en el
organismo, de esta forma intervienen en la mediaciéon del mecanismo regulador de
la respuesta inmune principalmente en respuestas agudas. Este tipo de
autorreactividad no presenta consecuencias clinicas ya que es un proceso que se

realiza para mantener un equilibrio en el sistema. "

Por otro lado, cuando la respuesta inmune genera una autoinmunidad patdégena
asociada con dano en organos se denomina enfermedad autoinmune. Las
enfermedades autoinmunes se pueden clasificar en enfermedades en 6rganos
especificos (Esclerosis Multiple, Diabetes tipo |, entre otros) y sistémicas (AR, LES,

entre otros). 1"

Un ejemplo de los factores ambientales, es la vitamina D, esta vitamina es conocida
como la vitamina del sol y es importante para que las células lleven a cabo sus
funciones como permeabilidad a varios iones como el calcio. La vitamina D se ha
mostrado involucrada en el desarrollo de Esclerosis Multiple y enfermedades
cardiovasculares. Varios estudios han demostrado que las personas que nacieron o
vivieron durante los primeros 10 afios de vida a bajas latitudes tienen menos riesgo
de desarrollar Esclerosis Multiple, en comparacion con aquellos que nacieron en

altas latitudes. De igual manera, en otras investigaciones se observo que al
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aumentar la ingesta de vitamina D disminuye la incidencia de Esclerosis Multiple. Es
decir que la exposicidén solar y por consiguiente, la vitamina D tiene asociacion con

el riesgo de desarrollar Esclerosis Mdltiple.'

Por otro lado, algunas enfermedades autoinmunes pueden verse asociadas a
infecciones, por ejemplo, Streptococcus pneumoniae se ha visto asociado al
desarrollo de Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE). Un estudio realizado
por Hermann et al'®, mostré que los componentes bacterianos y virales son tomados
como factores coestimuladores para el desarrollo y exacerbacion de la EAE, incluso

si es una infeccion leve.

Otros estudios ponen en evidencia varias perspectivas en donde el estrés juega un
papel importante en la respuesta inmune. El sistema inmunoldgico se encuentra
muy relacionado con el sistema nervioso, por lo cual, es evidente que los cambios
que se generen en el exterior pueden afectar directamente el funcionamiento normal
del sistema inmune, de tal forma que el estrés puede generar una supresién en la
produccion de proteinas, lo que conlleva a la disminucion de leucocitos que generan
anticuerpos que son proteinas especiales encargadas de reconocer sustancias

extrafias en el organismo y citoquinas, lo que afecta el funcionamiento celular.

Se han evidenciado otros factores que pueden intervenir en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, como son los inmunotéxicos, sustancias toxicas que
alteran la respuesta inmune, ya sea una supresion sobreactivacion de esta,
causando reacciones de hipersensibilidad. Segun Corsini et al'®, estos compuestos
xenobidticos pueden ser cruciales para el desarrollo de una enfermedad autoinmune

en aquellas personas que tienen predisposicidn genética.

Ademas de los ya mencionados, se pueden encontrar otros factores que modulan la
respuesta inmune y por consiguiente la autoinmunidad, como la microbiota
intestinal. Leeba et al'®, describieron la importancia de la microbiota debido a que el
tracto gastrointestinal es uno de los primeros sitios de interaccion entre el sistema
inmune y el patdégeno; a partir de esto, se ha descrito la hipotesis de la higiene
debido a la poca exposicion a patdégenos y parasitos como causa de autoinmunidad.

También se ha mostrado que hay diversas enfermedades autoinmunes inflamatorias

14



asociadas a la microbiota intestinal, causadas por la disfuncién del sistema inmune
innato y disbiosis, como sucede en pacientes con LES activo, donde la calidad de la
resistencia a la colonizacion (RC) de la microflora intestinal es menor que en

individuos sanos.®

Otro ejemplo es la influencia a nivel genético de las enfermedades inflamatorias
intestinales y enfermedades autoinmunes descritas por Clark et al.”” En este estudio
se demuestra que las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell) son trastornos
que involucran diversos factores etiolégicos como infecciones y respuesta inmune y
fisiologia alterada de los enterocitos. El uso de herramientas de bioinformatica para
este tipo de enfermedades como la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa
(CU) permite realizar un retrato completo de la relacion entre las Ell y las
enfermedades autoinmunes. Se encontré que algunos subtipos de Ell tienen una
alta relacion con enfermedades autoinmunes a nivel genético, esto asociado a una

respuesta alterada de linfocitos B y citoquinas como el interferén.”

En 2012, un estudio realizado por Karlen et al'® determiné si el entorno social y las
diferencias socioecondmicas afectan la induccion de autoanticuerpos relacionados
con diabetes en nifios. Se evidencid que habia diferencias en la prevalencia de
autoanticuerpos en nifios de dos ciudades analizadas, lo cual indica que factores del
entorno social como ‘"estrés comunitario pasivo" puede desencadenar
autoanticuerpos relacionados con la diabetes en nifios. Es decir que los factores
sociales junto con los factores genéticos son importantes en el desarrollo de la
enfermedad. Por ejemplo, las exposiciones virales en embarazo, exposicion a
proteinas de leche de vaca durante los primeros meses de vida, exposicion al
gluten, el aumento de peso corporal en la infancia, entre otros pueden llevar a la

produccion alta de insulina y por consiguiente el estrés celular.

Como bien se ha mencionado anteriormente, diversos factores influyen en el curso
de las enfermedades autoinmunes, se han realizado estudios en donde se evaluan
condiciones ambientales en distintas poblaciones, lo que ha llevado a generar bases
para fundamentar que las alteraciones en el entorno afectan directamente al
desarrollo del funcionamiento del sistema inmune en una poblacién, esto debido a

que el medio ambiente se ve relacionado con el equilibrio en la gran diversidad
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genética y fenotipica de un determinado lugar como lo mencioné Guivier et al.”® Se
ha descrito que la influencia del medio ambiente sobre el sistema inmunitario
conlleva a la alteracion o cambio en la expresidén de algunos genes, lo que explica la
adaptabilidad de varias especies de seres vivos frente a algunas enfermedades.’
Es pertinente mencionar que el estudio de la ecologia es aquel que se lleva a cabo
en el entorno donde interactuan seres humanos y otras especies y de como se vive
en cada ambiente especifico, refiriéndose a la relacion existente entre el entorno y
todos sus habitantes. Un sistema de relaciones en donde se evaluan la influencia
que tiene el entorno en el desarrollo de distintas enfermedades autoinmunes y como
influye el estilo de vida en el progreso de las mismas ha sido descrito por Villarraga

et al®.

Por otra parte, se ha evaluado la relacion existente entre el género y el desarrollo de
enfermedades autoinmunes. Datos demuestran que la relacion directa de factores
genéticos y desencadenantes ambientales en mujeres sometidas a un cambio
ambiental tienen un riesgo mas alto de desarrollar una enfermedad autoinmune. Por
lo general, enfermedades 6rgano especificas, como se menciona en el estudio
realizado por Tiniakou et al*', enfermedades como la AR, la polimialgia reumatica y
el Sindrome antifosfolipidico primario son enfermedades que se presentan

comunmente en las mujeres.

Por otra parte, se ha dicho que la seleccién natural se ve implicada en distintos
cambios en el funcionamiento del sistema inmunolégico de los seres humanos, ya
que se plantea que los seres humanos han sido resultado de un sin fin de
evoluciones de antepasados de tal manera que para llegar a ser lo que se conoce
hoy en dia se han venido generando un sin fin de mutaciones en distintos genes.
Por lo cual, el estudio de todo el genoma en busca de analizar especificamente los
posibles cambios generados cuando se es sometido un individuo a ciertos entornos
y en como esto afecta al desarrollo en enfermedades autoinmunes es de vital

importancia.??

Varias enfermedades autoinmunes se pueden presentar en individuos de forma
simultanea, es decir, que un individuo pueda llegar a padecer mas de una

enfermedad autoinmune, por lo cual, se plantea el término de tautologia
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autoinmune, en donde mecanismos comunes estan asociados con el desarrollo de
diversas enfermedades autoinmunes. Es posible que dadas las circunstancias y la
influencia de distintos factores del entorno en una misma persona pueda llegar a
padecer de mas de dos enfermedades, lo cual se conoce como poliautoinmunidad,
donde se evidencia la relacion de distintas enfermedades y la influencia que reciben

estas por el entorno.?

No solo se debe concentrar el estudio de las enfermedades autoinmunes en la
alteracion provocada por mecanismos internos del cuerpo, es necesario el estudio
de la microbiota natural de cada individuo y de como esta puede ser alterada por
factores externos lo cual lleva al desencadenamiento de respuesta inmunolégica

que genera una enfermedad autoinmune.®

Se han llevado a cabo estudios de valoracion de la microbiota que se encuentra en
el tracto respiratorio, teniendo en cuenta que los pulmones no son un érgano esteéril,
y que al ser comparado con los patrones de la microbiota gastrointestinal son
mecanismos diferentes por la composicion de cada microbiota. Se reportd que en el
momento de cursar un proceso de inflamacion, la flora presente naturalmente en
cada érgano, especialmente en el tracto respiratorio puede elevar su concentracion
y alterarse el equilibrio, convirtiéndose en patdégenos que pueden desencadenar el
desarrollo de enfermedad autoinmune, como se menciond en el estudio realizado
por Huffnagle et al,’® los factores contribuyentes para desarrollar una enfermedad
pueden incluir la inhalacién de bacterias del aire y la migracion directa a lo largo de

las superficies mucosas de las vias respiratorias.?®

Por otro lado, también se ha visto la relacidon entre la vitamina D y el Sindrome de
Sjogren de acuerdo a lo mencionado por Garcia et al,*® debido a que se observo en
este estudio que los pacientes con este tipo de sindrome han documentado
deficiencia de vitamina D, ademas se plantea que la radiacion ultravioleta y la
vitamina D podrian estar relacionados con la patogenia y procesos extraglandulares
del Sindrome de Sjogren. También se ha documentado que los niveles de cromo se
correlacionan con la prevalencia de esta enfermedad, sobre todo en las areas con

altos niveles de este elemento como los suelos agricolas.?’
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2.2. Metaboldmica

La metaboldmica, ciencia 6mica que estudia a los metabolitos o moléculas
pequefias que se encuentran por debajo de 1,5 kDa; estas moléculas incluyen
aminoacidos, carbohidratos, lipidos, entre otros; la determinacion de estos
metabolitos contribuye a comprender los eventos biolégicos en un organismo o

célula. %8

Por otra parte, la metaboldmica es conocida como un sistema en el cual se
identifican los distintos perfiles de metabolitos, dichos metabolitos se encuentran en
biofluidos o en los tejidos de los organismos, esta ciencia es de relevante
importancia debido a la posibilidad de evaluar los cambios que se generen en el
cuerpo por medio de la presencia o ausencia de los metabolitos de interés, estos
cambios se pueden generar por distintas causas entre las cuales pueden estar las
influencias ambientales, el estilo de vida que lleve cada individuo y la genética.?® Es
asi que es importante la medicion detallada de los metabolitos ya que a través de
estos analisis se pueden encontrar alteraciones relacionadas con el desarrollo de
una enfermedad, tratamiento, estilo de vida, microbiota, etc. Estos estudios de
metaboldmica se usan cada vez mas en la evaluacién de pacientes ya sea para
hacer un diagndstico de alguna enfermedad, respuesta a tratamientos especificos o

incluso el descubrimiento de nuevos biomarcadores.?®

Gracias a las plataformas analiticas en donde se analizan cientos de metabolitos de
forma simultanea se puede realizar un seguimiento de los cambios a lo largo del
tiempo. Para esto, se utilizan técnicas espectroscopicas avanzadas, precisas y de
alta resolucibn como espectroscopia de resonancia magnética nuclear y
espectrometria de masas combinadas con cromatografia de gases o cromatografia

liquida.?®

La metabolémica es una herramienta con un enorme potencial para ser usada en
este tipo de estudios. En la practica, la metabolémica se puede distinguir entre
metabolémica dirigida y no dirigida, esto segun el enfoque que se quiere aplicar

para el estudio de los metabolitos de interés.?®
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Cuando se habla de un enfoque dirigido se refiere a un analisis de metabolitos que
ya se conocen y que son utilizados para evaluar rutas metabdlicas de interés, estas
se pueden usar para la evaluacion de un organismo en particular e igualmente si se
quiere evaluar un cambio en los metabolitos frente a algun factor ajeno como
perturbaciones ambientales o patologias, o investigaciones en estudios
farmacocinéticos. Esta técnica posee algunas ventajas ya que al tener estandares y
marcadores se facilita hacer la identificacion y cuantificacion de los metabolitos. Es
asi que con este tipo de metaboldémica se pueden cuantificar niveles de metabolitos
para hacer comparaciones entre sujetos y establecer el estado de salud a partir de
muestras bioldgicas. Se puede considerar como desventaja el condicionamiento en
la cobertura de la deteccion de metabolitos, esto llevando a pasar por alto alguna

respuesta metabolémica.?®

Por otro lado, se tiene al enfoque no dirigido, este tiene un alcance amplio ya que
busca detectar simultdneamente grandes cantidades de metabolitos y
caracteristicas como sea posible. Esta técnica combinada con estadistica logra
estudiar el metaboloma de forma extensa y asi buscar cambios o diferencias entre
los grupos a analizar con los de control, ademas, por medio de este enfoque se

logran detectar metabolitos o biomarcadores desconocidos. 23 %

2.2.1 Técnicas utilizadas en metabolémica.

Los estudios en metabolémica se hacen por medio de técnicas quimicas, estas
teniendo variaciones dependiendo del enfoque que se le quiere dar al estudio
(dirigido o no dirigido). Estos estudios se realizan utilizando espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas (MS, por sus
siglas en inglés), la ultima usualmente se combina con otras técnicas de separacion
dando asi paso a técnicas como la cromatografia liquida con espectrometria de
masas LC-MS, cromatografia de gases con espectrometria de masas GC-MS vy la
cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplada a espectrometria de masas
HPLC-MS. La combinacion de estas técnicas es una ventaja favorable en la
determinacién de metabolitos y marcadores debido a que de esta manera se

complementan y se logra un mayor alcance en la determinacion de estos.
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Las técnicas asociadas a espectrometria de masas proporcionan una sensibilidad
mayor a la RMN. La MS es una plataforma lider que proporciona ventajas en la
elaboracion de perfiles metabdlicos®® y proveer métodos de analisis de datos
multivariados que son esenciales para la reduccion de datos.®' Sin embargo, al
tratarse de varios aspectos a analizar, como por ejemplo, peso molecular, polaridad
y solubilidad, no hay una sola técnica analitica que provea este tipo de informacion
en conjunto y de manera integral, por lo que para el estudio en la metabolémica se

deben cubrir enfoques especificos en el metaboloma.*

Como ya se ha mencionado anteriormente, este estudio implica un gran conjunto de
datos, por lo que herramientas y meétodos de analisis computacionales son
necesarios para un buen tratamiento de datos y analisis adecuado, eliminando el
sesgo sistematico y explorando hallazgos biolégicamente significativos. El uso de
bases de datos e instrumentos analiticos permite que la elaboracion de perfiles
metabdlicos tenga una alta precision ademas del uso de la bioinformatica como
instrumento esencial para interpretacion y analisis de grandes conjuntos de datos,
por lo que es de vital importancia que se tengan en cuenta todos los procesos
estadisticos y bioinformaticos para realizar un adecuado analisis de los datos
obtenidos. Para realizar una correcta interpretacion de los datos obtenidos de un
estudio de metaboldmica, estos deben ser procesados, en donde se hacen
comparaciones de conjuntos de datos, alineacion espectral de masas, normalizacion

de sefales e identificacion de metabolitos ademas del control de calidad.® 3

El procesamiento tipico de MS implica el tratamiento de datos, detectando picos de
sefal, normalizando y comparando conjuntos de datos para generar una matriz de
datos. Estos datos son analizados por métodos estadisticos en donde se agrupan y
alinean ademas del proceso de calidad y retroalimentacion. ** 3 E|l Procesamiento
de estos datos empieza con la conversion del formato de archivo de MS a formatos
mas comunes ya que son los mas utilizados para almacenar datos de este tipo. Por
la cantidad de datos tratados obtenidos en las técnicas de metabolémica se eliminan
pequefios picos de sefiales ademas de filtrarlos por medio de codigos abiertos para

disminuir los datos. 303+
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Para la deteccion o visualizacidn de caracteristicas, los datos en bruto obtenidos se
muestran en planos tridimensionales que utilizan tiempos de retencion, migracion,
m/z y datos de intensidad, en donde en el pre procesamiento de estos se convierten
primero en montones de cromatografias y electroferogramas bidimensionales. En
los espacios bidimensionales se sitian la relacion masa/carga o m/z y su
procesamiento, el segundo corresponde al tiempo de retencion y la abundancia
relativa de cada m/z en particular. Luego de esto se realiza eliminacion y
suavizacion de datos para eliminar falsos positivos. Después de esto se ajusta un
modelo para identificar picos por encima del umbral especificado segun los
requerimientos del estudio. Usualmente se utiliza un ajuste de algoritmos debido a
que el procesamiento de los picos en LC-MS y CE-MS son complejas. *° ** Después
de esto se prosigue con la alineacion de los datos obtenidos eliminando cambios de
tiempos de migracion para el procesamiento de los datos. En cuanto a la calibracion
y alineacion de datos m/z se debe tener en cuenta que estos valores detectados
dependen de factores como temperatura, abundancia de iones y capacidad de
procesamiento junto con las especificaciones del detector, por lo que los datos
obtenidos deben calibrarse, es asi como se aplican curvas de calibracion utilizando

picos conocidos para corregir valores de m/z de picos de interés. *°

Posteriormente se realiza el escalamiento y normalizacion de los datos, en donde
hace eliminacién de los sesgos no deseados (que se pueden dar por la variacién en
la concentracion de la muestra) manteniendo las diferencias bioldgicas en los
conjuntos de datos. Ademas de esto, se deben eliminar desviaciones en la
intensidad de la senal dados por errores de medicion, para esto, se hace uso de
estdndares y asi dar una correcta identificacion de los metabolitos, aunque esta

incorrecta identificacion o desviacién de sefiales se puede corregir con algoritmos.

30, 32

Mas adelante se realiza la identificacion precisa de los compuestos, es decir, hacer
coincidir los espectros obtenidos en las mediciones con compuestos estandares
ejecutados en las mismas condiciones, esto por medio de estandares internos como
muestras marcadas isotépicamente. Para el procesamiento de datos ademas de la

deteccién y alineacién de picos se hace uso de algoritmos, su seleccion es
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importante junto con los parametros para analizar los conjuntos de datos obtenidos,
un ejemplo de paquetes de software que estan disponibles gratuitamente para datos
de LC-MS XCMS, MZmine, msinspect y OpenMS. Para la identificacion de
metabolitos se ha recomendado el uso de umbrales de confianza para la notificacion
de datos junto la evaluacién cuantitativa de la calidad de la identificacion al emplear
la tasa de descubrimiento falso o FDR.*® Una vez los datos se encuentran en estos
paquetes de software se seleccionan los conjuntos de datos que se quieren
comparar, alli se realizan ajustes segun las técnicas de instrumentacion usadas y se
envian a un servidor de Scripps para procesar estos, estos resultados en forma de
graficas se obtienen en linea en donde se pueden comparar con diferentes

conjuntos de datos usando metaX CMS.*

2.2.2 Analisis bioestadistico de datos.

Después de generarse una matriz con datos, se procede a realizar analisis
estadisticos de datos para identificar los metabolitos en el conjunto de datos
obtenido. Para esto se realizan analisis univariados y multivariados para clasificar y
evaluar los datos obtenidos., Sin embargo, antes de esto a los conjuntos de datos
se les puede aplicar el rango intercuartilico o IQR; esta medida es una estimacién
de estadistica de un grupo de datos en donde se busca seleccionar los datos que no
se encuentren extremadamente alejados, si los datos no se distribuyen

normalmente se puede aplicar transformaciones logaritmicas.®

PLS por sus siglas minimos cuadrados parciales consiste en un método de
regresion, es decir, un modelo que se utiliza para estimar las relaciones entre dos
variables, o es este caso dos matrices, X e Y. Este método de analisis es
multivariante, puede analizar datos con variables X fuertemente correlacionadas y
numerosas ademas de modelar diversas variables de respuesta. Esta es util cuando
hay menos muestras disponibles que variables (metabolitos). Aunque, para estudios
de metabolémica ha sido ampliamente usada junto con el analisis discriminante de
PLS (PLS-DA). El método de PLS-DA utiliza un grupo de clases binarias Y para
explicar las variables ubicadas en X, las graficas de este se ven con diferentes

proyecciones.3% 3°

22



La clasificacion de datos por PLS y analisis discriminante de PLS o PLS-DA se ha
utilizado para aumentar la separacion entre grupos. Similar a las graficas en PCA
que se explicaran mas adelante, en estas graficas S generadas se visualiza la
covarianza (grado de variacién conjunta de dos variables), la correlacion entre
metabolitos y la designacién de la clase. Es asi como este grafico identifica
metabolitos significativos desde un punto estadistico y bioquimico. Sin embargo,
para este tipo de clasificacion de datos se debe tener validaciones cruzadas o
permutaciones para evaluar la capacidad de clasificacion de este modelo esto

debido a que exageran la capacidad de generalizacion de datos.*

Por otra parte, esta la técnica de analisis de componentes principales o por sus
siglas PCA, la cual se emplea para poder interpretar los resultados obtenidos. Este
resulta ser un método eficaz y claro que permite observar las relaciones entre
variables y es altamente utilizado como un analisis exploratorio ya que se observan
patrones y tendencias metabdlicas. EI PCA obtiene la mayor variacién de los datos
obtenidos en los estudios de metaboldmica sin discriminar dicha variacion, por lo
cual el numero de componentes Optimos obtenidos puede valorarse a partir de
meétodos de validaciéon cruzada, los cuales calculan el poder predictivo de dicho
analisis. Estos meétodos estan basados en la eliminacion de algunos grupos de
datos, en donde se da el céalculo de un nuevo modelo a partir de los datos restantes

y también la prediccion de los valores de los datos eliminados. %

Las ventajas que trae el PCA es la posibilidad que ofrece de descomponer los
grandes datos obtenidos y exponerlos en graficos que resumen el comportamiento
de las observaciones y de las variables, por tal motivo, en la mayoria de los estudios
de metabolémica se utiliza esta técnica como el primer paso para explorar los
resultados. El procedimiento base se repite sucesivamente de manera que los datos
se puedan representar ya sea en dos o tres dimensiones que faciliten su completa

comprension de manera certera. 30-3¢

En cuanto a su interpretacion, el PCA al realizar una transformacion de manera
lineal de los datos obtenidos originalmente genera un nuevo sistema de

coordenadas, lo que se conoce como componentes principales, que son los ejes de
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este nuevo sistema de coordenadas generados. El primer componente principal
(PC1) es aquel eje que representa la mayor varianza del conjunto de datos, por otra
parte, la segunda varianza mas grande es el segundo eje (PC2), de esta manera se
organizan sucesivamente segun los ejes generados dependientes de los datos del
estudio de metabolémica. Al estar ya graficados los datos podemos interpretarlos

segun la distancia entre las muestras lo que indica su similitud o diferencia.®’

Las técnicas de PCA y PLS-DA son las mas usados para estudios metabolémicos, a
pesar de que PCA permite visualizar diferencias y similitudes de datos usualmente
es una herramienta de clasificacion débil para clases por lo que se usa como primer
meétodo para clasificacion antes de PLS-DA, este ultimo se utiliza para maximizar la

resolucidn de los datos obtenidos.*

También existen otro tipo de métodos para analisis de datos en metabolémica como
analisis de cluster, en donde se dividen los conjuntos de datos observados en clases
o tipos segun una funcion seleccionada; esto se da segun dos tipos de algoritmos:
métodos jerarquicos y no jerarquicos. El agrupamiento jerarquico HLC alinea
conjuntos generando dendrogramas o graficas en forma de arbol, por otro lado, el
agrupamiento en clusteres no jerarquica también agrupa estos datos, pero como lo
indica su nombre sin ninguna organizacion jerarquica. También se utiliza el algoritmo
de bosques aleatorios, en donde es un método usado para discriminar dos grupos;
utiliza un conjunto de arboles para la clasificacion en donde las divisiones el

conjunto de variables estudiadas es un subconjunto aleatorio de variables.*

2.3 Esclerosis Sistémica y Sindrome de Sjogren

2.3.1 Esclerosis Sistémica

También conocida como esclerodermia es una enfermedad autoinmune croénica
sistémica, la cual es caracterizada por la afectacién en la piel y en los érganos
internos. Esta afectacion se debe a la alteracion del colageno, el cual es el conjunto

de proteinas que dan soporte a los dérganos y tejidos del organismo. Es una
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enfermedad de causa desconocida en la cual se ha reportado que intervienen

factores genéticos como factores ambientales. **

En el género femenino es el mas recurrente con la enfermedad, presentandose el
pico en la edad media de la vida de las mujeres. Por otra parte, segun la extension
de la afectacion cutanea que se presente se puede dividir en dos tipos, el primer tipo

es la afectacion cutanea difusa y la segunda es la afectacion cutanea limitada.

La respuesta inmune que desencadena esta enfermedad en las personas afectadas
se da por la produccion de autoanticuerpos, los cuales son reactivos contra las
propias estructuras del organismo que desencadenan una reaccion inflamatoria;
esta reaccién inflamatoria se debe especificamente a la migracion de los leucocitos
por medio del endotelio hasta el tejido afectado y esto lleva a la activacion de los
macrofagos vy linfocitos T, los cuales van a ser los encargados de la produccion de
citoquinas como la IL-2, IL-4, IL-6 y el TNF a, que exacerban la reaccidn

autoinmune. *

En cuanto a la afectacion cutanea limitada se describe que tiene un comienzo lento,
que se limita a los dedos de las manos y a los codos. Por otra parte, la afectacion
cutanea difusa, se caracteriza por presentar un comienzo rapido evidente en los
dedos de manos, extremidades, cara, tronco por lo cual se evolucion se da de

manera rapida. *°

En esta enfermedad es caracteristico el fendbmeno de Raynaud, asi como la
afectacion del aparato digestivo, la hipertension pulmonar, la afectacion
musculoesquelética y la cardiaca, Cabe resaltar que algunas de las afectaciones
que causa esta enfermedad pueden llegar a ser asintomaticas en los principios, por

lo cual se hace importante la deteccion y el adecuado tratamiento precoz. '

25


https://www.misistemainmune.es/inmunologia/componentes/factor-de-necrosis-tumoral-alfa-necesidad-de-equilibrio

2.3.2 Sindrome de Sjogren

El Sindrome de Sjogren se puede presentar como Sindrome de Sjogren primario
(SSp), o como parte de otras enfermedades inflamatorias créonicas como sindrome
de Sjogren secundario, como se menciond anteriormente. Aunque la sequedad de
ojos y boca es el sintoma principal, los pacientes con SSp también experimentan
manifestaciones sistémicas como dolor articular, muscular y fatiga. En cuanto al
inicio de la enfermedad, es frecuentemente insidioso con sintomas vagos, por lo que
es comun un diagnostico tardio. El SSp es una enfermedad autoinmune inflamatoria
cronica caracterizada principalmente por la presencia de sequedad en los ojos y
boca, el sistema inmune ataca a sus propias células las cuales producen saliva y
lagrimas. Este sindrome puede afectar a las glandulas exocrinas por la inflamacién
cronica caracterizada histopatologicamente por infiltracidn linfocitica y de citoquinas
que danan los conductos secretores, esto llevando a un cuadro clinico de
xerostomia (boca seca) y queratoconjuntivitis seca (ojos secos) junto a

manifestaciones sistémicas dadas por la infiltracion linfocitica en 6rganos. *' 42

Sus manifestaciones clinicas ademas de las mencionadas anteriormente son
usualmente sistematicas como fatiga, sintomas musculoesqueléticos y cutaneos,
afeccion hepatica, renal y pulmonar. Se ha demostrado que las células epiteliales
desempenan un papel importante en la respuesta inmune local por la presentacion
de autoantigenos enddgenos o exdgenos, produccidén de citoquinas y quimiocinas

que activan linfocitos B y otras células inmunes.*?

Sobre la respuesta inmune de esta enfermedad, la activacion de linfocitos B es una
caracteristica de esta enfermedad; esto lleva a una hipergammaglobulinemia y la
produccion de varios autoanticuerpos, anti-Ro (-SSA) y/o anti-La (-SSB) son los
autoanticuerpos de mas importancia en la enfermedad. Otros autoanticuerpos que
se consideran marcadores inmunologicos se encuentran Anti-Ro-52; anti-Ro y
anti-La pueden detectarse anos antes de la aparicion clinica de la enfermedad.

También, se ha observado que la enfermedad se desencadena por algunos factores
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externos como infecciones virales por el aumento de la respuesta antiviral; esto lleva
a la produccion de diferentes interferones IFN producidos por células dendriticas
exacerbando al SSp. Todo esto lleva a la activacion de respuestas inmunes innatas

y adaptativas causando una reaccién autoinmune. #?

La fisiopatologia de SSp es compleja, comprende la combinacion de factores que
pueden llevar a la enfermedad. Se ha hablado de un concepto de la enfermedad en
donde se tienen en cuenta la predisposicion genética, factores ambientales y
desequilibrio hormonal, los cuales activan en epitelio a los receptores tipo TOLL
(TLR) liberando patrones moleculares asociados al dafio o DAMP vy liberando
citocinas proinflamatorias. Ademas de estas, interferones tipo | (IFNI), desempenan
un papel fundamental en la patogenia de la SS; estos activan células dendriticas
inmaduras, secrecion de BAFF, aumenta la proliferaciéon y supervivencia de células
T. El aumento del factor de activacion de células B BAFF promueve la proliferacién,
maduracion y supervivencia de las Linfocitos B, que son las que predominan en

lesiones avanzadas. **

Un modelo propuesto para describir y entender la participacion del sistema
inmunolégico en la enfermedad es el siguiente, en donde las células dendriticas
producen IL-12 que lleva a la secrecidon de IFN-y y TNF-a por linfocitos Th. IL-7 e
IFN-1 regulan positivamente a linfocitos Th1 en glandulas salivales; aqui, TNF-a
junto a IFN-y sensibiliza las células de las glandulas salivales a la apoptosis
activando células presentadoras de antigeno y células epiteliales promoviendo la
presentacion de autoantigenos. También se estimula la secrecién de CXCL9/10
llevando al reclutamiento de linfocitos B y T en érganos diana aumentando el
proceso autoinmune. En cuanto al papel de las interleucinas, IL-4 e IL-5
proporcionan sefales estimulantes para el desarrollo de linfocitos B productoras de
autoanticuerpos; IL-13 mejora la proliferacion y activacion de mastocitos que
contribuyen a la disfuncion secretora; IL-6, IL-23, TGF-B e IL-1[3, producidas por las
células dendriticas derivan células Th17 a partir de células T de memoria. IL-17
promueve la estimulacion de receptores de células B y metaloproteinasas que lleva
a apoptosis celular. Las células T foliculares facilitan Ila generacion de
autoanticuerpos y la formacion de centros germinales a través de la secrecion de

IL-21, la cual a su vez aumenta la proliferacion y diferenciacion de linfocitos B. 45
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3. Diseno metodolégico

3.1 Universo, poblacién y muestra

El objeto de estudio es bibliografia referente a la metabolémica en individuos que

presentan Esclerosis Sistémica y Sindrome de Sjogren.

La muestra corresponde a articulos de investigacion, revisiones, que incluyan
estudios de metaboldmica en suero de pacientes con las enfermedades

mencionadas anteriormente.

3.2 Hipotesis, variables, indicadores.
En esta investigacion se espera encontrar diferencias entre los perfiles
metabolémicos de sueros de pacientes con Esclerosis Sistémica y Sindrome de

Sjrogren frente a individuos sanos.

e Hipdtesis alterna

Se espera encontrar diferencias en los perfiles metaboldmicos en sueros de
pacientes con SSc y SSp frente a los individuos controles descritos en
investigaciones previas.

e Hipdtesis nula
En esta investigacion en el analisis de perfiles metaboldmicos en sueros de
pacientes con SSc y SSp no se espera encontrar diferencias o metabolitos

diferenciales frente a los controles utilizados en previas investigaciones.
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3.3 Operacionalizacion de las variables

Se determinaron las variables del estudio necesarias para dar respuesta a los objetivos

planteados.

Tabla 1. Operacionalizacion de las variables.

en Esclerosis
Sistémica

Variable Descripcion Medicion Escala Clasificacion
Esclerosis Articulos 1. Si Cualitativa Categdrica
Sistémica relacionados con 2. No
Esclerosis
Sistémica
Sindrome de Articulos 3. Si Cualitativa Categodrica
Sjégren relacionados con 4. No
Sindrome de
Sjogren
Metabolomica Articulos 5. Si Cualitativa Categodrica
en Esclerosis relacionados con 6. No
Sistémica metabolémica
en Esclerosis
Sistémica
Metabolomica Articulos 7. Si Cualitativa Categorica
Sindrome de relacionados con 8. No
Sjogren metabolémica
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3.4 Técnicas y procedimientos
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Figura 1. Diagrama de Flujo PRISMA que describe las etapas de la revision
sistematica de bibliografia usada en la investigacion.

Para la recoleccion de informacion se realizd una revision sistematica de bibliografia
en donde se utiliz6 como criterios de inclusion articulos de investigacion y articulos
de revision que contengan informacion sobre metabolomica en pacientes con
Esclerosis Sistémica y Sindrome de Sjogren. Estudios que no presentaron
resultados relevantes para las enfermedades de interés fueron excluidos, se
rechazan articulos con fecha de publicacion después de diciembre del 2021, papers,
capitulos de libros, cartas al autor y reportes de casos. La informacion registrada fue
verificada por dos investigadores para evitar sesgos de bibliografia. Para incluir los
articulos, estos debian haber sido realizados en pacientes diagnosticados con estas
enfermedades y describir los metabolitos diferenciales alterados encontrados en

estas enfermedades frente a pacientes sanos.
En este sentido, se uso6 los buscadores de Scopus y Pubmed. Esta investigacion se

realizé con fecha de corte de diciembre de 2021. Para evaluar la calidad de la

bibliografia seleccionada se hizo un doble chequeo de la informacion para no incluir
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bibliografia que no cumplia con los criterios de inclusion. Para la busqueda de
informacion se hizo uso de términos de busqueda que se encuentran en la tabla 2

(ver anexos).

De esta forma, se obtuvieron 99 registros, de las cuales se hizo una exclusion inicial
de 41 registros ya que estos se encontraban simultaneamente en diferentes bases
de datos consultadas. Después de eliminar los registros duplicados, se continué a
hacer una primera etapa de exclusién en donde se tuvo en cuenta los criterios de
inclusion y exclusion, que indicaban que el material debe ser articulos de
investigacion o revision que contengan informacién sobre metabolémica en SSc y
SSp.

Asi, se evaluaron 48 registros, de los cuales se excluyeron 42, debido a que
contenian informacion en de muestras de saliva, orina o plasma. Nuestro objetivo de

evaluacion fue en muestras de suero. De esta forma, se incluyeron 6 articulos.

Luego de realizar una revision de articulos, se encontraron diversos metabolitos
evaluados en estudios de metaboldmica de SSc y SSp. A partir de esta informacion,
se utilizé HMDB, una base de datos en linea de metabolémica humana, de donde se
obtuvo la identificacion HMDB de cada metabolito encontrado junto con su
taxonomia quimica y su fuente de obtencién (si es un metabolito endégeno o
exdgeno). Con esta identificacion, se logré ingresar a MetaboAnalyst, una
plataforma de analisis de datos de metabolomica; esta nos permite visualizar y
calcular asociaciones entre los metabolitos encontrados y asi realizar analisis de

identificacion de rutas metabdlicas alteradas.

4. Resultados
Para describir los metabolitos encontrados en pacientes con SSc y SSp se realizo
una recopilacion de estudios, en este sentido se consideraron seis articulos que

daran respuesta a los objetivos planteados.

Para su seleccion, se tuvo en cuenta que los textos contengan informacion descrita

sobre estudios de metaboldmica en suero en las enfermedades de interés. La
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informacion obtenida es escasa ya que la bibliografia encontrada sobre
metabolémica en SSp y SSc es limitada, sobre todo en muestras de suero. Teniendo
en cuenta esta bibliografia, se encontraron metabolitos que se describen en el

siguiente apartado y que presentaron perfil diferencia en suero de casos y controles.

4.1 Metabolitos encontrados en Esclerosis Sistémica y Sindrome de Sjogren

Segun la revision bibliografica realizada en estas dos enfermedades, se logro
obtener una recopilacion de metabolitos encontrados en SSc y SSp, ver Tabla 1y 2
(ver anexos). Se evaluaron varios parametros, entre ellos, la taxonomia quimica de
los metabolitos obtenidos, con una gran diversidad de compuestos de diferente
grupo taxondémico, también se tuvo en cuenta su origen o fuente de obtencién, ya
sea endégena o exodgena. Y por ultimo, se considerd la férmula quimica y su

identificacion HMDB para cada uno de los metabolitos.

Segun su taxonomia quimica, los metabolitos encontrados se agruparon segun este
parametro para facilitar su comprension, esto se observa en la figura 2 para SSc y
SSp respectivamente. Como se menciond anteriormente, ambas enfermedades
presentan una gran diversidad de metabolitos, sin embargo, se logré observar como

se destacaban unos grupos sobre otros en cada una de las enfermedades.
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Figura 2. Metabolitos encontrados segun su taxonomia quimica en SSc y SSp.
Se observan los porcentajes de acuerdo su taxonomia quimica en Esclerosis

Sistémica (A) y Sindrome de Sjogren (B).

Con base a los datos obtenidos, se deduce que los metabolitos que se encuentran
alterados en mayor cantidad en la SSc son los alfa aminoacidos, los acidos grasos y
las acilcarnitinas los cuales representan un 44%. Por otra parte, los metabolitos
restantes representan el 56% de los 50 metabolitos graficados como son los acidos
de azucar, beta aminoacidos, prolina, histidina, acido glutamico, isoleucinas y
derivados, colinas, carnitina, glicerofosfolipidos, nitratos no metalicos, dipéptido,
compuestos organicos, aminoacidos, acidos indolil carboxilicos, aminoacido
N-trimetilado, sustancia quimica natural, gas simple, benceno, acido dicarboxilico, lo
cual nos indica las posibles rutas metabdlicas con mas alteraciones en dicha

enfermedad.
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Por otra parte, con la informacion obtenida en la busqueda de SSp se puede
observar que de los metabolitos encontrados, aproximadamente el 41% de estos
equivalen mayoritariamente a acidos grasos y alfa aminoacidos. ElI 59% restante
comprende diversos compuestos como se nombran en la tabla 2 y en la Figura 3,
estos incluyen metabolitos de diferente taxonomia quimica. Todas estas
desregulaciones presentadas pueden indicar que hay una alteracion en las diversas

rutas metabodlicas.

Ademas de lo anterior, es de gran importancia reconocer la fuente de los
metabolitos encontrados en esta revision, los cuales pueden provenir de una fuente
exdgena que hace referencia a aquellos metabolitos adquiridos de un origen externo
como lo puede ser la alimentacion o distintos tipos de medicamentos, y por otro
lado, pueden ser metabolitos de fuente enddégena los cuales tienen su origen dentro
del propio organismo en donde entra a jugar un papel importante la genética de
cada individuo, los cuales son elaborados por distintas células del huésped. En los
metabolitos evaluados se encontré que todos los metabolitos seleccionados en SSp
y SSc tienen un origen exdgeno, lo que nos proporciona informacion de gran
relevancia para comprender el papel que juega la ecologia autoinmune en el

desarrollo de estas dos enfermedades.

4.2 Rutas metabdlicas alteradas en Esclerosis Sistémica y Sindrome de
Sjogren

El analisis de interacciones de metabolitos y enriquecimiento de rutas metabdlicas
es una herramienta versatil para el analisis de vias metabdlicas y, por medio de
esta, se puede determinar cuando ocurren perturbaciones o alteraciones de interés
en determinados compuestos. Es asi como por medio de Metabo Analyst se
realizaron graficos de analisis de metabolitos y enriquecimiento de estos mismos

con base a los metabolitos alterados.
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Figura 3. Analisis de conjuntos de metabolitos de SSc y SSp. Se observa el
analisis de las rutas que coincidieron en Esclerosis Sistémica (A) y Sindrome de

Sjogren (B) representadas como circulos de acuerdo a su nivel de enriquecimiento.

El analisis de enriquecimiento de conjuntos de datos es un método que permite
identificar patrones de cambios en enriquecimiento de metabolitos en las vias
metabdlicas y el valor p de estos; por medio de este analisis, se puede evaluar qué
compuestos estan sobreexpresados y tienen alteraciones que son significativas en
sus concentraciones. Para evaluar el enriquecimiento de una via se calcula segun la

relacion del numero de los aciertos significativos en la via y el numero esperado de
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aciertos dentro de la via. Es asi, como las rutas analizadas se muestran como
circulos, cada color de estos se basa en su valor p, en donde si tiene mas
significancia en la via tendra un color mas intenso, por otro lado, el tamafio de cada
circulo representa el impacto de la via, en donde si se tiene una significancia alta se

observara una mayor puntuacion de afectacién en las vias.

En SSc se encuentran distintos conjuntos de metabolitos involucrados en el
desarrollo de la enfermedad, unos con mas prevalencia que otros, en donde el
metabolismo de la metionina se encuentra con mucha mas significancia y asi mismo
representa uno de los conjuntos con mas proporcion de enriquecimiento. Esto
significa que representa un conjunto con cambios mas significativos de metabolitos
en la via afectada por este, sin embargo basados en la grafica se puede deducir que
el conjunto del metabolismo del acido alfa linolénico representa el grupo con mayor
proporcion de enriquecimiento. Por otra parte, el metabolismo del glicerolipido se
encontrd representado como el conjunto con menor significancia y asi mismo el de

menor enriquecimiento para la afectacion en la fisiopatologia de esta enfermedad.

Con respecto a SSp, segun el analisis de enriquecimiento de las vias, se observa
que el ciclo de la urea es una de las vias mas perturbadas al mostrar mayor impacto
y significancia en esta via, por lo que nos indica que esta via metabdlica tuvo
alteraciones significativas frente a las demas analizadas. Ademas de esto, se
muestra que el metabolismo de glicina y serina junto con el metabolismo de arginina
y prolina también mostraron perturbaciones a destacar ya que indican cambios
significativos en estas vias metabdlicas. Diversas vias metabdlicas de las
analizadas se encontraron con perturbaciones significativas en SSp, ya sea por su
valor p o significancia o por su impacto en estas; esto puede ocasionarse por la
variedad de metabolitos alterados encontrados en SSp que pertenecen a diversos
grupos quimicos, los cuales pueden estar involucrados en distintas vias
simultaneamente.

Con respecto a ambas patologias, se observd que estas comparten ciertos
metabolitos y asi mismo vias metabdlicas que presentan perturbaciones. Es asi, que
al analizar ambas enfermedades en conjunto segun su alteracion en metabolitos se
mostré que las vias con mayor afectacion o perturbacion de acuerdo a su

importancia o impacto correspondieron a las vias de biosintesis de aminoAcil-tRNA,
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biosintesis de arginina, metabolismo de glicina, serina y treonina, metabolismo de

alanina, aspartato y glutamato, metabolismo de D-glutamato y D-glutamina y

biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano. Esto se puede observar en la Figura

4 a continuacion.
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Figura 4. Analisis de ruta metabdlica de SSc y SSp. En el eje X se observa el

impacto de los metabolitos en cada una de las vias indicadas. En el eje Y se indica

el grado de enriquecimiento en los metabolitos identificados. Los colores y el

tamano de cada circulo indica

respectivamente.
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5. Discusion

5.1 Metabolomica de Esclerosis sistémica

Una gran cantidad de metabolitos evaluados en distintas investigaciones se
encontraron alterados, el grupo de los metabolitos derivados de aminoacidos
representa una parte importante de dichas alteraciones debido a que estos se
encuentran involucrados en la sintesis de elementos estructurales y reguladores en
el organismo, por lo cual su alteracion significa el desencadenamiento de distintas
enfermedades como la SSc generando asi una perturbacién en el patrén

sanguineo.®

Una de las principales complicaciones en la SSc es el cambio en la piel o
esclerodermia. Los datos obtenidos en suero muestran concentraciones muy bajas
de una serie de aminoacidos como la asparagina, sarcosina, prolina, histidina,
ornitina, citrulina y fenilalanina, También, el triptéfano tiene gran relevancia en la
SSc, este metabolito es empleado por células endoteliales y por medio de la via de
la quinurenina induce apoptosis dependiente de ROS, es decir, que la quinurenina

es un metabolito importante para las células inmunes.>

La inflamacién es una manifestacion que se presenta en los pacientes que padecen
SSc, en donde se da una produccion elevada del éxido nitrico que al metabolizarse
va a generar eventos de vasoconstriccion, lo que desencadenando cambios
patolégicos en el sistema vascular; transformacién de la inflamacion en un

endurecimiento de la zona afectada, y por ende piel dura y rigida.*®

El citrato es otro metabolito alterado en el suero de pacientes con SSc, juega un
papel importante en el metabolismo para la produccion de energia y al encontrarse
en pocas cantidades aumenta su requerimiento, lo que explicaria su disminucion
debido a su alta demanda para suplir la deficiencia energética en estos pacientes.
De igual manera, la respuesta inflamatoria y autoinmune involucra metabolitos como

la L-alanina y L-lisina, por lo cual, bajos niveles de estos metabolitos ha sido
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observada en estos pacientes. Segun un estudio realizado a pacientes con SSc se
evidencio que la concentracion de citrato se redujo en gran medida en el suero de
los pacientes comparado con sueros de individuos sanos. También se ha descrito
que se presenta una afectacion en el ciclo de krebs a nivel sanguineo, ya que
intermediarios en el ciclo como en el acido citrico modula los procesos

proinflamatorios de los macroéfagos.>

Por otra parte, se encontré que algunos metabolitos aumentan y otros disminuyen
en pacientes con SSc en comparacion con controles sanos. Los niveles disminuidos
pueden deberse a su gasto constante como requerimiento por las células y asi

mismo por su baja produccion.

Con relacion a los mecanismos patogénicos de la SSc, estudios en pacientes y
modelos experimentales de la enfermedad han permitido conocer metabolitos
implicados en lesiones vasculares con isquemia-reperfusion, estrés oxidativo
anormal, activacion del sistema inmune, afectacion gastrointestinal asociada al

sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado y malabsorcion.*?

Es importante resaltar que la metaboldomica ofrece una adecuada identificacion de
potenciales biomarcadores, debido a que por medio de esta ciencia dmica se puede
estudiar el perfil metabolémico de las células y del organismo de los pacientes que
presentan SSc, esto gracias a el estudio sistémico de los efectos de una gran
variedad de factores bioldgicos sobre el metaboloma. Es asi que constituye una
herramienta versatil para cuantificar e identificar metabolitos presentes en el suero
de pacientes con SSc y productos finales de procesos fisiopatoldégicos que

representan una mejor comprension a los eventos bioldgicos de la enfermedad.>?

En las enfermedades autoinmunes como la SSc suele ocurrir una alteracion tanto en
la glucdlisis como en la gluconeogénesis en donde se pierde el control de estas vias
debido a la infiltracién realizada por las células inmunes de los distintos tejidos
generando de esta manera una disminucion de la relacion del oxigeno en la célula.
Esto se puede explicar ya que se produce una acumulaciéon de las células

inflamatorias que se generan en respuesta a esta enfermedad por lo cual el edema
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aumenta la distancia entre las células y los vasos arteriales los cuales suministran el
oxigeno.* Al encontrarse alteradas las funciones celulares se generan cambios en
una variedad de rutas metabdlicas asociadas al desarrollo de la SSc. El
metabolismo de los aminoacidos, una mayor produccidon de proteinas, aumento de
la glucdlisis por la disminucion de la glucosa, generara de esta una reduccion de los
niveles normales de ATP en el cuerpo y una reduccién de la beta-oxidacion de los

acidos grasos.*

5.2 Metabolémica de Sindrome de Sjogren

Como se observo en las graficas presentadas, la gran parte de metabolitos
alterados corresponde a acidos grasos y alfa aminoacidos. La alteracion de acidos
grasos en SSp se ha descrito anteriormente por Shikama et al*®, en donde se
expone que los pacientes con SSp presentan prevalencia de trastornos metabdlicos
como dislipidemia. También, Shikama et al en su investigacion muestra cémo los
niveles altos de acidos grasos pueden causar apoptosis de células epiteliales de
glandulas salivales y lagrimales que pueden liberar a-fodrina escindida, esta
proteina es presentada por células dendriticas 0 macréfagos y es reconocida como
autoantigeno, desencadenando reaccion autoinmune. Ademas, estos pueden
aumentar la secrecién de IL-6, la cual promueve la inflamacién y secrecion de
anticuerpos, y la secrecidon de IL-1, que es una interleucina proinflamatoria que
estimula moléculas de adhesion en células endoteliales vasculares aumentando la

poblacién de monocitos en las glandulas.*

Por otro lado, segun lo descrito por Simopoulos*’, los acidos grasos poliinsaturados
como acido eicosapentaenoico EPA y acido docosahexaenoico DHA (metabolitos
encontrados en pacientes de SSp), tienen propiedades antiinflamatorias debido a
que compiten frente al acido araquidénico (metabolito también encontrado en
pacientes con SSp) para la sintesis de leucotrienos, los cuales son hormonas que

promueven la inflamacion y secrecién de mucosa.*’

Se ha observado que el metabolismo de acidos grasos en suero interviene en el
desarrollo de enfermedades autoinmunes, esto debido a que se encuentran

involucrados en procesos mitocondriales ya sea por la produccién de moléculas
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(plasmalégeno) como de fuente de energia para esta. También se ha mostrado
como los trastornos de oxidacién de acidos grasos pueden causar enfermedades
como hipoglucemias, enfermedades hepaticas, entre otras, estrechamente
relacionadas con el metabolismo de diversos componentes. Los acidos grasos
insaturados se han visto involucrados en SSp, como el acido linoleico, el cual da
paso al acido araquidénico, que es importante en la membrana de las células que
hacen respuesta inflamatoria, ademas de ser precursor directo de prostaglandinas y
leucotrienos, que participan en la reacciéon autoinmune provocando inflamacién si se

encuentran en exceso. ¥’

También, se encontré6 que los metabolitos mas recurrentes encontrados en la
metabolémica de SSp son aminoacidos. Uno de los mas significativos es el
triptéfano, el cual se ha encontrado tanto en muestras de suero como de plasma.
Este metabolito esta relacionado con la via metabdlica de la quinurenina ya que este
es aminoacido es catabolizado por la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) para
producir quinurenina, ademas de la responsable de la sintesis de nicotinamida
adenina dinucleotido o NAD (el cual es un derivado de la vitamina B3 que tiene un

papel crucial en el metabolismo) a partir del triptéfano. 8

La via de la quinurenina es la via metabdlica principal en catabolizar el triptéfano y
esta relacionada con el SSp y el sistema inmune. La quinurenina puede convertirse
en metabolitos denominados quinureinas que son inmunomoduladores por medio de
dos enzimas, una de ellas siendo IDO, es participante critico en la tolerancia inmune
periférica, por lo que el aumento de su actividad puede llevar al agotamiento del
triptéfano que es requerido para la proliferacion de linfocitos T, limitando su
respuesta; también, IDO puede inducir a linfocitos Treg que son necesarios para la
tolerancia inmune ya que participa en la regulacion y homeostasis inmunitaria
ademas de establecer un entorno de autotolerancia.*® De igual manera, segun Reis
et al®®, IDO participa en la respuesta inmune debido a que tiene actividad enzimatica
en el citoplasma y actividad transcripcional en el nucleo, por lo que tiene un papel
como modulador de la respuesta inmune. Su actividad es inducida en macréfagos
por citocinas como IFN-y y TNF-a y por prostaglandinas. Se ha encontrado de igual
forma, que el agotamiento del triptéfano afecta particularmente a los linfocitos Th1 y

promueve la diferenciacion de linfocitos Treg. En SSp se ha observado que hay un
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aumento sérico de IL-7 en pacientes que son positivos para IFN; este aumento de
IL-7 puede inhibir la funcion de linfocitos Treg, causando una pérdida de tolerancia.
La via metabdlica de la quinurenina también puede participar en mecanismos
inflamatorios de las manifestaciones neurolégicas de enfermedades autoinmunes
por medio de IDO. Existe evidencia de que esta via se relaciona con el sistema
nervioso central, la privacion de triptéfano induce ojo seco, ademas de la asociacion
entre la inflamacién crénica con dolor y trastornos neuropaticos en SSp. También, se
ha mostrado que la inflamacién de las glandulas salivales lleva a una mayor

expresion de quinurenina. 4% %

Entre los metabolitos encontrados también se destaca la desregulacion de acidos
organicos comparado con controles sanos, esto puede indicar que en SSp presenta
estrés oxidativo.*® Esto se resalta debido al acido fumarico, uno de los metabolitos
encontrados, debido a que tiene efectos beneficiosos en el estrés oxidativo, ya que
parece estar mediado por la activacion de la respuesta antioxidante del factor
nuclear 1 similar al 2 Nrf2, que es la principal defensa para el estrés oxidativo y sus
efectos citotoxicos. También, muestra que puede modular las respuestas de células
inmunes al intervenir en la diferenciacion de las células dendriticas y disminucion en

la produccion de citoquinas proinflamatorias. *°

Hallazgos en muestras de plasma han permitido describir vias metabdlicas en
especial de aminoacidos en pacientes con SSp, en especial triptéfano, prolina y
fenilalanina entre otros. Estos aminoacidos también se han encontrado alterados en
los resultados presentados en este analisis. Otros metabolitos desregulados como
acidos grasos insaturados, fosfatidilinositoles, acilglicinas, lisofosfatidil colinas y

acilcarnitinas han sido reportados.*®

Diversos estudios previos han investigado el perfil metabdlico en pacientes con SSp,
en muestras de saliva. En un estudio de metabolémica salival realizado por
Kageyama G et al.” demostré una reduccion en diversidad y nimero de metabolitos
detectados en pacientes con SSp en comparacion con individuos sanos. Se

encontré una marcada diferencia en la disminucion de glicina, tirosina, acido urico y

42



fucosa. Esto junto a otros analisis de dmicas son de gran ayuda para aclarar la

patogénesis de la enfermedad.

5.3 Metabolomica de Esclerosis Sistémica y Sindrome de Sjogren

Después de analizar las vias metabdlicas alteradas en ambas enfermedades
estudiadas, se encontré que estas compartian ciertas rutas metabdlicas por lo que
puede que guarden cierta similitud en cuanto a los procesos fisiopatologicos en el
transcurso de ambas enfermedades. Asi mismo, como los metabolitos encontrados
son de fuente exdgena, esto nos indica que el ambiente y el entorno intervienen en
la progresién de las enfermedades. Segun lo observado en la Figura 4 la biosintesis
de fenilalanina, tirosina y triptéfano es la que tuvo mayor impacto de las vias
analizadas de los metabolitos estudiados. Por otra parte, la biosintesis de

aminoacil-tRNA tuvo un mayor enriquecimiento sobre las demas vias metabdlicas.

Por otra parte, las vias de los acidos grasos y la del triptéfano fueron encontradas
alteradas tanto en SSc como en SSp, ya que representan un grupo abundante en la
fisiopatologia de ambas enfermedades. Los &acidos grasos juegan un papel
importante en la inflamacién presente en los pacientes con dichas enfermedades y
el triptéfano es requerido para la proliferacion de linfocitos T. Esto se puede
evidenciar en la Figura 4 en donde los acidos grasos estan representados como

metabolitos de gran importancia en estas enfermedades.

6. Conclusiones

e Cambios en el perfil metabolémico de pacientes con SSc y SSp frente a
controles sanos fueron reportados en la literatura incluida en este estudio,
demostrando que la metabolémica es una herramienta util para comprender

la fisiopatologia de estas dos condiciones autoinmunes.
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e El enfoque metaboldmico permite la identificacion de distintas moléculas

como posibles biomarcadores en SSc y SSp.

e Ademas de metabolitos diferenciales entre estas dos entidades estudiadas,
también se encontraron metabolitos compartidos, demostrando vias

metabolémicas compartidas que pueden confirmar la tautologia autoinmune.

e Los acidos grasos y los aminoacidos se lograron identificar como los
metabolitos mas predominantes y que se comparten en estas dos
enfermedades, los cuales juegan un papel importante en las manifestaciones
clinicas de los pacientes afectados. Es asi que tienen un potencial para ser
usados como orientacion de tratamiento y seguimiento de estas

enfermedades inmunoldgicas.

7. Perspectivas

A partir de la revision de la literatura realizada, el grupo de investigacion realizara
estudios metabdlicos en sueros de pacientes colombianos con estas dos
enfermedades, con el fin de conocer posibles biomarcadores de diagndstico
pronostico, y asi mismo, establecer el papel de factores ambientales en la

fisiopatologia y desarrollo de las enfermedades autoinmunes.
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9. Anexos

Tabla 2. Términos de busqueda para la seleccién de Bibliografia.

Bases de Datos Cadena de Criterios de Criterios de
buisqueda inclusion exclusion
- NCBI "Systemic Articulos de | Estudios que no
- Pubmed sclerosis” AND investigacion y | presentaron
"metabolomics” articulos de | resultados
. revision que | relevantes  para
Sjogren
syndrome” AND contengan las enfermedades
"metabolomics” informacion de interés fueron
sobre excluidos, se
"Systemic metabolémica en | rechazan articulos
scler03|s'.' AND pacientes con|con fecha de
:metabﬁ)htes" AND Esclerosis publicacion
serum
Sistémica y | después de
"Sjogren's Sindrome de | diciembre del
syndrome" AND Sjogren. 2021, papers,
"metabolites” AND capitulos de
"serum” libros, cartas al

autor y reportes
de casos.

Tabla 3. Metabolitos encontrados en Esclerosis Sistémica segun la revision

bibliografica.
Nombre Férmula Identificacion | Taxonomia Fuente
Metabolito Molecular Base de quimica
Datos
Sarcosina C3H7NO2 | HMDB000027 Alfa Exogeno
1 aminoacidos
Alanina C3H7NO2 | HMDB000016 Alfa Exdgeno
1 aminoacido
Aspartato C4H7NO4 HMDBO000019 Alfa Exdgeno
1 aminoacido
Treonato C4H80O5 | HMDB000094 Acidos de Exogeno
3 azucary
derivados
(Compuestos
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organicos)

Glutamato de | C 21 H39 NO | HMDB025930 | Acidos grasos Exogeno
Triptofano 5 8 (Amidas
grasas)
L-carnitine C7H16 NO 3 | HMDBO000006 | Acilcarnitina Exdgeno
2
Isovaleryl-carn | C12 H23 N O4 | HMDBO000068 | Acilcarnitina Exdgeno
itine 8
Octanoyl-carni | C15 H30 N O4 | HMDBO000079 | Acilcarnitina Exogeno
tine 1
Palmitoilcarniti | C 23 H46 N O | HMDBO000022 | Acilcarnitina Exdgeno
ne 4 2
B-alanine C3H7NO2 | HMDB0O00005 Beta Exogeno
6 aminoacidos
Proline C5H9NO2 | HMDB025152 | Compuestos Exogeno
8 organicos
conocidos
como prolina 'y
derivados
Histidina C6HI9N30O [ HMDB025076 | compuestos Exdgeno
2 3 organicos
(histidina 'y
derivados)
Glutarato C5H9NO4 | HMDB006047 | Compuestos Exogeno
5 organicos
(acido
glutamico y
derivados)
Colina C5H 14 NO | HMDBO000009 | Compuestos Exogeno
7 organicos
(Colinas)
carnitina C7H16NO3 HMDBO000006 Carnitina Exdgeno
2
Glutamina C5H10N2 | HMDBO000342 | D-alfa-aminoa Exdgeno
O3 3 cidos
Nitrato N O3 HMDB000287 Nitratos no Exdgeno
8 metalicos
Nitrito HN O2 HMDB000278 Nitratos no Exdgeno
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6 metalicos
Aspartil-Asparr| C8H 13 N3 | HMDB002874 dipéptido Exdgeno
agina 06 8
Arginina C9H19NS5 | HMDB002876 dipéptido Exdgeno
(cisteinil-argini O3S 9
na)
cistina C6H12N2 | HMDB025071 | compuestos Exdgeno
04S2 2 organicos
Glicina C2H5NO 2 | HMDB000012 | alfa-aminoacid Exdgeno
3 o]
Isoleucina C6 H13 N O2 | HMDBO000017 | Isoleucinasy Exogeno
2 derivados
leucina C12H 17 NO | HMDB009466 | Aminoacido Exdgeno
2 2
Lisina C6 H14 N2 O2 | HMDBO000018 | Alfa-aminoacid Exdgeno
2 0s
metionina C5H 11 NO 3 | HMDBO000200 | I-alfa-aminoaci Exdgeno
(sulféxido de S 5 dos
metionina)
Fenilalanina | C9H 11 NO 2 | HMDB025079 | compuestos Exdgeno
1 organicos
serina C3H7NO3 | HMDB000018 | alfa-aminoacid Exogeno
7 o]
triptéfano C11H12N 2 | HMDB003039 acidos Exogeno
02 6 indolilcarboxili
cos
tirosina C9H 1 NO 3 | HMDB025080 | compuestos Exdgeno
3 organicos
Valina C5H 11 NO 2 | HMDB025080 | compuestos Exogeno
6 organicos
a-aminobutirat | C4 H9 NO 2 | HMDBO000065 | alfa-aminoacid Exogeno
o] 0 0s
B-aminobutirat [ C4 H9 NO 2 | HMDB003165 beta Exogeno
o] 4 aminoacidos
Betaina C5H12NO 2 | HMDB000004 aminoacido Exdgeno
3 N-trimetilado
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citrulina C6H13N3 | HMDB025074 alfa Exdgeno
03 2 aminoacidos
Hidroxiprolina | C5H9NO 3 | HMDB024590 | compuestos Exdgeno
3 organicos
ornitina C5H12N2 | HMDBO000021 | alfa-aminoacid Exdgeno
02 4 oS
ADMA C8H18 N4 | HMDB000153 sustancia Exdgeno
02 9 quimica
natural
L-NAME C7H15N5 | HMDB025256 alfa Exégeno
04 3 aminoacidos
L-quinureina C10H12N203 | HMDB00684 aminoacido Exdgeno
triptéfano
Octadecenoilc | C21H39NO HMDB94687 acilcarnitina Exdgeno
arnitina
Acido C18H2802 HMDB06547 acido graso Exdgeno
estearidonico omega 3
Acido C22H3202 HMDB02183 | &cido graso Exdégeno
docosahexaen esencial
oico omega-3
Acido linoleico C18H300 HMDB01388 Acido graso Exdégeno
poliinsaturado
(PUFA)
Acido C20H3202 HMDB01043 acido graso Exdgeno
araquidénico
Acido C20H3402 HMDB31058 | acidos grasos Exégeno
ciadonico de cadena
larga
Oxido Nitrico NO HMDB000337 Gas simple Exdgeno
8
Acido C 13H17 NO 3 | HMDB024929 benceno Exogeno
butanoico 9
acido glutarico| C5H804 | HMDB000066 acido Exogeno
1 dicarboxilico
Sorbitol C6H14 06 | HVMDB000024 alcohol Exdgeno
7 polihidrico
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D-glicerato C3H707P | HVMDB006018 acidos de Exdgeno
3-fosfato 0 azucar
Asparagina C4 H8 N2 O3 | HMDBO000016 Alfa Exdgeno
8 aminoacido

Tabla 4. Metabolitos encontrados en el Sindrome de Sjogren segun la revision

bibliografica.
Nombre Metabolito Formula Identificacion | Taxonomia Fuente
Molecular Base de quimica
Datos
Acido C4HB803 HMDBO000000 Alfa Exogeno
2-dihidroxibutanoico 8 hidroxiacido
Sy
derivados
Acido oxoglutarico C5H605 HMDBO000020 | Gamma-cet | Exodgeno
8 oacidos y
derivados
Alanina C3 H7 NO 2 | HMDB000016 Alfa Exoégeno
1 aminoacido
Alfa-tocoferol C29 H50 O2 | HMDBO000189 | Tocoferoles Exdgeno
3
Acido C3H5N 04 | HMDB0001147 Alfa Exdgeno
aminomaldénico aminoacido
Acido araquidénico | C20 H32 02 | HMDB000104 | Acido graso Exdgeno
3 de cadena
larga
Arginina C6 H14 N4 HMDBO000051 Alfa Exégeno
02 7 aminoacido
Asparagina C4 H8 N2 O3 | HMDBO000016 Alfa Exdgeno
8 aminoacido
Acido aspartico C4 H7 N O4 | HMDBO000019 Alfa Exogeno
1 aminoacido
B-alanina C3H7NO2 | HMDB000005 Beta Exdgeno
6 aminoacido
s
Cafeina C8 H10 N4 HMDB000184 Xantina Exdgeno
02 7
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Acido citrico C6 H8 O7 | HMDB000009 Acidos Exégeno
4 tricarboxilic
osy
derivados
Creatinina C4 H7 N3 O | HMDBO000056 Alfa Exdégeno
2 aminoacido
Cisteina C3 H7NO2 | HMDB000057 | Cisteinay Exdégeno
S 4 derivados
Acido C22 H32 02 | HMDB000218 | Acido graso | Exdgeno
docosahexaenoico 3 de cadena
DHA larga
Etanolamina C2H7NO HMDBO000014 | 1,2-aminoal Exdgeno
9 coholes
Acido fumarico C4 H4 04 | HMDB000013 Acidos Exégeno
4 dicarboxilic
osy
derivados
Glucosa C6 H12 06 | HMDBO000012 Hexosas Exdégeno
2
Acido glutamico C5H9 N O4 | HMDB000014 Acido Exégeno
8 glutamico y
derivados
Glutamina C5 H10 N2 HMDB000342 Alfa Exdégeno
03 3 aminoacido
Acido glicérico C3H6 04 | HMDB000013 | Acidos de Exégeno
9 azucar
Glicerol C3 H8 O3 HMDBO000013 | Alcoholes Exdgeno
1 de azucar
Glicerol-3-fosfato C3H9O6 P | HMDB000012 Glicerol Exdgeno
6 fosfatos
Glicina C2H5N O2 | HMDB000012 Alfa Exégeno
3 aminoacido
Acido C16 H32 O2 | HMDB000022 Acidos Exégeno
hexadecanoico 0 grasos de
(acido palmitico) cadena
larga
Histidina C6 HO N3 O2 | HMDBO000017 Alfa Exdgeno
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7 aminoacido
Hipoxantina C5H4 N4 O | HMDBO000015 | Hipoxantina Exdgeno
7
Inosina C10 H12 N4 | HMDBO000019 | Nucleodsidos | Exdgeno
05 5 de purina
Inositol-1-fosfato C66 H13 09 P | HMDB00213 Inositol Exdgeno
fosfatos
Isoleucina C6 H13 N O2 | HMDBO000017 | Isoleucinas Exogeno
2 y derivados
Acido lactico C3 H6 O3 HMDBO000019 Alfa Exogeno
0 hidroxiacido
Acido laurico (acido | C12 H24 02 | HMDB000063 Acidos Exogeno
dodecanoico) 8 grasos de
cadena
media
L-Leucina C6 H13 N O2 | HMDBO000068 | Leucinasy Exdégeno
7 derivados
Acido linolénico C18 H30 O2 | HMDB000138 Acidos Exdgeno
8 linedlicos
Lisina C6 H14 N2 HMDBO000018 | Alfa-aminoa | Exdégeno
02 2 cidos
Acido malico C4 He O5 HMDBO000015 Beta Exdégeno
6 hidroxiacido
Sy
derivados
L-Metionina C10 H12 N2 | HMDBO000069 Alfa Exdgeno
03 6 aminoacido
Mioinositol C6 H12 06 | HMDBO0000211 | Ciclohexan Exdgeno
oles
Naproxeno C14 H14 O3 | HMDBO000192 | Naftalenos Exdgeno
3
Oleamida C18 H35 N O | HMDB0002117 Amidas Exogeno
grasas
Acido oleico C18 H34 02 | HMDB000020 | Acido graso | Exdgeno
7 de cadena
larga
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Ornitina C5 H12 N2 HMDBO000021 | Alfa-aminoa Exdgeno
02 4 cidos
Paracetamol C8 HON O2 | HMDB000185 | 1-hidroxi-2- Exégeno
9 bencenoide
s no
sustituidos
Fenilalanina C9 H11 N O2 | HMDBO000015 | Alfa-aminoa | Exdégeno
9 cidos
Acido picolinico C6 H5 N 02 | HMDB000224 Acidos Exégeno
3 piridinocarb
oxilicos
Prolina C5H9N O2 | HMDB000016 | Alfa-aminoa | Exdégeno
2 cidos
Acido piroglutamico | C5H7 N O3 | HMDB000026 Alfa Exégeno
7 aminoacido
s
Acido quinico C7H1206 | HMDBO000307 Acidos Exogeno
2 quinicos
Ribosa C5H10 05 | HMDBO000028 | Pentosas Exogeno
3
Acido salicilico C7 H6 O3 | HMDB000189 Acidos Exégeno
5 salicilicos
Serina C3 H7 N O3 | HMDBO000018 | Alfa-aminoa | Exdgeno
7 cido
Acido estearico C18 H36 02 | HMDB000082 | Acido graso | Exdgeno
(acido 7 de cadena
octadecanoico) larga
(saturado)
Acido succinico C4 H6 04 | HMDBO000025 Acidos Exdgeno
4 dicarboxilic
0s
Taurina C2H7 N O3 | HMDBO000025 Acidos Exdégeno
S 1 organosulfo
nicos
Teobromina C7 H8 N4 O2 | HMDB000282 Xantinas Exogeno
5
Acido treénico C4 H8 O5 | HMDBO000094 | Acidos de Exdgeno
3 azucar
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Treonina C4 HON O3 | HMDBO000016 | Alfa-aminoa | Exdégeno
7 cidos
Triptéfano C11 H12 N2 | HMDB000092 Alfa Exégeno
02 9 aminoacido
(acidos
indolilcarbo
xilicos)
Tirosina C9 H11 N O3 | HMDBO000015 | Alfa-aminoa | Exdogeno
8 cidos
Urea CH4 N20O HMDB000029 Ureas Exdgeno
4
Acido urico C5 H4 N4 O3 | HMDBO000028 Xantinas Exdgeno
9
L-Valina C5H11 N O2 | HMDBO000088 Alfa Exogeno
3 aminoacido
Acido glicolico C2H4 O3 HMDBO0000115 Alfa Exdégeno
hidroxiacido
s
Turanosa C12 H22 O11 | HMDB0011740 Acil Exdgeno
glucésidos
de mono-y
disacaridos
Acido C20 H28 O2 | HMDB006192 | Diterpenoid Exdégeno
dehidroabiético 5 es
Acido behénico C22 H44 O2 | HMDB000094 Acidos Exdgeno
4 grasos de
cadena
larga
Catecol C6 H6 O2 HMDBO000095 | Catecoles Exogeno
7
Acido C17 H34 O2 | HMDB000225 Acidos Exdgeno
heptadecanoico 9 grasos de
cadena
larga
Etanolamina C2H7NO HMDBO000014 | 1,2-aminoal Exdgeno
9 coholes
Acido caprico C10 H20 O2 [ HMDBO0000511 Acidos Exogeno
grasos de
cadena
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media

(+/-) anabasina C10 H14 N2 | HMDBO000435 | Alcaloidesy | Exodgeno
0 derivados
AOcido pelargénico C9H18 O2 | HMDB000084 Acidos Exdgeno
7 grasos de
cadena
media
Xantina C5H4 N4 O2 | HMDBO000029 Xantinas Exdgeno
2
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