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RESUMEN:

La metabolémica, como herramienta clave en la Medicina de Precision del siglo XXI, permite caracterizar
el estado metabélico de los individuos a fravés del andlisis de metabolitos. Entre las tecnologias émicas, la
resonancia magnéfica nuclear (RMN) destaca por su reproducibilidad y capacidad de cuantificacién absolu-
ta, aunque enfrenta retos en sensibilidad, complejidad espectral, control de calidad y traslacién clinica. Este
ensayo analiza los desafios técnicos, metodolégicos y logisticos de la metabolémica por RMN, asi como su
potencial en la identificacién de biomarcadores y la creacién de cohortes clinicas robustas. La infegracién con
infeligencia artificial y estudios multi-émicos abre nuevas oportunidades para avanzar hacia una medicina mds
preventiva, personalizada y aplicable en entornos clinicos reales.

ABSTRACT:

Metabolomics, as a key tool in 21st-century Precision Medicine, enables the characterization of individual meta-
bolic states through metabolite analysis. Among omics technologies, nuclear magnetic resonance (NMR) stands
out for its reproducibility and absolute quantification capabilities, though it faces challenges related to sensitivity,
spectral complexity, quality control, and clinical translation. This essay addresses the technical, methodological,
and logistical hurdles of NMR-based metabolomics, as well as its potential in biomarker identification and
the establishment of robust clinical cohorts. The integration of NMR with artificial intelligence and multi-omics
approaches opens new opportunities fo advance towards more preventive, personalized medicine that can be

effectively implemented in real-world clinical settings.

Medicina de precision y RMN

La Medicina Convencional se centra principalmente en el es-
tudio de los érganos del cuerpo humano y en la comprensién
de su relacién con las enfermedades. Este enfoque sistemdtico
emplea fratamientos basados en evidencia cientifica, con el ob-
jefivo de restaurar la salud y prevenir la aparicién de futuras
dolencias. Una revolucién silenciosa en la medicina nos enca-
mina hacia la Medicina de Precisién o Medicina Personalizada,
con un enfoque terapéutico radicalmente distinto (Figura 1).1Si
bien la medicina convencional escoge el mejor tratamiento ba-
sado en los datos estadisticos a nivel poblacional, la medicina
personalizada se basa en la aceptacién de que todos somos
diferentes y ahonda en la comprensién de las singularidades de
cada paciente, a fravés de los mecanismos subcelulares (en vez
de la visién orgdnica de la medicina convencional). Idealmente,
esto debiera permitir que la medicina se convierta en preventiva
y que obtengamos tratamiento antes de que la enfermedad esté
avanzada.

Dada la complejidad de la biologia celular, la Medicina
de Precision requiere del andlisis infegrativo de una cantidad
ingente de datos y hace uso de las tecnologias émicas, que son
capaces de ofrecer una visién holistica de los procesos bioqui-
micos y mefabdlicos. Estas tecnologias émicas van desde la ge-

némica hasta la metabolémica, pasando por la epigenémica,
la transcriptémica y la protedmica (Figura 2). En este sentido,
la gendmica es consustancial al individuo y, por ejemplo, la far-
macogendmica ya es capaz de analizar las variantes genéticas
a nivel individual para establecer un tratamiento personalizado
en cdncer y ofras patologias. Por el contrario, la metabolémica
es la técnica dmica que estd mds vinculada al fenotipo y, por
ende, la mds variable dado que estd igualmente influenciada
por el genoma y por todo el exposoma. (Figura 2).12

La metaboldmica persigue la caracterizacién cualitativa o
cuantitativa de los metabolitos, que son pequefias moléculas
producidas durante el metabolismo, dentro de células, tejidos
o fluidos biolégicos.F!En dltima instancia, la metabolémica bus-
ca entender el estado metabdlico de un organismo analizando
los cambios en estos metabolitos, ofreciendo informacién sobre
procesos celulares y su relacién con la salud y la enfermedad.
Existen varias aproximaciones experimentales para el desarro-
llo de la metabolémica, siendo las mds populares la espectro-
metria de masas acoplada a cromatografia liquida o de gases
y la resonancia magnética nuclear (RMN).

La metabolémica por RMN ha emergido como una herra-
mienta de vanguardia en medicina de precisién. A diferencia
de ofras tecnologias, la RMN permite una cuantificacién abso-
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luta, es altamente reproducible y no requiere separacién previa
de los componentes de la muestra. No obstante, el uso gene-
ralizado de esta tecnologia enfrenta importantes retos técnicos,
metodolégicos, computacionales y clinicos que deben ser supe-
rados para una implementacién eficiente, robusta y dptima en
el ambito clinico.

La integracién de la RMN con tecnologias emergentes,
como la inteligencia artificial y las ofras técnicas dmicas antes
mencionadas, asi como su aplicacién en entornos clinicos rea-
les, abre nuevas posibilidades, pero también plantea desafios
considerables.

Este ensayo tiene como objetivo abordar de manera ex-
haustiva los principales retos actuales en la metabolémica por
RMN, examinar el estado del arte en cada uno de estos puntos
y discutir las soluciones posibles para avanzar y mejorar los
resultados experimentales, especialmente en el contexto de la
salud.
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Figura 1. Caracteristicas de la Medicina de Precision en
comparacién con la Medicina Convencional.

Retos espectroscopicos de la metabolomica por RMN
Sensibilidad limitada. Uno de los principales desafios de la
RMN es su menor sensibilidad en comparacién con la espec-
trometria de masas (LC-MS), lo que limita la deteccién de me-
tabolitos en concentraciones muy bajas, un factor critico en el
diagnéstico precoz de enfermedades donde los metabolitos
diana pueden estar presentes en niveles extremadamente ba-
jos. Dicha limitacién de sensibilidad es infrinseca a la técnica y
estd asociada con la pequefia diferencia energética producida
por el desdoblamiento de los niveles energéticos degenerados
en un campo magnético. La utilizacién de sondas criogénicas
e imanes de alto campo (>800 MHz o incluso >1 GHz) me-
joran la sensibilidad,”! pero tan solo de manera lineal y con
un considerable sobrecoste por muestra analizada. En general,
con técnicas convencionales de RMN se pueden caracterizar
metabolitos en el rango micromolecular en biofluidos.

Una alfernativa para aumentar el nmero de metabolitos
accesible es alterar la distribucién de poblaciones de Boltzman-
nmediante técnicas de hiperpolarizacién como la polarizacién

nuclear dindmica (del inglés DNP) o la generacién de parahi-
drégeno.51 Bajo condiciones ideales (saturacién completa de
los espines electrénicos y acoplamiento dipolar sin fuga hacia
los espines nucleares), la mejora de la sefial de RMN para
protones puede ser como mdximo de 659. Sin embargo, los
experimentos reales obtienen ganancias reales de entre 40 y
100 veces, lo que es muy considerable pero adn insuficiente
cuando se busca analizar metabolitos en concentraciones de
nanomolar a picomolar. Por otra parte, la estocasticidad de la
transferencia de polarizacién hace que, en general, la técnica
deje de ser cuantitativa.

Solapamiento de sefales y complejidad espectral. Los es-
pectros monodimensionales de protén de suero y de orina son
los que habitualmente se utilizan para la deconvolucién y cuan-
tificacién de los metabolitos. Sin embargo, el solapamiento de
sefiales, especialmente importante en el espectro de orina (Fi-
gura 3), dificulta la cuantificacién de dichos compuestos. Para
solucionar este problema, se han desarrollado algoritmos que
descomponen los espectros en fracciones y facilitan la identi-
ficacién de los metabolitos (Bayesil, BATMAN, ASICS o Che-
nomx).®! Por ofra parte, la variabilidad de diferentes metabolitos
que contribuyen a una misma regién del espectro y los cambios
en osmolaridad entre muestras dificulta los procesos automdti-
cos de deconvolucién, representando un problema de primer
orden en el andlisis de muestras. Una posibilidad poco explo-
rada es la simulacién completa de espectros lo que permitiria
la sustraccién de sefiales con la consiguiente simplificacién del
problema. Alternativamente, el uso de algoritmos de inteligen-
cia arfificial, en concreto de “machine y deep learning” per-
mitird mejorar la precisién en la identificacién de metabolitos.

Repetibilidad y control de calidad. La repetibilidad de los
resultados es esencial en estudios de metaboldmica. A tal fin,
es muy conveniente el uso sistemdtico de muestras de control de
calidad (muestras QC) y la implementacién de protocolos expe-
rimentales estandarizados como medidas preventivas frente a
la variabilidad entre lotes.”! Pero ademds resulta imprescindible
el desarrollo de herramientas informéticas capaces de evaluar
con precision las diferencias entre protocolos de recogida y
procesamiento, y de estimar el impacto de dichas variaciones
en los resultados. El objetivo dltimo es el de posibilitar que
muestras obtenidas mediante procedimientos distintos puedan
utilizarse de forma fiable para generar perfiles metabélicos
comparables.

Identificacion de biomarcadores

Uno de los principales objetivos de la metabolémica por RMN
es la identificacién de biomarcadores para el diagnéstico tem-
prano o prediccién del prondstico de patologias. Un biomarca-
dor, o marcador biolégico, es un indicador medible de algin
estado o condicién biolégica.

Para que un metabolito pueda considerarse un biomarca-
dor es conveniente que exista una relacién biyectiva con la
patologia o condicién de interés, de modo que dicho meta-
bolito se modifique Unicamente en respuesta a esta, y no se
vea alterado por ofros factores. Un ejemplo paradigmético de
biomarcador serian los niveles de glucosa en sangre para la
defeccidn de diabetes, que constituye un biomarcador perfecto,
pero que también es tautoldgico puesto que la definicién de
la enfermedad se basa en los propios niveles glucémicos. En
general es muy improbable encontrar esta relacién tan directa
aunque existen biomarcadores como el acido Urico, cuyos ni-
veles pueden verse afectados por més de una patologia, pero
siguen siendo informativos. En este contexto, se da el caso que
factores como edad, dieta, microbioma, sexo, estado de salud,
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férmacos o actividad fisica entre otros modifican el perfil me-
taboldmico, lo que dificulta establecer biomarcadores universa-
les. En este contexto, se ha propuesto usar paneles multicom-
ponente en lugar de biomarcadores Gnicos. El uso de mdltiples
metabolitos mejora la especificidad, pero plantea problemas
desde el punto de vista andlitico puesto que es preciso iden-
tificar y cuantificar todos los metabolitos en matrices altamen-
te variables. Este es el caso, por ejemplo, del COVID, que se
puede diagnosticar con un panel combinado de metabolitos y
lipoproteinas en suero.l'*"l El yso de algoritmos de clasificacion
supervisada como PLS-DA o “Random Forest” puede mejorar
la especificidad diagnéstica al integrar méltiples metabolitos
simultdneamente '

La aproximacién més robusta para la identificacién y vali-
dacién de biomarcadores es el uso de cohortes amplias y mefa-
datos fenotipicos bien anotados.'®l Ademds, es necesario con-
trolar posibles factores de confusién, como el ritmo circadiano o
el estado de ayuno del paciente. Las cohortes més valiosas son
las de cardcter longitudinal (mdltiples muestras de un individuo
a lo largo del tiempo) y/o las que recaban el mayor volumen
de datos posible, idealmente con acceso al historial médico del
paciente. Finalmente, la validacién cruzada con cohortes de
ofros paises es necesaria para la generalizacién interétnica de
los resultados obtenidos.
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Figura 2. Relacion infegrativa de las diferentes técnicas émicas,
en funcién de la informacién que proporcionan.

Creacion de bancos de muestras para su andlisis por RMN

Tal y como se ha mencionado en el apartado anterior, la me-
dicina de precision requiere del andlisis de grandes cohortes
de pacientes y de poblacién general (que actian de control).
En general, esta tarea es de una gran complejidad logistica y
técnica y requiere de la aprobacién de un Comité de Etica que

www.analesdequimica.es

asegurard la idoneidad del uso de las muestras y el anonimato
de los datos. Este procedimiento permitird tener acceso a mues-
tras procedentes de biobancos o centros de investigacién que
fueron recolectadas anteriormente y que ahora van a poder ser
utilizadas en un nuevo estudio (con el consiguiente control de
todas las variables) o también iniciar un estudio nuevo en coor-
dinacién con el biobanco. En este Gltimo caso, dichas muestras
pueden haber sido obtenidas bajo protocolos heterogéneos
que deberdn armonizarse, dado que en muchos casos se tra-
ta de material biolégico Gnico e irrepetible. En este contexto,
hay que prestar especial atencién a los denominados “batch
effects”, originados por diferencias sufiles en las condiciones
experimentales entre lotes de andlisis y que generan variabili-
dad técnica enmascarando la bioldgica,!™ por lo que pueden
introducir inconsistencias en los datos y dificultar la interpreta-
cién de los resultados.

La necesidad de emplear volimenes relativamente eleva-
dos (300-600 pl) en experimentos de RMN constituye una
limitacién relevante en estudios que involucran biofluidos de
obtencién restringida, tales como biopsias liquidas, liquido en-
dometrial o muestras pedidtricas. Esta restriccion puede mitigar-
se mediante el uso de tubos de RMN de menor didmetro. Los
tubos de 3 mm han sido ya estandarizados para determinadas
aplicaciones (por ejemplo, en el software IVDr de Bruker). En
este sentido, resulta imprescindible adaptar los protocolos vi-
gentes de preparacién y adquisicién, originalmente disefiados
para tubos de 5 mm, a las especificaciones de estos volimenes
reducidos.

Para garantizar la integridad de las muestras bioldgicas
destinadas a su andlisis mediante RMN, resulta indispensable
mantener de forma continua una cadena de frio a temperaturas
inferiores a -80 °C desde el laboratorio o biobanco de origen
hasta el centro receptor.'l El cumplimiento de este requisito
asegura la preservacién de las propiedades fisico-quimicas
y metfabélicas de las muestras, evitando degradaciones que
comprometan su valor analitico. Sin embargo, el nimero de
empresas que ofrecen un seguimiento integral de la cadena
de frio (incluyendo la reposicion de hielo seco en caso de de-
moras prolongadas) es limitado o inexistente en algunas zonas
geogrdficas.

La organizacién y armonizacién de datos clinicos y am-
bientales constituye un proceso esencial para garantizar la cali-
dad y la utilidad de la informacién en estudios metabolémicos.
Sin embargo, con frecuencia esta tarea se realiza de forma
incompleta o inconsistente: la ausencia de datos imporfantes
acerca de las caracteristicas generales de los donantes limita
considerablemente la capacidad de aplicar andlisis multivarian-
tes robustos y, por tanto, reduce el potencial de la cohorte y los
datos espectroscdpicos asociados. Asimismo, la naturaleza de
los datos asociados recopilados suele depender de la patolo-
gia o del objetivo especifico del estudio, lo que puede reducir
su aplicabilidad en investigaciones posteriores con un contexto
clinico distinto. Para superar estas limitaciones, es necesaria
una armonizacién en los criterios y formatos de caracteristicas
generales derivadas de muestras biolégicas, de modo que
puedan ser utilizados por diferentes laboratorios y en diversos
entornos de investigacion, favoreciendo asf la interoperabilidad
y la reutilizacién de datos a nivel global.

Traslacion a la dinica

En dltima instancia, el objetivo es trasladar los biomarcadores
a la préctica clinica. Sin embargo, la determinacién de los
metabolitos utilizando la misma tecnologia que en la fase de
descubrimiento no es prdctica para su implementacién clinica.
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Figura 3. Espectro de orina humana que refleja la gran complejidad metabdlica del mismo. la acumulacién de metabolitos produce
un gran solapamiento de sefiales. A modo de ejemplo, se anotan las asignaciones de una seleccion de metabolitos.

Los espectrémetros de alta gama necesarios para una RMN de
calidad son costosos y requieren operadores altamente entrena-
dos, lo que restringe su uso a centros altamente especializados.
Ademds, el mantenimiento y la calibracién constante de estos
instrumentos también representan una barrera logistica y eco-
némica.

En los Gltimos afios se han producido desarrollos tecnoldgi-
cos significativos en el campo de los espectrémetros de campo
bajo. Especificamente, se han desarrollado equipos con imén
permanente en campos muy bajos (80-110 MHz) pero que
adoptan todos los desarrollos de los imanes superconductores:
sondas multicanal, uso de pulsos y generadores de forma de
onda y gradientes de campo entre otros. Esto los hace idéneos
para la implementacién clinica de las aplicaciones metabolé-
micas puesto que son capaces de reproducir espectros de alta
calidad a un coste muy bajo, con un mantenimiento minimo
y asimilables por cualquier laboratorio de andlisis hospitala-
rio. Estos sistemas podrian utilizarse en urgencias, unidades de
cuidados intensivos o incluso en medicina rural. Asimismo, la
infegracién con smartphones o dispositivos de mano es un drea
en rdpida evolucién.

La duda emerge de si la pérdida de resolucién digital [y
en menor medida la de sensibilidad) debida a la reduccién del
campo magnético permite mantener la capacidad de discrimi-
nacién encontrada a alto campo. Este es el caso del andlisis
de lipoproteinas por RMN para la evaluacién de riesgo car-
diovascular, en el que se ha observado que la implementacién
en espectrdmetros de sobremesa no altera la capacidad de
utilizar los datos para discriminar pacientes con elevado riesgo
aterogénico.l"’!

Retos de la metabolomica por RMN en el contexto de la me-
dicina de precision

Por dltimo, se describen una serie de retos o dreas de investi-
gacién que se considera que se desarrollardn en los afios ve-
nideros.

Por una parte, existe interés en extender el andlisis metabo-
l6mico a muestras no convencionales como exosomas, saliva,
lagrimas, sudor o aire exhalado, lo que permitiria ampliar las
posibilidades diagnésticas sin métodos invasivos. Estas matrices
también pueden ser Utiles en poblaciones pedidtricas o gerid-
tricas donde el acceso a sangre es mds limitado. Los principa-
les problemas que limitan el uso de estas matrices son su gran
variabilidad (saliva o lagrimas) o dificultades técnicas para su
purificacién (exosomas).

Una posibilidad atractiva es la caracterizacién metabolémi-
ca a partir del andlisis de ofros nicleos sensibles al fenémeno
de la RMN. De particular interés es la RMN de P[] dado que
los metabolitos fosforilados estén estratégicamente distribuidos
en el metabolismo, proporcionando informacién del metabolis-
mo central, energética, procesos de regulacién de apoptosis, ..

La infegracién de datos de RMN con otras tecnologias émi-
cas, como la gendmica, protedmica y transcriptémica, represen-
ta un reto significativo. Los estudios multi-émicos que combinan
RMN y andlisis metagenémicos permitirdn comprender mejor la
patofisiologia molecular de las enfermedades, asi como ofros
factores como la interaccién huésped-microbiota. En la actuali-
dad, se han desarrollado aproximaciones que permiten combi-
nar datos de RMN con espectrometria de masas. Sin embargo,
la armonizacién de datos multi-micos continda siendo limitada
porque no se dispone todavia de soluciones completamente flui-
das que permitan unificar de manera eficiente estos conjuntos
de datos heterogéneos, limitando la capacidad de descubrir
biomarcadores complejos o de comprender mecanismos pato-
l6gicos completos.

Como en muchas otras dreas, la metabolémica basada en
RMN se estd beneficiando del uso de técnicas de inteligencia
artificial. Este es un caso especialmente favorable puesto que la
elevada reproducibilidad hace que las bases de datos espectra-
les puedan ser analizadas mediante algoritmos de inteligencia
artificial de una manera muy eficiente y poderosa. Los modelos
de “machine learning” aplicados a datos metabolémicos abren
nuevas posibilidades diagnésticas, como la prediccién de es-
tados de enfermedad o agrupacién automdtica de fenotipos
metabélicos. Estos sistemas requieren grandes bases de datos
bien anotadas para su entrenamiento y validacién, como es el

caso de la RMN.

Conclusiones

En conclusién, la metabolémica por RMN se presenta como
una herramienta para impulsar la Medicina de Precisién hacia
un modelo més preventivo, personalizado y eficaz. Las nuevas
técnicas espectroscdpicas y los equipos mds potentes debieran
permitir ampliar la panoplia de moléculas cuantificables por
esta técnica. A pesar de los importantes retos técnicos, metodo-
légicos y clinicos que enfrenta, su integracién con tecnologias
emergentes, como la infeligencia arfificial y los enfoques mul-
ti-6micos, abre un horizonte prometedor para la identificacién
de biomarcadores y la traslacién a la practica clinica. Superar
estas barreras requerird un esfuerzo coordinado entre investi-
gadores, clinicos e instituciones, con el fin de garantizar la es-
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tandarizacién, la reproducibilidad y la aplicabilidad real de los
resultados. De este modo, la metabolémica por RMN debiera
poder trasladarse de manera efectiva a la préctica clinica, con-
tribuyendo a la transformacién de la medicina en el siglo XXI.
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