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RESUMEN

La esteatosis o higado graso es la acumulacion de lipidos,
principalmente triglicéridos, en los hepatocitos en una proporcion
superior al 5% del peso del 6rgano. La esteatosis simple se considera una
condicion benigna que aparentemente no afecta a la funcion hepatica,
sin embargo se acepta como un paso previo al desarrollo de patologias
mas severas como esteatohepatitis no alcohoélica (EHNA, caracterizada
por inflamacién, infiltraciéon y dafo celular), fibrosis y cirrosis (conocidas
en conjunto como “enfermedad del higado graso no alcohdlico” o
EHGNA). La EHGNA, considerada como la enfermedad hepdtica mas
comun en los paises occidentales (25% de prevalencia), es un fenémeno
complejo tanto en la diversidad de mecanismos implicados en su
etiologia como en su evolucién clinico-patolégica. Por todo ello, existe
un creciente interés en profundizar en los eventos que conducen a su
evolucion hacia patologias mas severas (EHNA, fibrosis, cirrosis), asi
como su diagnéstico precoz.

La metabolémica ha surgido como una estrategia prometedora para
realizar investigaciones en diversas areas relacionadas con la salud
humana (farmacologia, toxicologia, oncologia...). Esta disciplina
completa la informacién aportada por otras “-dmicas” (genomica,
protedmica) mediante la medida cuantitativa de los metabolitos
enddgenos presentes en muestras bioldgicas de distinto origen (orina,
plasma, células, tejidos). Los metabolitos son productos finales de la
funcion de genes y proteinas, por lo que los perfiles metabolémicos son
como "huellas dactilares" que reflejan el estado fisioldégico en el que se
encuentra un sistema bioldgico (célula, tejido, organismo).

Hasta el momento los estudios metabolémicos aplicados al estudio de

la esteatosis hepatica se han centrado en la busqueda de biomarcadores

33



Resumen

de diagnédstico prestando una menor atencién a los cambios
metabolémicos relacionados con el desarrollo y progresiéon de la
enfermedad. Por ello, en la presente tesis se propuso la aplicacion de
esta herramienta para dilucidar las alteraciones metabélicas, bioquimicas
y de la homeostasis celular que son claves en el desarrollo de la
esteatosis y su potencial progresién a patologias mas severas. Para ello,
se emplearon modelos in vitro de células hepdticas expuestas a
farmacos esteatogénicos, modelos animales in vivoy muestras de origen
humano. La aplicaciéon de estrategias metaboldmicas permitié identificar
perfiles metabolomicos que representan la “huella dactilar” de la EHGNA
inducida por diferentes mecanismos y proponer nuevos biomarcadores
de diagnosis y prognosis. Se encontré6 que la huella metabolémica
caracteristica de la enfermedad estaba compuesta fundamentalmente
por aminoacidos, marcadores de EO y marcadores de origen lipidico,
entre los que encontramos acidos biliares y fosfolipidos entre otros.
Ademas se apuntd al AcOft como un candidato a biomarcador sérico de
la EHGNA. En definitiva, hemos ahondado en los cambios metabolémicos
asociados a la EHGNA con el obejtivo de desarrollar estrategias para su
diagnéstico y seguimiento basadas en los perfiles metabolémicos que

puedan ser aplicadas en la rutina clinica.
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“El todo es mds que la suma de sus partes”

Aristoteles

“El experimentador que no sabe lo que estd buscando no comprendera lo
que encuentra’’

Claude Bernard

“Si no quieres perderte en el olvido tan pronto como estés muerto,
escribe cosas dignas de leerse, 0 haz cosas dignas de escribirse’

Benjamin Franklin
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1.1 Aspectos generales de la estructura del higado y su

funcionalidad

El higado juega un papel esencial en una gran variedad de funciones
para mantener la homeostasis en el organismo. Este 6rgano es capaz de
sintetizar, degradar o almacenar una amplia variedad de moléculas de
forma regulada. Esta implicado en el metabolismo de sustancias tan
diferentes como los hidratos de carbono, lipidos, aminodacidos, acidos
biliares (BAs), vitaminas, esteroides o hierro. El higado también produce
la mayor parte de las proteinas plasmaticas circulantes, incluyendo el
componente mas abundante, la albdmina. Ademas, es el o6rgano
principal en la detoxificacién de xenobiéticos [1-3].

El higado es el 6rgano so6lido mas grande en el cuerpo humano (de
1.300 a 1.700 g en adultos) y se encuentra en la cavidad abdominal. El
suministro de sangre al higado se realiza por dos vasos sanguineos
diferentes: i) la vena porta hepatica, que representa alrededor del 80%
del suministro sanguineo hepatico y que lleva sangre que, después de
haber circulado a través del intestino, el pancreas y el bazo, es pobre en
oxigeno y enriquecida en nutrientes, xenobiéticos, hormonas y factores
de crecimiento; y ii) la arteria hepatica, que suministra sangre rica en
oxigeno desde la arteria aorta. El patron inusual de suministro de sangre
en el higado es esencial para comprender su papel en el metabolismo
tanto de nutrientes como de xenobidticos [2,4]. Dos vasos eferentes
diferentes salen del higado. Por un lado, la sangre se drena en las venas
centrales y sale del higado a través de una serie de venas hepaticas, que
entran en la vena cava inferior. Por otro lado, la bilis producida en el
higado se recoge en canaliculos biliares, que se fusionan para formar

conductos biliares (Figura 1.1).
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Conducto El Sistema Biliar Conducto
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Figura 1.1. Esquema del sistema hepatobiliar.
(Fuente: https:// hepatitis2000.0org/que-es-la-hepatitis-c)

La unidad estructural basica del higado es el |6bulo hepatico. Tiene la
forma de un poligono, por lo general un hexagono. Cada esquina del
I6bulo hepatico poligonal esta ocupada por una triada portal, que
consiste en la arteria hepatica, via biliar y la vena portal. En el centro de
cada lobulo hepatico se encuentra la vena central. El area definida por
este hexagono esta ocupada por placas de hepatocitos que adoptan una
distribucion radial de la vena central en el perimetro del |6bulo (Figura
1.2). Las placas o cordones hepaticos son generalmente de un hepatocito
de espesor y estan separadas una de otra por los sinusoides hepaticos
(los capilares del higado) que se alinean por el endotelio sinusoidal [3,5].

La unidad funcional del higado, conocido como el acino, esta
delimitada por el espacio eliptico o en forma de diamante que
comprende dos venas centrales adyacentes, conectadas por el eje largo,
y de triadas portales adyacentes, conectadas por el eje corto [5,6]. A lo
largo de este eje tienen lugar dos flujos de fluidos diferentes. La sangre

entra en el higado por la vena porta y las arterias hepaticas hasta las
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triadas portales, fluye a través de los sinusoides y sale por la vena
central. Por otro lado, la bilis fluye en la direccién opuesta, pasando asi a
través de los canaliculos de las placas de hepatocitos a los conductos

biliares situados en la triada portal [3,5] (Figura 1.2).

Conducto de
Conductodela 2 vena portal

arteria hepética ‘

Conducto biliar

Areaporal (49) [
Arteria hepética
Conducto biiar |
Vena 0

porta o,

'

Vena
central

Conducto de la
arteria hepética

Lobulilo hepatico Conducto de la

vena portal

Figura 1.2. Esquema del I6bulo hepatico
(Fuente: https://www.flickr.com/photos/29991960@N00/34590654)

1.2 Las células del higado

El higado esta compuesto por una gran variedad de células. Los
hepatocitos, el tipo de células mas abundante, llevan a cabo la mayoria
de las funciones asociadas con el higado [5]. Son responsables de la
sintesis y la excrecion de proteinas plasmaticas, factores de coagulacién,
lipoproteina, etc. Por otra parte, controlan la homeostasis de la
glucosa/glucégeno, triacilglicéridos (TG), colesterol, BAs, vitaminas A y
D, y metabolizan los aminoacidos, metales, bilirrubina, y xenobioticos
[1]. Sin embargo, los hepatocitos por si solos no son competentes para
llevar a cabo todas las funciones hepaticas, y la cohorte de las células no

parenquimatosas es esencial para el mantenimiento de la estructura del
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higado, contribuyendo a diversas funciones que apoyan y regulan el
crecimiento y la funciéon hepatica. Las células no parenquimatosas
principales son las células epiteliales de los conductos biliares (o
colangiocitos), células endoteliales sinusoidales hepaticas, células
estrelladas hepaticas, células de Kupffer y células progenitoras hepaticas
[5,7] (Figura 1.3). El higado también contiene una poblacién grande y
diversa de inmunocitos residentes que, junto a las células de Kupffer y
las células endoteliales sinusoidales hepaticas, son componentes

esenciales del sistema inmune centrado en el higado [2,5,8].

Vena portal
terminal

Figura 1.3. Esquema de la distribucion de distintos tipos de células hepaticas.
(Fuente: https://es.slideshare.net/mauriciovelasquezp/cirrosis-hepatica)

Los hepatocitos son células grandes y representan aproximadamente
el 60% de la poblacion total de células y aproximadamente 80% de la
relacion masa hepatica/volumen [2,3,5,7]. Los hepatocitos poseen uno o
mas nucleos, como resultado de la division mitética del nicleo sin la
citocinesis, con nucléolos prominentes, indicativos de una actividad
transcripcional intensa. Debido a sus numerosas y variadas funciones

(metabdlicas, de almacenamiento y secretoras), los hepatocitos
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contienen abundantes mitocondrias, lisosomas, peroxisomas vy
complejos de Golgi, principalmente adyacentes a los canaliculos biliares.
El citoplasma es rico en reticulo endoplasmatico rugoso, indicativo de la
naturaleza secretora del hepatocito y también en reticulo
endoplasmatico liso, donde se localizan muchas de las enzimas que
participan en la fase | y fase Il de biotransformacion de compuestos
endoégenos y exdgenos [2,5].

Debido a la configuraciéon particular de las células en los cordones
hepaticos, cada hepatocito es adyacente a dos hepatocitos vecinos vy
posee dos dominios basolaterales que se interconectan con los
sinusoides en lados opuestos de las placas celulares [5,9]. El dominio
basolateral esta formado por la membrana plasmatica sinusoidal vy
lateral. En el lado sinusoidal, los hepatocitos estdn directamente en
contacto con la mayoria de las sustancias de la sangre gracias a las
fenestraciones presentes en las membranas de la célula endotelial
sinusoidal hepatica. En la membrana lateral, los hepatocitos vecinos
estan conectados a través de uniones, permitiendo asi la comunicacién
de los hepatocitos adyacentes mediante la transferencia de pequefas
moléculas [2,10]. El dominio apical del hepatocito representa una
pequefia porcion de la membrana plasmatica y se encuentra entre las
células, partiendo la membrana plasmatica basolateral mediante uniones
estrechas y formando el canaliculo biliar [9]. Estos dominios de
membrana muestran diferencias estructurales, de composicién vy
funcionales y son esenciales para la funcién de los hepatocitos en la
absorcion, en el metabolismo y en la eliminacién biliar de sustratos,
tanto enddégenos como exdégenos [5]. En general, la membrana
plasmatica basolateral tiene transportadores que eliminan las sustancias
(por ejemplo, sales biliares, farmacos) de la sangre venosa portal por
difusion facilitada a lo largo de un gradiente de concentracién, mientras

que la membrana apical tiene transportadores que bombean sustancias
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contra un gradiente de concentracion desde el interior de la célula al

canaliculo biliar [9].

El higado es un érgano especialmente propenso a sufrir dafio de
origen tanto metabdlico como iatrogénico debido a su localizacion
anatoémica particular y su participacion en el metabolismo de fairmacos y
en la desintoxicacion. Como se ha descrito anteriormente, el higado esta
interpuesto funcionalmente entre el sitio de absorcion de compuestos
exogenos y la circulacién sistémica. Por lo tanto, a través del suministro
de sangre de la vena porta, el higado se expone directamente a todas las
sustancias ingeridas que estan presentes en la sangre portal [11-13]. Por
otro lado, el higado es cuantitativa y cualitativamente el érgano mas
importante en cuanto al metabolismo de firmacos se refiere, debido a la
expresion en los hepatocitos de las enzimas metabolizadoras de fase | y
fase Il y de los transportadores de farmacos. Asi, el higado, junto con las
enzimas metabolizadoras y los transportadores de farmacos expresados
en la mucosa intestinal, proporcionan una barrera eficaz que impide que
los xenobidticos entren en la circulacién sistémica [14]. Sin embargo, la
alta exposicion del higado a xenobiéticos, su implicacién en su
metabolismo y la posibilidad de formacién de especies reactivas hacen
del higado un tejido especialmente sensible al dafio metabodlico e

inducido por farmacos [15,16].
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1.3 La esteatosis hepatica

El higado graso no alcohélico (HGNA) se caracteriza por el depésito de
acidos grasos libres y de triglicéridos en el citoplasma de los
hepatocitos, en forma de grandes vacuolas, en pacientes sin consumo
téxico de alcohol y no asociado a otras enfermedades hepaticas [17-19]
(Figura 1.4).

Higado normal Higado graso

Figura 1.4. A1) Aspecto de un higado normal visto a ojo; A2) Aspecto de un
higado normal visto al microscopio; B1) Aspecto de un higado graso visto a ojo;
B2) Aspecto de un higado graso visto al microscopio.

En 1980 Ludwig y col. propusieron el término “esteatohepatitis no
alcohdlica” (EHNA) para designar aquellas lesiones que reproducen las
producidas por el alcohol pero que se encuentran en personas que no
abusan de él y que se defini6 como “un sindrome clinico patolégico que

afecta basicamente a personas obesas, mujeres diabéticas, que niegan el
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consumo de alcohol

pero que presentan unas

lesiones hepaticas

similares a las producidas por el alcohol” [17].

En la actualidad el término EHNA queda englobado dentro de una

entidad mas amplia, la enfermedad hepatica por depdsito graso no

asociada al consumo de alcohol o enfermedad hepatica grasa no

alcohélica (EHGNA). Esta enfermedad incluye varios estadios evolutivos

como son la esteatosis hepatica simple, la esteatohepatitis no alcohélica

propiamente dicha (inflamacién acompanada normalmente de fibrosis),

la cirrosis hepatica y finalmente el hepatocarcinoma (HCC) (Figura 1.5),

Espectro de la EHGNA

Reversible

Reversible

Figura 1.5. Espectro de la EHGNA.

Se estima que un 20% de

los pacientes con EHGNA presenta

caracteristicas histopatolégicas de EHNA y algunos de ellos progresardn
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a fibrosis avanzada, cirrosis e incluso hepatocarcinoma, estando adn sin
dilucidar completamente los mecanismos implicados [18,19].

La AASLD (Asociaciéon Americana para el Estudio del Higado) define la
EHGNA como la existencia de un higado graso en sujetos con ingesta
diaria de alcohol <20g/dia, en ausencia de infeccién por virus de la
hepatitis B o C. Se requiere evidencia de esteatosis hepatica radiologica o
histol6gica, siempre en ausencia de etiologia secundaria (alcohol,

farmacos, hereditaria).

1.3.1 Prevalencia

La prevalencia de la EHGNA no es bien conocida y probablemente se
encuentra infravalorada. Esto es debido a que gran parte de los pacientes
son asintomaticos y/o presentan discretas alteraciones analiticas en la
bioquimica hepatica y, debido a la ausencia de marcadores serolégicos
concretos, se requiere de una biopsia hepatica para establecer el
diagnéstico definitivo. Sin embargo, se tiene constancia de que en las
dos ultimas décadas la EHGNA y la EHNA han aumentado su incidencia,
siendo actualmente la EHGNA la causa mas frecuente de enfermedad
hepatica en los paises occidentales [20].

La prevalencia estimada varia entre el 20-30% de EGHNA en la
poblacién general en los paises occidentales y del 15% en los paises
asiaticos. En cuanto a la EHNA afectaria sélo al 2-3% de la poblacion
general. La EHGNA se ha observado en individuos de todas las edades,
incluyendo los nifios, donde se estima una prevalencia del 10-15%,
menor que en la poblaciéon adulta. Como norma, la prevalencia aumenta
con la edad y afecta por igual a ambos sexos [21,22].

Por lo general se trata de una enfermedad silenciosa que se presenta
en un alto porcentaje de pacientes con sindrome metabdlico. Entre un
80-90% de los pacientes con obesidad presentan algiin grado de EHGNA.
Entre los que padecen Diabetes Mellitus tipo 2 la prevalencia oscila entre
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el 10-75% y en aquellos sujetos que presentan hiperlipidemia entre el 20
y el 90% [23]. En cuanto al espectro de la enfermedad, la esteatosis
hepatica varia entre el 39-51%, la esteatohepatitis del 20-35% y la cirrosis
alrededor de un 3% [22,24].

Se podria considerar que la EHGNA es la causa mas frecuente de
hepatopatia cronica en el mundo y la principal causa de cirrosis
criptogénica (se ha implicado como factor etiolégico hasta en un 70% de
los casos de cirrosis criptogénica |) [25]. Ademads, se ha considerado la
expresion hepatica del sindrome metabdlico y se ha establecido como un
factor de riesgo de enfermedad cardiovascular.

Todo lo anteriormente comentado, sumado a que las cifras de
sobrepeso y obesidad estdn aumentando a nivel mundial, convertiran a
corto plazo a la EHGNA en la hepatopatia mas comun, tanto en paises
ricos como pobres, con grandes repercusiones econémicas y en salud
publica. Ademas, se estima que para el afno 2020 la cirrosis por EHNA se
convertird en la principal indicacion de trasplante hepatico en los Estados
Unidos [26].

1.3.2 Historia natural de la enfermedad

Existen pocos datos acerca de la historia natural de esta enfermedad
debido a la naturaleza indolente del proceso y a la escasez de estudios
prospectivos [27-29].

Los pocos estudios publicados sobre la historia natural de la EHGNA
indican un riesgo significativo de cirrosis hepatica y sus complicaciones,
con disminucién de la supervivencia. Hace afos se consideraba que la
EHGNA era inofensiva, pero con el paso del tiempo se ha reconocido que
se trata de una enfermedad que provoca una alteracion hepatica
progresiva que aumenta el riesgo de padecer cirrosis, enfermedad

hepatica terminal y carcinoma hepatocelular [30] (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Evolucion morfologica de las lesiones del higado graso no alcohélico
hacia patologias mas severas.

El pronéstico de estas lesiones no es homogéneo. Mientras que la
esteatosis es una lesion estable (solamente un 3% de los casos progresa
a lesiones mas graves), la EHNA evoluciona a cirrosis en el 15-25% de los
casos en un plazo de 10-15 anos y hasta un 30-40% presentan una
fibrosis avanzada en la biopsia (definida como F3-F4) en el momento del
diagnostico [31]. Asi pues, la esteatosis simple no implica un aumento
de la morbilidad o la mortalidad a corto plazo, pero su progresion hacia
el desarrollo de EHNA aumenta de forma drastica el riesgo de cirrosis,
insuficiencia hepatica y carcinoma hepatocelular.

La esteatosis simple tiene una mortalidad global comparable con Ila
poblacién general. No ocurre asi con la EHNA, para la que se ha descrito
un peor pronoéstico, basado fundamentalmente en una mayor mortalidad
de origen hepatico (11-17,5% frente al 1,7-2,7%). Ademas, la mortalidad
por causa hepatica es mayor en pacientes con EHNA y fibrosis F3-F4 que
en pacientes con EHNA vy fibrosis FO-F2 (que a su vez es mayor que en
aquellos con esteatosis simple). Otro dato llamativo es que existe una
mayor capacidad de progresiéon a estadio de cirrosis cuanto mayor es el
grado de fibrosis inicial (el 13% para F1-F2 frente al 25% para F3) [31].
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1.3.3 Etiopatogenia

Las causas que provocan EHGNA son multiples, pudiéndose clasificar
en primarias y secundarias. Las primarias, que son las mas importantes,
son aquellas que estan en relacion con el sindrome metabdlico
(obesidad, diabetes, dislipemia e hipertension arterial) y la resistencia a
la insulina. Las causas secundarias estan relacionadas con el consumo de
medicamentos, trastornos metabodlicos y nutricionales [32].

La EHGNA se asocia a un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular,
y es un factor de riesgo de morbilidad y mortalidad cardiovascular [33].

En la practica clinica la mayoria de los pacientes presentan Diabetes
Mellitus tipo 2 o hiperlipidemia como factor etiolégico siendo la
asociacién entre ellos frecuente y, de ellos, los predictores mas
importantes de fibrosis son edad, obesidad y la Diabetes Mellitus tipo 2
[34].

La etiopatogenia de la EGHNA es compleja; en ella la resistencia a la
insulina juega un papel fundamental. La teoria patogénica mas aceptada
es la teoria del doble impacto propuesta por Day y James en 1998 [35].
En una primera fase se desarrollaria esteatosis en el hepatocito por
aumento de los acidos grasos libres en el suero a causa de su mayor
liberacion desde el tejido adiposo. Factores como el estilo de vida, la
flora intestinal, la obesidad, diabetes, factores genéticos y la resistencia
a la insulina inducirian el acimulo de lipidos a nivel hepatico excediendo
las necesidades fisiol6gicas. Este seria el primer impacto en el desarrollo
de enfermedad hepatica por depésito de grasa. Posteriormente,
fendbmenos de estrés oxidativo, agotamiento de antioxidantes,
disfuncién mitocondrial o regulacion de citocinas llevarian a una
segunda agresion desencadenando inflamacién y fibrosis. Recientemente
se ha propuesto una teoria de multiimpacto en la cual todos los procesos

tendrian lugar de forma simultanea estando la esteatosis probablemente
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precedida por la aparicion de los fenémenos inflamatorios [36-42]
(Figura 1.7).
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Figura 1.7. Etiopatogenia de la EHGNA. A) Teoria del doble impacto; B) Teoria
multiimpacto. Figura adaptada de la referencia [42].

La investigacion de factores implicados en la etiopatogenia de la
EGHNA sefala la existencia de biomarcadores potenciales de inflamacién

y fibrosis: HNF3a, TBA, adiponectina, resistina, leptina, TNFa,
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interleuquinas, acido hialurénico, endotelina-1, TGFB, laminina,
colagenos I, lll y IV, péptidos de degradacion del colageno (PIIINP, PICP),
MMP, TIMP, CK-18 [43-50]. Todo esta siendo objeto de una intensa

investigacion para, en un futuro, ser aplicado en la practica clinica.

1.3.4 Evaluacion diagnéstica y progndstica

La EGHNA, en general, debe sospecharse en pacientes que presentan
uno o varios componentes del sindrome metabdlico, una elevacién
aislada y moderada de transaminasas (en especial de alanina
aminotransferasa (ALT)), ligera colestasis disociada o que presentan
signos de esteatosis en la ecografia hepatica. Es necesario descartar, por
supuesto, otras causas de hepatopatia (virales, depdsitos de hierro...).

Los pacientes suelen estar asintomaticos o presentar manifestaciones
clinicas inespecificas. Suelen presentar una elevacion de las
transaminasas, con un cociente entre aspartato aminotransferasa (AST) y
ALT menor a uno (AST/ALT<1). La ultrasonografia puede mostrar un
higado hiperecogénico, de aspecto brillante, sugestivo de esteatosis y
hacer una ponderacién semicuantitativa del porcentaje de grasa.

En ausencia de suficientes signos clinicos de cirrosis, la biopsia
hepatica es el Unico medio que nos permite establecer el diagnéstico,
clasificando y estadificando la enfermedad. Sin embargo, dado que la
mayoria de los pacientes se encuentran asintomaticos, y que la biopsia
es una exploracién invasiva, sumado a que todavia no se ha encontrado
un tratamiento especifico, las diferentes guias clinicas recomiendan en
primera instancia modificar los habitos higiénico-dietéticos del paciente
y reservar la biopsia para cuando no se sigan las indicaciones clinicas o
haya persistencia de alteraciones clinico-biolégicas.

La biopsia no es Unicamente util para el diagnéstico y diferenciacién
de la esteatosis de la esteatohepatitis, sino que también permite

establecer la gravedad de las lesiones. Actualmente la clasificaciéon mas
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utilizada es la de Kleiner et al., que da un indice de actividad (NAS:
NAFLD activity score) basado en la presencia e intensidad de la
esteatosis, inflamacion y balonizacion de los hepatocitos y un indice de
fibrosis. EI NAS oscila en un rango de 0 a 8. Un NAS <3 corresponde con
“no esteatohepatitis” y un NAS >5 corresponde con ‘“esteatohepatitis’. El
rango 3-4 corresponderia a un estado ‘‘intermedio-indeterminado’ [51]
(Figura 1.8).

A pesar de las ventajas de la biopsia hepatica queda claro que tiene
una serie de inconvenientes, como la dificultad de realizar biopsias
seriadas para monitorizacién de la evolucién de la enfermedad y valorar
el efecto de los posibles tratamientos. Es por ello que actualmente se
esta tratando de identificar métodos no invasivos (clinicos, analiticos,
radiolégicos) que sirvan de complemento a la biopsia hepatica y/o una
alternativa a la misma. Algunos de estos métodos estan encaminados a
diferenciar la esteatosis de la esteatohepatitis, mientras que otros se
centran en intentar determinar la gravedad de las lesiones, en especial la
fibrosis. Entre los indices de fibrosis en la EHGNA se pueden encontrar: i)
indice de BARD, que incluye el indice de masa corporal (IMC), cociente
ALT/AST vy la presencia de diabetes mellitus, asi como datos clinicos de
facil aplicacién proporcionando una capacidad de exclusion de la
enfermedad hepatica avanzada con gran precisién; ii) NAFLD fibrosis
score: proporciona un valor de fibrosis en funcién de si ésta es
perisinusoidal, portal o periportal, perisinusoidal y periportal, en puentes
0 si ya existe cirrosis; iii) FibroScan: basado en una elastografia hepatica
transitoria (principio fisico que cuantifica la rigidez-elasticidad de los
tejidos) que permite estimar de forma no invasiva el grado de tejido
fibrosos presente en el higado. En udltima instancia, los métodos no
invasivos puede que en un futuro proximo ayuden a evitar en muchos

casos la necesidad de una biopsia hepatica.

53



Introduccion

Grado Esteatosis (0-3) Inflamacién Lobular (0-3) | Balonizacion (0-2)
0:<5% 0: No hay 0: No hay
1: 5%-33% 1:<2 1: Pocas células
2: 33%-66% 2:2-4 2: Muchas células
3:>66% 3:>4
0-2 No EHNA/NASH
NAFLD activity score NAS: 3-4 Indeterminado
0-8 5-8 EHNA/NASH

Estadio de la fibrosis

0: No hay fibrosis

1a: Fibrosis leve, perisinusoidal zona 3

1b: Fibrosis moderada, perisinusoidal zona 3

1c: Sélo fibrosis portal/periportal

2: Fibrosis perisinusoidal zona 3 y fibrosis portal/periportal
3: Fibrosis formando puentes

4: Cirrosis

Figura 1.8. Sistema de Kleiner para puntuacién histolégica de la Red de
Investigacion Clinica sobre EHNA.

Como hemos comentado, los métodos no invasivos combinan datos
clinicos y de laboratorio intentando identificar a los pacientes con alto
riesgo de presentar EHGNA y ayudando a predecir la fibrosis hepatica
significativa. Entre los marcadores serolégicos de inflamacion/fibrosis
estudiados se incluyen los anteriormente citados en el punto 1.3.3.

Los principales factores predictores analiticos y clinicos de fibrosis
avanzada en la EGHNA, identificados en la literatura cientifica, son: la
edad, la obesidad, la diabetes, la resistencia a la insulina, el sindrome

metabolico, el cociente AST/ALT y la trombopenia [52-55].
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1.4. Alteracion de especies ROS y su relacion con la EHGNA

Los organismos aerbbicos producen especies reactivas de oxigeno
(ROS) continuamente tanto como consecuencia de sus procesos
metabdlicos normales, incluyendo la respiracion celular, como por
factores externos como el tabaco, la radiacion ionizante o las toxinas. La
exposicion persistente a ROS puede producir dafio oxidativo de
moléculas circundantes que finalmente pueden alterar su estructura y
funcioén.

Para controlar la homeostasis de ROS y evitar ser dafados, los
organismo aerébicos han desarrollado diferentes sistemas biolégicos,
incluyendo: enzimas (superoxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasas) y antioxidantes hidro y liposolubles (por ejemplo glutation,
ubiquinol, bilirrubina, acido Urico, o-tocopherol y acido ascorbico).

El desequilibrio entre la produccion de ROS y la proteccion
antioxidante provoca alteraciones en la homeostasis oxidativa, la cual
puede provocar el desarrollo de la enfermedad [56,57].

ROS estan implicados en la patogénesis de muchas enfermedades
como la diabetes, aterosclerosis, EHNA, cancer y enfermedades
neurodegenerativas [58-61] y son considerados una causa importante de
toxicidad celular inducida por exposicion a farmacos o productos
quimicos [62,63]. Es por ello que la deteccion directa de ROS y sus
efectos adversos en sistemas biolégicos han sido de especial
importancia desde hace muchos afos [64,65].

Dentro de la patogénesis del higado graso las especies ROS son claves
en la alteracién del metabolismo energético y en la funcion mitocondrial
y hay evidencias considerables de que el estrés oxidativo (EO) esta
presente en la EHGNA [66,67]. La oxidacion de acidos grasos
acumulados dentro de las mitocondrias junto a otros mecanismos
conduce a la generacién de ROS y el consiguiente EO. La peroxidacion

lipidica y EO son un segundo hit en la enfermedad y desempefian un
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papel importante contribuyendo a la progresiéon del espectro de la
enfermedad de la EHGNA a la EHNA [67,68]. La disfuncion mitocondrial
acompafnada de generacion de ROS existe a multiples niveles en
pacientes con EHNA [69,70], encontrandose que los pacientes con EHNA
tienen niveles muchos mas altos de marcadores de EO en comparacién
con pacientes con EHGNA [71,72]. Ademas, los marcadores séricos de la
peroxidacion lipidica y EO estan también incrementados, al contrario que
los niveles de antioxidantes (vitamina E, retinol...) que se encuentran
reducidos en pacientes con EHGNA en comparaciéon con controles sanos
[73-76].

En un estado fisioldgico normal, los radicales libres u otras especies
quimicas altamente reactivas estan presentes a concentraciones muy
bajas y poseen vidas muy cortas, hechos que dificultan su deteccién
directa. Una alternativa racional a la deteccién directa de estas especies
inestables consiste en la medida del dafio que provocan. Esto se puede
conseguir mediante la determinacion de biomarcadores indirectos de EO.
Los productos moleculares formados por reacciones no enzimaticas
entre moléculas bioldgicas y ROS son generalmente considerados mas
estables que los ROS [77]. Hasta el momento, se han descrito multiples
marcadores de EO, pero su deteccion ha venido acompafada de
considerables dificultades analiticas y mas cuando se trataba de
muestras biolodgicas complejas [78]. No existe un unico indicador
universal de EO y se requiere de miltiples parametros especificos, cada
uno de ellos determinado de forma individual y mediante un método
particular, para el estudio de modificaciones oxidativas a nivel de
macromoléculas (DNA, proteinas y lipidos).

Por ello es de gran importancia y utilidad desarrollar métodos
encaminados a valorar la homeostasis redox y el dafo oxidativo a
diferentes niveles biolégicos (DNA, proteina y lipidos), para ello se
suelen seleccionar marcadores de distinta naturaleza que abarcan todo

este espectro. Algunos de los mas utilizados se proponen a
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continuacién: i) moléculas que contienen azufre, como glutatién
reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG) [79], S-(5-adenosil)-L-metionine
clorada (SAM), y S-(adenosil)-L-homocisteina (SAH) [80]; ii) fenilalanina
(Phe) [81] y tirosinas (3-iodo-L-tirosina (I-Tyr), 3-nitro-tirosina (N-Tyr), 3-
cloro-L-tirosina (Cl-Tyr), DL-o-tirosina (o-Tyr), DL-m-tirosina (m-Tyr), L-
tirosina (p-Tyr)) como marcadores de dafio oxidativo a proteinas [77,82];
iii) 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OH-dG) y 2-deoxiguanosina (2-dG),
como indicadores de dafio a DNA [83]; y iv) malondialdehido (MDA) y 8-
isoprostaglandina-F2o  (8-IsoPGF), los cuales son marcadores de
peroxidacion lipidica [84,85]. Ademas, podria incluirse un nuevo
biomarcador de EO como es el acido oftalmico (AcOft), el cual indica una
disminucion del glutation [86].

Muchos de los marcadores arriba mencionados estan presentes a
concentraciones muy bajas en las matrices bioldgicas, por lo que se
requieren técnicas de alta sensibilidad para su cuantificacion. La
espectrometria de masas (MS) y en concreto el triple cuadrupolo (TQ)
constituyen una técnica que se ha mostrado como una potente técnica
analitica para la determinacion simultdnea de un gran numero de

compuestos en baja concentracién [87,88].

1.5 Modelos experimentales para el estudio de la EHGNA

El estudio de la EHGNA se ha abordado desde diferentes
aproximaciones experimentales con el objetivo de profundizar en las
causas que la producen y en los factores o mecanismos que determinan
su progresion. Los modelos in vivo (ratas, ratones...) tratan de
reproducir, en la medida de lo posible, el patréon clinico de la
enfermedad. No obstante, las conocidas diferencias interespecie
existentes dificultan enormemente la interpretacién y extrapolacion al

hombre de los cambios metabolicos y fisiopatolégicos observados en
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animales de experimentacion. Como alternativa y/o complemento a los
modelos experimentales in vivo, se han desarrollado modelos in vitro
que presentan la ventaja del control de las condiciones ambientales en
las que se lleva a cabo el experimento, la posibilidad de usar material de
origen humano, la posibilidad de llevar a cabo experimentos de alto
rendimiento, el relativo bajo coste en comparaciéon con los modelos in
vivo, la reduccién en el nimero de animales de experimentacién, etc.
Aunque los estudios in vitro no reproducen la complejidad de un 6rgano
completo, son un buen complemento para los estudios in vivo
tradicionales y pueden ser utiles para identificar los mecanismos

bioquimico-moleculares de la enfermedad [89].

1.5.1. Modelos experimentales in vivo

En la mayoria de pacientes el desarrollo de la EHGNA requiere afios y
es el resultado de la interaccion de varios factores de riesgo como la
sobrealimentaciéon y/o un patrén de dieta inapropiado (alto contenido en
grasas, elevado consumo de azulcar...) asi como un gasto inadecuado de
energia debido al estilo de vida sedentario y probablemente a
susceptibilidades genéticas [39]. Los modelos animales utilizados en el
estudio de la apariciéon y la progresién de la EHGNA deben tener en
cuenta: i) los patrones histolégicos y las alteraciones patoldgicas
encontradas en los diferentes estadios de la enfermedad en humanos; y
ii) las alteraciones fisiologicas generales asociadas al desarrollo de la
enfermedad en humanos (aumento de peso, resistencia a la insulina...).
La no existencia de semejanza en la patologia del higado o en las
alteraciones fisiolégicas de la EHGNA en el modelo experimental hara
que sea mas dificil trasladar los resultados encontrados a situaciones
clinicas, y al desarrollo de estrategias de prevencion de la enfermedad.
Un modelo animal ideal para la EHGNA deberia reproducir no sélo la

esteatosis, sino también inflamacion, lesion en las células hepaticas
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(balonizacion de hepatocitos) y, si se extiende el tiempo suficiente, la
progresion a fibrosis. Ademas el modelo también deberia mostrar las
anormalidades metabdlicas como sobrepeso, resistencia a la insulina,
deterioro en la tolerancia a la glucosa, dislipidemia, asi como un
aumento en los niveles de endotoxinas bacterianas que se encuentran
frecuentemente en pacientes con EHGNA [39].

Entre los modelos animales mas comunes para el estudio de la EHGNA
encontramos los modelos de roedores con alteraciones genéticas, como
los ratones ob/ob que poseen una mutacidon en el gen leptina que hace
que presenten un fenotipo de obesidad severa [90,91]. Este modelo ha
sido ampliamente utilizado y en los uUltimos anos se ha encontrado una
correlacién positiva entre los niveles de leptina y el desarrollo de la
esteatohepatitis [92-94].

Otros modelos se basan en la modificacién de la dieta administrada a
los animales y no en sus alteraciones genéticas. Estos modelos dietéticos
tienen relevancia en el estudio de la EHGNA humana ya que las
alteraciones en los habitos dietéticos y la sobrealimentacion asociadas
con el sobrepeso y resistencia a la insulina, han sido identificados como
factores de riesgo para el desarrollo de la EHGNA [39,95]. Una de las
dietas mas usadas en estos modelos experimentales con roedores es la
dieta deficiente en metionina y colina (MCD) [96-98], asi como la dieta en
alto contenido en grasas (HFD) [99,100].

Por dltimo cabe sefalar que se han propuesto otros modelos
experimentales no basados en roedores, tales como Caenorhabditis
elegans [101,102], zarigieyas [103,104] o cerdos de Ossabaw [105,106],
que aunque se puedan asemejar mas en ciertos aspectos a la EHGNA

humana que los roedores, resultan mas caros (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Modelos animales no roedores usados para el estudio de la EHGNA:
A) Caenorhabditis elegans; B) Zariglieya; C) Cerdo de Ossabaw.

1.5.2. Modelos experimentales in vitro

Los mecanismos moleculares y las cascadas de sefalizacién implicadas
en la progresion de la EHGNA fueron estudiados en un primer momento
a través de modelos animales (modelos genéticos, modelos inducidos
por la dieta...) y confirmados a posteriori a través de diferentes estudios
clinicos [107]. Sin embargo, en los ultimos anos también se han
propuesto modelos in vitro para el estudio de la EHGNA. Aunque estos
modelos constituyen una aproximacién demasiado simplista de la
enfermedad, su principal ventaja es que facilitan el estudio de los
mecanismos bioquimico-moleculares implicados [89]. A pesar de esto, y
a diferencia de otras enfermedades hepaticas para las que los modelos in
vitro son herramientas de investigacion ampliamente utilizados, los
resultados obtenidos hasta el momento para el estudio de la EHGNA
usando estos modelos son escasos.

Los modelos in vitro mas usados en la investigacion de la EHGNA son
los cultivos en monocapa de hepatocitos y las lineas celulares
inmortalizadas. En menor medida se han empleado modelos basados co-
cultivos o cultivos 3D, debido a la elevada dificultad de su uso [108].
Tanto los hepatocitos humanos primarios [109], las células de Kupffer,
las células estrelladas y las células endoteliales sinusoidales parecen ser

modelos relevantes [110], sin embargo, las cuestiones éticas y el
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limitado nimero de muestras de higado humano hacen que sea muy
dificil el uso de cultivos de células hepaticas humanas. Otra opcién son
los cultivos primarios de células de roedores, que segun el modelo
utilizado podrian imitar en mayor o menor medida la situacién
encontrada en los seres humanos. Sin embargo, los métodos usados en
el aislamiento de las células necesitan estar muy bien establecidos para
obtener resultados reproducibles y en muchas ocasiones las células
pierden funciones especificas del tejido cuando son cultivadas durante
un tiempo prolongado. Como alternativa a los cultivos de células
primarias estan las lineas celulares inmortalizadas, que poseen una alta
capacidad de replicacion, un fenotipo estable y permiten el uso de las
mismas células a lo largo de un proyecto de investigacion. Ademas, el
cultivo de lineas celulares inmortalizadas es mas simple y facil de
estandarizar [111]. En la tabla 1.1 se puede ver un resumen de los
distintos modelos in vitro y distintas lineas celulares disponibles para el
estudio de la EHGNA.
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Tabla 1.1.

Resumen de

los distintos modelos

in vitro y

lineas celulares

disponibles para el estudio de la EHGNA. Tabla adaptada de la referencia [108].

Modelo in vitro

Células

Ventajas

Inconvenientes

Cultivo de
células
primarias

Hepatocitos de
pacientes y/o
roedores con EHGNA

Células de
Kupffer/Células
estrelladas/Células
iNKT de pacientes
humanos y/o
roedores

- Células con fenotipo

diferenciado

- Reproducen muchas

de las funciones
metabdlicas hepaticas

- Imitan la fisio-

patologia del higado
in vivo

- Dificultad para su

aislamiento

- Cuestiones éticas
- Disponibilidad limitada

(células de origen
humano)

- Reproducibilidad

variable de los
experimentos

- Tiempo de cultivo

limitado

Lineas celulares
inmortalizadas

RAW 264.7/AML-12/
J774A/HepG2/HuUH7/
H4I1IE/H41IEC3/PAV-1/
LX2

- Crecimiento ilimitado
- Facil cultivo

- Fenotipo estable

- Reproducibilidad

elevada

- Expresion alterada de

muchas enzimas y
factores nucleares
(segun el método de
inmortalizacién)

- Dificultad de

extrapolacion a in vivo

Modelos de co-
cultivo

RAW 265.7 y AML-12

Hepatocitos y
adipocitos humanos

- Imitan la diversidad

celular implicada en
la esteatosis in vivo

- Posibilitan estudios de

comunicacion e
interaccion celular

- Dificiles de cultivar
- Baja reproducibilidad

de los experimentos
(dificultad de
estandarizacion)

Cultivos 3D

Linea celular de
hepatoma de Rata
H35

- Imitan la arquitectura

del higado in vivo

- Mayor grado de

diferenciacion y
expresion de
funciones especificas
del higado

- Dificultades técnicas
- Gran variabilidad

funcional dependiendo
de las condiciones de
cultivo

1.5.2.1. Hepatocitos

Entre los modelos in vitro, el cultivo de hepatocitos esta reconocido

como el modelo hepatico mas cercano a la situacién in vivo [5,78,85].

Bajo condiciones apropiadas de cultivo,

los hepatocitos primarios

consevan la mayor parte de las funciones diferenciadas caracterisitcas

del higado (gluconeogénesis, metabolismo de glucégeno, formacién de
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urea, sintesis y secrecién de proteinas plasmaticas, metabolismo de
lipidos...) lo que convierte a este tipo de cultivo en un modelo in vitro
interesante para el estudio de enfermedades hepaticas [109,112]. A
pesar de algunos de los inconvenientes que supone el uso de
hepatocitos, como el limitado nimero de muestras disponibles de tejido,
las cuestiones éticas y la disminucion de reproducibilidad debido a la
necesidad de preparaciéon continua, se han llevado a cabo diversos
estudios relacionados con la esteatosis hepatica empleando este modelo
celular. Por ejemplo, estudios de esteatosis inducida por farmacos
realizados en hepatocitos de rata en cultivo primario mostraron la
idoneidad de este modelo para identificar fairmacos con un potencial
hepatoesteatogénico elevado [113]. En otro estudio se evalué la
capacidad de la tetraciclina para producir esteatosis utilizando
hepatocitos primarios de perro [114]. Destacar también el uso de
hapatocitos humanos para el estudio de la esteatosis hepatica mediante

el andlisis del metabolismo del colesterol [115].

1.5.2.2. Lineas celulares de hepatoma

Las lineas celulares de hepatoma constituyen una fuente simple, de
facil acceso y casi ilimitada de células originarias de higado humano [89].
Si bien muestran diferencias con los hepatocitos en muchos aspectos
funcionales, especialmente respecto a los niveles de enzimas de
metabolizaciéon de fairmacos, son un modelo in vitro usado comiunmente
en el estudio de la EHGNA. A pesar de que se han probado muchas lineas
celulares hepaticas humanas (HuH7, HepaRG...), la linea celular HepG2 es

la que se usa mas frecuente y la mejor caracterizada [5,78].
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Linea celular HepG2

Las células HepG2 derivan de una muestra de tejido hepatico de un
donante con un carcinoma hepatocelular bien diferenciado [5]. Son
células no tumorogénicas, con una alta tasa de proliferacion y una
morfologia de tipo epitelial que poseen muchas de las funciones
hepaticas diferenciadas, tales como sintesis y secrecién de proteinas
plasmaticas, metabolismo de colesterol y triglicéridos, metabolismo y
transporte de lipoproteinas, sintesis de sales biliares, sintesis de
glucégeno, senalizacion de la insulina, etc [5,116-118]. Sin embargo su
principal inconveniente es la reducida expresion de algunas funciones
hepaticas, especialmente las relacionadas con el metabolismo vy
transporte de farmacos. [5,78]. A pesar de sus limitaciones, las células
HepG2 son el modelo celular mas usado como alternativa al cultivo
primario de hepatocitos. Han sido aplicadas al estudio del efecto de
ciertos alcaloides como inhibidores de esteatosis hepatica o de la
capacidad de determinados acidos grasos para inducir esteatosis
[119,120]. Destacar también su utilizacion para el desarrollo de ensayos

dirigidos al estudio de farmacos que inducen la esteatosis [121-123].

Linea celular HepaRG

Las células HepaRG derivan de un carcinoma hepatocelular humano
que, a diferencia de otras lineas de hepatoma (p.e. HepG2) son capaces
de diferenciarse bajo determinadas condiciones de cultivo y expresar de
forma reproducible un fenotipo muy aproximado al de los hepatocitos
humanos, conservando sus funciones especificas durante mas de 4
semanas [124]. Tienen un gran potencial en la investigacién de la
esteatosis hepdtica ya que acumulan gotas lipidicas (del inglés lipid
droplets) tras la exposicion de diversos acidos grasos (acido estearico,

palmitico, oléico, linoléico...) [125,126]. Ademas, se han llevado a cabo
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otros estudios donde se ha usado este modelo celular para el estudio de
la capacidad esteatogénica de diversos fairmacos (acumulacién de TG en
las vesiculas intracitoplasmaticas) y producir esteatosis. Algunos
ejemplos que podemos encontrar son los estudios de Anthérieu et al.
sobre la tetraciclina [124] o amiodarona [125] y sus efectos sobre la
acumulaciéon de lipidos en HepaRG. Finalmente, destacar los estudios
centrados en el desarrollo de ensayos multiparamétricos para predecir el
dafio hepatico inducido por farmacos usando las HepaRG como modelo
celular [127].

1.6 Aspectos generales de la metabolomica

El término metaboloma fue definido inicialmente como el
complemento cuantitativo de todas las moléculas de bajo peso molecular
presentes en una muestra biolégica representativa de un estado
fisiolégico o de desarrollo concreto [128,129]. Esta definicion ha sido
actualizada y actualmente se define como la determinacion cuantitativa
de todos los metabolitos endégenos de bajo peso molecular
(aproximadamente < 1000-1500 Da) en una muestra biolégica del
sistema bajo estudio. Cada tipo de célula/fluido biolégico tiene niveles
especificos de metabolitos en funcion de las condiciones ambientales
especificas y fluctian con el tiempo dependiendo de las demandas
fisiologicas [130].

Inicialmente se acufaron dos términos diferentes para definir la
ciencia centrada en el estudio del metaboloma: metabolémica [131] y
metabondémica [132]. El término metabolémica se defini6 como "el
analisis exhaustivo y cuantitativo de todos los metabolitos presentes en
una célula, tejido o muestra bioldgica especifica" y fue originado por
analogia semantica con otras disciplinas "émicas"[131]. Por otro lado, el
término metabonémica se defini6 como "la mediciéon cuantitativa de la

respuesta metabolica multiparamétrica relacionada con el tiempo de los
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sistemas vivos a los estimulos fisiopatolégicos o modificaciones
genéticas" [132] y se deriva de las raices griegas 'meta’' y 'nomos' que
significan cambios y reglas/leyes, respectivamente, para describir la
generaciéon de patrones de reconocimiento basados en modelos con
capacidad de clasificar cambios en el metabolismo [133]. La discrepancia
inicial entre las dos definiciones era principalmente filoséfica. Mientras
que la metabolémica pretendia caracterizar y cuantificar todas las
pequefias moléculas presentes en una muestra bioldgica, la
metabondémica se centraba en el intercambio global en el metaboloma
como respuesta a un estrés, estimulo o manipulacion genética dada
[134]. Hoy en dia ambos términos se utilizan a menudo indistintamente
para definir estudios cuyo objetivo es el andlisis no sesgado de
metabolitos en el sistema biolégico en estudio [134]. Sus principales
aplicaciones incluyen estudios de toxicidad, desarrollo de medicamentos
farmacéuticos, monitorizacién en cultivos celulares, diagnéstico de
enfermedades, nutricion, oncologia y trasplante [135-140].

La metabolémica mide los productos finales de la cascada de las
"6micas”’, proporcionando asi informacién complementaria que no es
accesible a través de otras “6émicas’ alternativas, como la gendmica,
transcriptémica o la proteémica [69,73] (Figura 1.10). Los metabolitos
son los intermediarios de las reacciones bioquimicas, por lo tanto sus
niveles vienen determinados en muchas ocasiones por la capacidad
catalitica de las enzimas, siendo estas Uultimas el resultado de la
integracion de la transcripcion, traduccion, modificaciones post-
traslacionales y los efectos alostéricos, lo que resulta en un efecto
integrador entre las capacidades del sistema en estudio y su interaccién
con el entorno [141]. Por lo tanto debido a la integracién de sefiales intra
y extracelulares y a una naturaleza mas dinamica, el metaboloma y los
cambios metabolémicos, representan una aproximacion mas cercana al
fenotipo del sistema bajo estudio que genes, transcriptores o proteinas

[69, 74, 75]. Mientras que la gendmica y la protedmica nos indican lo
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que podria haber pasado, la metaboldmica nos indica lo que realmente
ha pasado y por lo tanto es la ciencia que mejor puede caracterizar los
fenotipos de los seres vivos. En la composicién del metaboloma
intervienen no solamente la expresion de los genes sino también los
factores que rodean la vida de un ser como la alimentacion, el ejercicio,
el estrés, etc. Por lo tanto, la metabolomica es mas informativa del
estado funcional de las células que otras "émicas".

Dentro de las aproximaciones clasicas de la cascada de las “6micas”’,
cada paso mas hacia el fenotipo representa un enorme aumento en las
cifras de las entidades de interés: desde cerca de 20.000 genes a
100.000 transcripciones y 1.000.000 de proteinas. Sin embargo, el
nimero de metabolitos en los seres humanos se estima alrededor de
40.000 [142], siendo el numero de metabolitos principales, aquellos con
concentraciones mas elevadas y funciones mas relevantes, alrededor de
2.000 [143]. Por otra parte, si bien los genes, los transcriptores y las
proteinas son especie-especificos y, por lo tanto, tienen que ser
disefiados diferentes estudios para cada especie, la mayor parte de los
metabolitos son comunes a todas las especies, y sélo una parte del

metaboloma es especifica de una especie determinada [144].
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“Cascada de las Omicas”
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Figura 1.10. Representacion de la ' cascada de -6micas ", junto con las cifras de
la estimacion del nimero de componentes que pertenecen a cada uno de los
niveles. La metabolémica esta en la ultima etapa de la cascada amplificando e
integrando las sefales de los niveles anteriores de regulacién y, por tanto,
siendo la aproximacién mas cercana al fenotipo real.

1.6.1 Estructura basica de un estudio metabolémico

La estructura tipica de un estudio metabolémico se describe en la
Figura 1.11. La primera etapa consiste en establecer una hipotesis del
trabajo que se quiere realizar y definir los objetivos principales que se
quieren lograr con el estudio, es decir, responder a las cuestiones
biolégicas que se plantean. Estrechamente relacionado con ello se han
de definir las condiciones experimentales para lograr los objetivos
propuestos. Esta etapa incluye la seleccién del modelo experimental (in
vitro 6 in vivo), farmacos en estudio (compuestos asociados a un

mecanismo de toxicidad conocido), concentraciones adecuadas de
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tratamiento, plataforma analitica, etc. Ademas es necesario seleccionar
cuidadosamente el tipo de muestra a analizar, ya que por ejemplo en un
estudio celular, analizando la monocapa celular/medio de cultivo en
realidad estaremos comparando el endometaboloma/exometaboloma. Es
importante pues preparar un protocolo de procesamiento de las
muestras que sea adecuado. Un requisito es que las muestras sean
representativas y aporten informacion sobre el fendmeno que se quiere
estudiar. Ademas se debe poder llevar a cabo la extraccién de los
metabolitos evitando su degradacién o alteracién con el tiempo. Una vez
realizada esta etapa, las muestras deben ser analizadas por la plataforma
analitica mas apropiada que asegure la calidad de los resultados
generados. Finalmente, el uso de técnicas analiticas de andlisis de datos
permitird una correcta interpretacion y validacion de los resultados que
responderan a las preguntas planteadas en la primera etapa. Las
decisiones tomadas en cada una de las etapas del estudio metabolémico

son cruciales para obtener unos resultados de gran calidad [137].

Metabolomica: diagrama de flujo

Metodologia cientifica Bioanalisis |Quimiometria Bioguimica

Preguntas Disefo Procesamiento Interpretacion

biologicas experimental de datos de datos

Figura 1.11. Diagrama de flujo del esquema general del estudio metabolémico.
Figura adaptada de la referencia [137].
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1.6.2 Técnicas para el estudio del metaboloma

El metaboloma presenta una gran diversidad de componentes
(aminoacidos, carbohidratos, lipidos, acidos organicos...) con una
estructura quimica y propiedades muy diferentes (desde muy polares
hasta altamente hidrofébicos...). Por ello es imposible determinar el
metaboloma completo usando una plataforma analitica Unica, por lo que
se requiere el uso de combinaciones de técnicas complementarias (tanto
para la preparacion como para el analisis de muestras) para obtener una
cobertura mas amplia del metaboloma [141].

Las técnicas mas usadas en los estudios metabolémicos son la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la MS acoplada
a técnicas de separaciéon como la cromatografia [145]. Ambas técnicas,
RMN y MS, en sus diferentes configuraciones, son complementarias.

La espectroscopia 'H-RMN se basa en la deteccion de todas las sefiales
de protén presentes en una muestra dada. Sus principales ventajas son:
i) es una técnica que no destruye la muestra, por lo que puede ser usada
en analisis sucesivos; ii) requiere de una nula o baja preparaciéon de
muestra; iii) se puede usar con muestras soélidas; iv) es una técnica
cuantitativa; v) es posible llevar a cabo analisis estructural; y vi) tiene una
gran robustez lo que permite una facil comparacién de resultados entre
diversos laboratorios. Sin embargo, tiene como inconvenientes su baja
resolucién y sensibilidad, la dificultad para interpretar los espectros
obtenidos y la presencia de analitos que pueden ser deficientes en
protones o poseer protones que pueden ser intercambiados facilmente
con el disolvente [73,78].

En la MS los analitos presentes en la muestra son ionizados y
caracterizados por su relacion masa/carga (m/z). La deteccion de
analitos suele estar precedida por una técnica separativa para conseguir
separar lo mejor posible los componentes individuales presentes en una

matriz biolégica compleja. Las técnicas de separacibn mas comunes
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acopladas a MS son cromatografia de gases (GC), cromatografia liquida
(LC) y electroforesis capilar (CE). La GC se usa para separar metabolitos
volatiles (y no volatiles, después de un proceso de derivatizacion). La CE
separa compuestos polares ionizables basados en su relacion m/z. La LC
es la técnica de separacion mas popular usada en metabolémica vy
permite la separacién de metabolitos en funcién de su afinidad por la
fase estacionaria de la columna cromatografica seleccionada.

Las principales ventajas de la MS acoplada a una técnica de separacion
son: i) la alta sensibilidad, con 6rdenes de magnitud por debajo de la
RMN; ii) la alta resolucion y selectividad; iii) la posibilidad de llevar a
cabo andlisis de fragmentaciéon para confirmar la identidad de los
metabolitos detectado, asi como la identificacibn de compuestos
desconocidos; y iv) la informacion obtenida es mas facil de manejar que
en el caso de la espectroscopia RMN [69,73,78] (Tabla 1.2).

1.6.3 Aproximaciones metaboloémicas dirigidas y no dirigidas

En la actualidad se usan dos aproximaciones para las investigaciones
metabolomicas: i) el analisis no dirigido o untargeted, y ii) el andlisis
dirigido o targeted. Aunque el andlisis dirigido no puede considerarse
como una verdadera “O6mica’, porque basicamente consiste en un
anadlisis sesgado que esta dirigido por un conocimiento previo del
sistema bajo estudio, este analisis puede considerarse como una parte
importante del analisis metabolomico no dirigido. Un estudio
metabolémico al uso utiliza ambas plataformas. En primer lugar se lleva
a cabo el andlisis no dirigido, que mediante un analisis de datos
multivariante, proporciona una serie de metabolitos candidatos. A
continuacién, estos metabolitos son indentificados y considerados como
biomarcadores potenciales. Posteriormente, una vez se han descubierto

los biomarcadores mas potenciales mediante el analisis metabolémico
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no dirigido, estos son validados y confirmados mediante un analisis

cuantitativo dirigido (Figura 1.12).

Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de la espectrometria de masas (MS) y la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).

Plataforma | Ventajas Desventajas
-Cuantitativa -Baja sensibilidad (rango uM)
-No destruye la muestra -Baja resolucién
-Alto rendimiento -Procesado de datos
complicado
RMN
-Requiere minima preparacion de la -Requiere gran cantidad/volumen de
muestra muestra
-Robusto (alta reproducibilidad) -Limitado a compuestos protonados
-Compatible con liquidos y sélidos
-Alta versatilidad, potencial para -Destruye la muestra
cubrir gran parte del metaboloma
-Se puede acoplar a técnimas previas | -Limitada reproducibilidad
de separacion (GC, LC...)
-Alta sensibilidad (en especial en el -Normalmente requiere preparacion
caso LC-MS, rango nM-pM) de muestra extensa
MS

-Alta resolucion y selectividad

-Posibilidad de andlisis
metabdlico dirigido y no dirigido

-Normalmente requiere poca
cantidad/volumen de muestra

-Largos tiempos de andlisis si va
precedida de alguna técnica de
separacion

-Cuantificacién dependiente de curvas
de calibrado, patrones internos y
compuestos de referencia
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Figura 1.12. Esquema de la estrategia propuesta para el perfilado metabolico
global. Se basa en la combinacién de dos analisis metabolémicos, no dirigido y
dirigido, teniendo como punto de partida el diagrama de flujo descrito en la
Figura 1.11. El andlisis no dirigido proporciona biomarcadores candidatos que
pueden ser validados mediante el andlisis cuantitativo dirigido. Figura adaptada
de la referencia [137].

Andlisis metabolomico no dirigido

El objetivo del analisis metabolémico no dirigido es detectar el mayor
nimero posible de metabolitos en una muestra biolégica concreta. Se
centra en el analisis global del metaboloma con el fin de asociar
patrones especificos de metabolitos a una condicién o tratamiento dado

[137,141]. Como se ha mencionado anteriormente, debido a la variedad
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de compuestos que se pueden encontrar en el metaboloma, resulta
imposible el andlisis simultdneo de todos los metabolitos existentes en
una muestra mediante una Unica técnica analitica. Es por ello que
siempre que sea posible se aconseja el uso de distintas aproximaciones
analiticas para aumentar la cobertura metabolémica. Por ejemplo, en la
LC-MS se puede mejorar la cobertura mediante la combinacién de
diferentes estrategias de separacién que cubran un amplio rango de
compuestos de diferente relacion m/z [137].

Las separaciones tradicionales de LC se han llevado a cabo usando
cromatografia de fase reversa (RP) [146-148]. Las columnas de RP,
normalmente con relleno de silice con enlaces-C18, son capaces de
retener y separar los metabolitos de baja y media polaridad y son una
buena opcién como punto de partida en los estudios metabolémicos. Sin
embargo, los compuestos de elevada polaridad son minimamente
retenidos por este tipo de columnas. Es por ello que los recientes
avances en tecnologia de columnas, por ejemplo en la cromatografia de
interaccion hidrofilica (HILIC) [149], permiten la deteccion de analitos
polares/idnicos que eran retenidos de manera insuficiente, o incluso no
retenidos, mediante el uso de las columnas RP [150-152].

Las fases estacionarias usadas en cromatografia HILIC incluyen grupos
amina, amida o silanoles libres. La retencion del metabolito es una
combinacion de una particién liquido-liquido, adsorcién, interacciones
idnicas y retenciones hidrofébicas, que depende en gran medida de la
naturaleza del analito y de la composicion de la fase movil [150]. El uso
de cromatografia HILIC acoplada a MS puede ofrecer una mayor
sensibilidad que las fases convencionales RP porque aumenta la
eficiencia de ionizacién como resultado del uso de una fase moévil que
contiene una alta proporcion de disolventes organicos. Otra técnica de
separacion complementaria a la LC es la GC. Este tipo de cromatografia
proporciona una alta resolucién y sensibilidad debido al uso de

columnas capilares mucho mas largas (varios metros). Se usa para
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muestras complejas donde existen analitos de bajo peso atdémico,
térmicamente estables y cuya volatilidad es media/alta, pudiendo incluso
realizar una etapa previa de derivatizacién para favorecer el andlisis de
los compuestos poco volatiles [153,154]. La combinacion de ambas
técnicas de separaciéon, LC y GC, puede ofrecer por tanto una mejora en
la cobertura metabolémica.

Con respecto a la deteccion por MS, el analisis metabolémico no
dirigido requiere de instrumentos que dispongan de modos de barridos
completos ‘full scan’ y medidas de masa exacta. El espectrémetro de
masas de cuadrupolo de tiempo de vuelo (QTOF) cumple con estos
requerimientos y combina la estabilidad de un cuadrupolo con la alta
eficiencia, sensibilidad y precision (< 5ppm) de un TOF. Ademas ofrece
fragmentacién de masas para la identificacion de metabolitos
desconocidos. Debido a estas capacidades, el espectrémetro QTOF se ha
convertido en el instrumento preferido para las aproximaciones de
analisis metabodlico no dirigido, aunque otros instrumentos como el
Orbitrap o el Ciclotron de Resonancia l6nica por Transformada de Fourier

también ofrecen posibilidades de alta resolucién [137].

Andlisis metaboldmico dirigido

El objetivo del analisis metabolémico dirigido es la determinacion
cuantitativa de un grupo o clase de metabolitos seleccionados
previamente. Los recientes avances en los instrumentos de MS mediante
el desarrollo de la cromatografia liquida de alta resolucion (UPLC) han
permitido la cuantificacion simultanea de decenas o incluso cientos de
metabolitos separados previamente mediante una técnica cromatografica
[137,141]. La utilidad de este tipo de analisis reside en mapear
metabolitos que tengan algun interés en concreto, en lugar del
metaboloma completo. Esta aproximacién es especialmente Gtil cuando

la investigacion recae sobre una ruta metabdlica concreta o una clase de
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compuestos en particular o para validar biomarcadores descubiertos
previamente mediante la aproximacién no dirigida (Figura 1.11).

El analisis metabolémico dirigido requiere pues de una identificacién
sin ambigliedades y de una cuantificacion de los metabolitos de interés.
Con respecto a la LC, la separacion cromatografica es optimizada de
acuerdo a las propiedades quimicas del grupo de metabolitos de interés.
Los espectrémetros de TQ trabajando mayoritariamente en modo de
monitorizacion de reaccion multiple (MRM) son los equipos mas
comunes para llevar a cabo este tipo de aproximaciones. Los
espectrémetros TQ tienen una menor resoluciéon de masa que los QTOF,
sin embargo tienen mejor sensibilidad, especificad, robustez y un rango
dinamico mas amplio. En los TQ operando en MRM, el primer cuadrupolo
selecciona el ién padre que es fragmentado en el segundo cuadrupolo
(celda de colision) para dar unos fragmentos especificos (iones hijos) que
son seleccionados en el tercer cuadrupolo antes de llegar al detector. Es
por ello que en el andlisis dirigido mediante UPLC-TQ la alta selectividad,
que favorece una alta sensibilidad, es proporcionada por un triple filtro:
1) el tiempo de retencién (RT) en el UPLC; 2) formula molecular/masa,
determinada por el primer cuadrupolo; y 3) estructura, determinada por
el proceso de fragmentacién y la seleccién de los iones hijos en el tercer
cuadrupolo [137,155].

1.6.4 Analisis de datos en metabolomica

El analisis no dirigido mediante las plataformas LC-MS y GC-MS genera
una increible cantidad de datos que se ordenan en forma de matriz de
datos en que cada valor (feature) esta compuesto por una triada (tiempo
de retencion (RT), m/z e intensidad de la sefial). La finalidad del andlisis
de los datos en metabolomica es transformar esta gran cantidad de
datos crudos, proporcionados por la plataforma analitica, en datos que
puedan ser usados de forma mas sencilla y que proporcionen una

informacién util a nivel biologico [137,156]. Después de varias etapas de
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pre-procesamiento de los datos, se obtiene una matriz bidimensional,
normalmente RT-m/z vs intensidad de sefal. En estas etapas de pre-
procesamiento lo normal es que los datos de todas las muestras hayan
sido alineados (para evitar un posible procesado de sefial inadecuado),
normalizados, centrados a la media y escalados a varianza unitaria. Una
vez realizado este proceso, quedan listos para que se puedan aplicar
técnicas de analisis univariante y multivariante de los datos (MVDA)
[137].

Los métodos univariantes analizan una sola variable e incluyen tests
para comparar diferentes conjuntos de muestras, como por ejemplo el
test t (0 su analogo no paramétrico test de Mann.Whitney) para dos
grupos de datos problema, o ANOVA (andlisis de la varianza) para mas
de dos clases de datos problema. Los métodos multivariantes analizan
todas las variables disponibles al mismo tiempo con el objetivo de
dilucidar la relacién existente entre ellas [156]. El esquema de trabajo
tipico para MVDA incluye dos aproximaciones estadisticas que constan

tanto de métodos no supervisados como de métodos supervisados.

Andlisis de datos multivariante no supervisado

Los métodos multivariantes no supervisados son aquellos en los que el
algoritmo de trabajo no tiene conocimiento previo sobre el tipo de
muestras de estudio (por ejemplo la clase o la categoria a la que
pertenece cada muestra). Son usados normalmente para visualizar la
relacion natural entre las diferentes muestras pudiendo revelar grupos,
tendencias o muestras andémalas que tengan un comportamiento
diferente del resto (outliers) [157]. Dos de las herramientas mas
comunes para el andlisis de datos multivariante no supervisado en
metabolémica son el analisis de conglomerados jerarquico (HCA) o
Heatmap vy el anadlisis de componentes principales (PCA).
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En el HCA, los datos multidimensionales son reducidos a una matriz
de correlacion/distancia. Por tanto, las muestras son agrupadas
conjuntamente en un simple dendograma donde las distancias entre las
muestras reflejan las similitudes y diferencias entre sus patrones
metabdlicos [158] (Figura 1.13). En el desarrollo de los modelos HCA se
pueden usar diferentes medidas de distancia (Euclidia, Pearson,
Spearman...) y diferentes algoritmos de agrupacién (unién media, union

simple, unién completa, unién centroide...) [159].
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Figura 1.13. Ejemplo de modelo HCA obtenido para un conjunto de muestras
pertenecientes a dos clases distintas (control y NASH).

El PCA es un modelo estadistico que reduce un gran numero de
variables (normalmente correlacionadas) en un pequefio nimero de
variables sin correlacionar (ortogonales entre si), que reciben el nombre
de componentes principales (CP) [145,157]. En general dispondremos de
un nimero de muestras no muy elevado, y en cada una de ellas medimos
cientos de variables, de tal manera que para poder representar
tendencias necesitaremos aproximaciones capaces de reducir su
multidimensionalidad. EI PCA genera unas nuevas variables (CP o
variables latentes) que resumen las direcciones de maxima varianza de

los datos. En general, con 3 o0 4 dimensiones seremos capaces de captar
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casi toda la varianza de las muestras. Esta transformaciéon se define de
tal manera que el primer CP define el valor mas alto posible de varianza,
es decir, explica al maximo la variabilidad de los datos y cada CP
siguiente (segundo, tercero...) a su vez posee el maximo de varianza
posible siendo ortogonal (no correlacionado) con los CP anteriores.

Los resultados de un PCA normalmente se resumen con dos términos:
puntuaciones (scores), que indican la relacién entre muestras, y pesos
(loadings), que indican las relaciones entre variables. Los diagramas de
scores de un analisis PCA permiten observar como se agrupan las
muestras en funcién de la similitud o diferencia de su espectro y por
ende de su metaboloma. Los puntos de las muestras que estan mas
agrupados tienen una mayor similitud en sus patrones metabolémicos, y
por lo tanto una composicién bioquimica mas similar [145,157]. Los
diagramas de loadings, indican cuales son las variables responsables de

tal separacion (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Ejemplo de diagrama de puntuaciones y pesos obtenido al realizar
un PCA a un conjunto de muestras pertenecientes a tres clases distintas (control,
HPy LP).
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Andlisis de datos multivariante supervisado

Si el objetivo del andlisis de los datos es la clasificacién o regresién se
tienen que crear modelos predictivos que estén supervisados. En
metabolomica se han usado multitud de herramientas con este
proposito: modelo de random forest, redes neuronales artificiales,
analisis discriminante, modelado suave independiente por analogia de
clases (SIMCA, soft independent modeling of class analogy)...; sin
embargo, el analisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-
DA, partial least squares-discriminant analysis) y el analisis
discriminante por proyeccion ortogonal en las estructuras latentes (OPLS-
DA, orthogonal projection to latent structures-discriminant analysis) son
las mas comunes [157,160,161]. El PLS-DA es un modelo basado en PLS
donde la variable dependiente (bloque Y) representa la pertenencia a una
clase [162,163]. El OPLS-DA es una variante del método PLS donde la
variacién en X (en metabolémica corresponde a la intensidad de las
caracteristicas detectadas) se divide en dos partes, una que esta
relacionada linealmente con Y, y otra que no esta relacionada (es
ortogonal) a Y [157,164]. El PLS-DA y OPLS-DA son métodos basados en
proyecciones, como el PCA, sin embargo se prefieren porque la
reduccion de dimensiones que ofrece PLS esta guiada de forma explicita
por la variabilidad ofrecida entre grupos, mientras que el PCA sélo es
capaz de identificar las direcciones de variabilidad brutas y no esta
disefiado para distinguir entre variabilidad inter e intra grupos
[69,95,97] (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Ejemplo de diagrama de puntuaciones obtenido al realizar un PLS-
DA a un conjunto de muestras pertenecientes a dos clases distintas (control y
NASH).

Un problema comuin en el PLS-DA es la predisposicién de los datos a
estar sobreajustados (overfitting). Esto ocurre cuando el algoritmo
parece encontrar una buena separacion pero lo hace mediante el uso de
ruido aleatorio en lugar de sefiales reales [156,165]. Este problema se
resuelve mediante el uso de la doble validaciéon cruzada (2CV) [166] en
combinaciéon con pruebas de permutacion [167,168].

En 2CV los datos son subdivididos en dos grupos diferentes de
muestras (el tamafio depende de los tiempos en los que se realiza la
validacién), uno es usado para el desarrollo del modelo y el otro se
reserva para su validacion. Dentro del primer subgrupo se realiza una
nueva subdivision en dos subconjuntos diferentes (el procedimiento
habitual en esta etapa es desarrollar el modelo con todas las muestras
excepto una, que es usada para la validacién del mismo) con el objetivo

de optimizar los parametros del modelo, tales como el nimero de
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variables latentes (LVs) empleadas para desarrollar el modelo [166]. Las
muestras incluidas en cada uno de los grupos son intercambiadas hasta
que todas las muestras han sido incluidas en cada uno de ellos. El
modelo desarrollado es pues una media de todos los generados durante
el proceso de validacién cruzada (CV).

Un test de permutacion consiste en asignar aleatoriamente las
etiquetas de las distintas clases y llevar a cabo un PLS-DA con el nuevo
conjunto de datos re-etiquetado. El proceso se repite cientos o miles de
veces y los resultados se representan en un histograma para su
evaluacion visual. Del resultado del histograma es posible determinar si
la asignacion de clases original es significativamente diferente de la
asignacion de clases realizada durante la permutacién [167] (Figura
1.16).
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Figura 1.16. Ejemplo de test de permutacion.
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1.6.5 Estado de la metabolémica en el estudio de la esteatosis

Recientemente, la metabolémica ha surgido como una estrategia
prometedora para realizar investigaciones en diversas areas relacionadas
con la salud humana como por ejemplo la farmacologia, toxicologia u
oncologia. Los metabolitos son productos finales de la funcién de genes
y proteinas, por lo que los perfiles metabolémicos son como "huellas
dactilares" que reflejan el estado fisiologico en el que se encuentra un
sistema biolégico, ya sea célula, tejido u organismo [132].

Estudios recientes han destacado la utilidad de la metabolémica para
el estudio de la hepatotoxicidad y sus efectos, analizando fluidos
biolégicos como orina o suero usando roedores como modelos in vivo
[86,138,169-172]. Sin embargo, su aplicacién al estudio de
enfermedades hepaticas de origen metabodlico es mas limitada [173-
176]. En concreto, los estudios metabolémicos dirigidos al estudio de la
esteatosis hepatica humana se han abordado fundamentalmente desde
una perspectiva diagnostica, prestando poca atencién a los perfiles
metabolomicos relacionados con el desarrollo de la enfermedad [177-
180]. Algunos estudios han utilizado la metabolomica para el analisis de
biomarcadores de EHGNA en diferentes especies y matrices, tales como
plasma/suero [181-185] o tejido hepatico [177,186,187] de raton o de
rata. A pesar de que en pacientes se han realizado estudios
metabolomicos para dilucidar parte del perfil metabdélico de la
enfermedad en tejido hepatico humano [188-190], suero [182], plasma
[178], incluso estudios lipidémicos en tejido hepatico y plasma humano
en busca de metabolitos discriminantes entre diferentes estadios de la
EHGNA [191]; el uso potencial de la metabolémica a la hora de ayudar a
entender el desarrollo de enfermedades hepaticas, como la esteatosis y
su posterior evolucion a patologias mas severas, no ha sido
suficientemente explorado.

Los estudios metabolémicos sobre células en cultivo se han aplicado a

diferentes tipos de células incluyendo fibroblastos humanos [192,193],
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células madre humanas pluripotentes inducidas [194], células CHO (del
inglés Chinese Hamster Ovary) [195,196], hepatocitos humanos [197],
células tumorales [198,199], células INS-1 [200,201], células HepaRG
[202] y células HepG2 [202]. Si bien su desarrollo es relativamente
reciente, se trata de campo de investigacién muy activo en el que
muchos grupos han puesto sus esfuerzos para optimizar las condiciones
de procesamiento de muestras mas adecuadas en funcién del tipo de
células y las aplicaciones metabdlicas [137,203,204]. Sin embargo, hasta
el momento, no se ha descrito la aplicacibn de estrategias
metabolomicas sobre células de cultivo para el estudio de la esteatosis

hepatica.

1.7. Hipotesis del trabajo y objetivos

Basados en evidencias previas pensamos que la metabolémica puede
ser una aproximacién experimental de gran utilidad para estudiar los
diferentes estadios de la EHGNA, con el objetivo de dilucidar las
alteraciones metabdlicas, bioquimicas y de la homeostasis celular que
son claves en el desarrollo de la esteatosis, asi como su potencial
progresion a patologias mas severas. Para ello proponemos la aplicacion
de estrategias metabolémicas que permitan identificar perfiles
metabolomicos especificos de la EHGNA inducida por diferentes
mecanismos y en base a ello proponer nuevos biomarcadores. En
particular pondremos especial interés en aquellos cambios que puedan
estar relacionados con la porgresién de la enfermedadhacia estadios mas
avanzados de la enfermedad. En definitiva, pretendemos ahondar en el
conocimiento de las bases moleculares asociadas a la EHGNA vy, en
ultima instancia, desarrollar estrategias para su diagnéstico vy
seguimiento basadas en los perfiles metabolémicos sanguineos y que

puedan ser aplicadas en la rutina clinica.
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En base a esto, proponemos los siguientes objetivos:

1. Desarrollo de estrategias para el andlisis del metaboloma
de distintos tipos de muestras, tanto por LC-MS como por
GC-MS, incluyendo la puesta a punto del procesamiento de
muestras y analisis, el procesamiento de los datos
generados y la wvalidacién de los biomarcadores

propuestos.

2. ldentificacion de biomarcadores y patrones metabolicos
asociados a esteatosis inducida con farmacos, usando

modelos celulares de hepatocitos, HepG2 y HepaRG.

3. Exploracién de biomarcadores de esteatosis en modelos in

vivo de rata.

4. Identificacion de perfiles metabolomicos de la enfermedad
del higado graso no alcohdlico y de los cambios
relacionados con su evolucién en muestras de humanos.
Busqueda de nuevos biomarcadores que ayuden al
diagnostico y seguimiento de los distintos estadios de la
EHGNA.

5. Desarrollo y validacién de métodos para el analisis dirigido
de biomarcadores relacionados con alteraciones
metabolicas de la enfermedad del higado graso no

alcoholico.

85



86



2. Metodologia

87



88



Metodologia

2.1 Procedimiento general, equipamiento y reactivos

Todos los disolventes para LC y GC, tales como agua, metanol,
acetonitrilo, piridina e isopropanol, fueron grado LC/GC-MS y adquiridos
en Fisher Scientific (Loughborough, U.K.). Todos los aditivos, tales como
acido féormico o acetato amonico, los reactivos derivatizantes, tales como
N-etilmaleimida (NEM), 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), metoxiamina, N-
metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA) vy trimetilclorosilano
(TMCS), vy los compuestos patron fueron adquiridos en Sigma-Aldrich
(Madrid, Espania).

La cuantificacion de proteinas se llevd a cabo usando un método
adaptado de Lowry para placa de 96 pocillos ([205,206]).

Las homogeneizaciones de tejido se llevaron a cabo usando un sistema
Precellys 24 dual equipado con un refrigerador Cryolys (Precellys, Saint
Quetin en Yvelines, France) para mantener las muestras a una
temperatura controlada durante el proceso de homogeneizacién (Figura
2.1.A).

La evaporacion de las muestras se llevé a cabo usando un concentrador
SpeedVac equipado con una trampa de vapor refrigerada (Thermo Fisher
Scientific, Watham, EEUU) (Figura 2.1.B).

La incubacién de las muestras en caliente se llevé a cabo usando un

Thermomixer de la casa Eppendorf (Hamburgo, Alemania) (Figura 2.1.C).

Figura 2.1. A) Precellys 24 Dual equipado con un refrigerador Cryolys. B) Savant
SpeedVac conectado a una bomba de vacio y a una trampa de vapor refrigerada.
C) Thermomixer
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2.2 Instrumentacion basada en MS usada en el analisis

metabolomico

Todos los anadlisis metabolémicos se llevaron a cabo usando
plataformas analiticas LC-MS o GC-MS, dependiendo de la naturaleza de
los analitos que se quisieran determinar en cada ensayo.

Las separaciones LC se llevaron a cabo usando un sistema
cromatografico Waters Acquity UPLC (Waters, UK), el cual se acoplé a dos
espectrometros de masas diferentes: un espectrometro de masas Waters
Synapt HDMS QToF (Waters, Reino Unido) para analisis metabolémico no
dirigido, y un espectrometro de masas Waters Xevo TQ-S (Waters, Reino

Unido) para analisis metabolémico dirigido (Figura 2.2).

A

Figura 2.2. Plataforma metabolémica LC-MS usada. A) Equipo usado para
estudios metaboldmicos no dirigidos: Sistema UPLC Waters Acquity acoplado a
un espectrometro de masas Waters Synapt HDMS QToF. B) Equipo usado para
estudios metabolémicos dirigidos: Sistema UPLS Waters Aquity acoplado a un
espectrémetro de masas Waters Xevo TQ-S.

Las separaciones GC se realizaron con un sistema cromatografico GC
Agilent 7890A (Agilent, EEUU) acoplado a un espectrémetro de masas
QToF/MS Agilent 7200 (Agilent, EEUU) tanto para analisis metabolémico
no dirigido como dirigido (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Plataforma metabolémica GC-MS usada. Equipo para estudios
metabolémicos no dirigidos: Sistema cromatografico GC Agilent 7890 acoplado a
un espectrometro de masas QToF/MS Agilent 7200.

2.2.1 Sistema Waters Acquity UPLC

UPLC es una variante de la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) que utiliza columnas con un tamafo de particula inferior a 2 pm
(1.7 a 1.8 pum normalmente), que ofrece mejores separaciones
significativas que las columnas tradicionales (3-5 micras) y permite un
analisis mucho mas rdpido. Esta técnica permite la combinaciéon de
columnas con particulas pequenas y el uso de caudales mas altos,
obteniendo asi una mayor velocidad de separaciéon y una resolucion y
sensibilidad superior [207]. Esto se logra gracias a la alta presion (hasta
15.000 psi) que se alcanza utilizando de forma combinada los sistemas
UPLC vy las columnas de tamafio de particula inferiores a 2 pym.

El sistema Waters Acquity UPLC empleado para el analisis esta
equipado con un médulo de disolvente binario que permite llevar a cabo
eluciones de gradiente con un maximo de dos eluyentes, un médulo de
automuestreador refrigerado que permite mantener las muestras a
temperaturas bajas para minimizar la degradacion de la muestra
mientras se espera a su analisis y un moédulo de columna termostatizado

que permite realizar las separaciones a una temperatura controlada.
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El sistema requiere dos disolventes de elucion para lograr una
separacion cromatografica adecuada de los componentes presentes en la
muestra | y que se seleccionan teniendo en cuenta la quimica de la
columna cromatografica empleada. Ademas, se utilizan dos disolventes
de lavado que permiten la limpieza del sistema de inyeccidon entre los
ciclos de inyeccion: el disolvente débil de lavado de la aguja (weak
needle wash, WNW) y el disolvente fuerte de lavado de la aguja (strong
needle wash,SNW). El disolvente WNW ha de ser lo mas parecido posible
a las condiciones iniciales de la separacién cromatografica. El SNW tiene
como funcion limpiar la jeringa con el fin de evitar la contaminacion
entre muestras.

La informacion sobre la temperatura de la columna, el caudal, la
elucién, la composicion de los disolventes de lavado y el gradiente se

detalla en cada uno de los métodos analiticos utilizados.

2.2.2 Espectrometro de masas Waters Synapt HDMS QToF

Los estudios metabolémicos no dirigidos que usaban la cromatografia
liguida como técnica de separacion, se llevaron a cabo usando un
espectrémetro de masas Waters Synapt HDMS QToF. Este instrumento
permite el analisis en un amplio rango de masas (50-1200 Da) con una
alta resolucion (> 5000 anchura de pico total a media altura “‘full width
at half mdximum (FWHM)’ (ver Formula 2.1) asi como una alta precision

de masa (< 5 ppm) (ver Formula 2.2).

Masa medida del ion

R i0 FWHM) =
esolucién de masa (FWHM) Anchura del pico a media altura

Formula 2.1. Expresion para calcular la resolucion de masa usando la
aproximacion de anchura de pico total a media altura (FWHM).
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(Masa medida del iébn - Masa exacta del i6n)
Masa exacta del i6n

Error de masa (ppm) = 10% x

Formula 2.2. Expresion empleada para calcular el error de masa en partes por
millén (ppm).

Este espectrémetro de masas esta equipado con una fuente de
ionizacién por electrospray (ESI) y es capaz de funcionar en dos modos
de ionizacion, positivo y negativo. Por otra parte, la adquisicién de
masas se puede hacer tanto en modo MS como en MS/MS
simultaneamente, permitiendo de este modo Illevar a cabo la
fragmentacion de iones para confirmar las identidades de los
biomarcadores putativos. El software usado para la gestién de datos fue
Masslynx v4.1 (Waters, Reino Unido).

Para asegurar que las medidas de las masas son correctas, el software
requiere de una calibracion del eje de masas para que los valores de m/z
de los picos de la muestra puedan ser determinados con precisién. Es
por ello que se realizan dos procedimientos distintos de calibracion, uno
antes y otro durante el andlisis de la muestra, es decir, una calibracién
fuera de linea (off line) y otra calibracién en linea (on line). El objetivo de
la calibracion off line es fijar la relacion entre la m/z y el tiempo de vuelo
de los iones en el interior del tubo TOF, mientras que la calibracién on
line realiza una correccion a tiempo real de este ajuste. La calibracion off
line se realiza utilizando un conjunto de picos de referencia conocidos
(es decir, a través de la infusién de una solucién que contiene 10% de
acido férmico/NaOH 0,1 M/acetonitrilo (1:1:8)) para que el software
determine las diferencias entre la masa real de los picos de referencia y
la mediciébn observada de ellos a lo largo del eje de masas. Puede
entonces generarse una curva de calibracion para la determinacion
precisa de masas incluidas en el rango de masas de calibracion. Por otra

parte, la calibracion on line se basa en la medicién de una masa de
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referencia individual (leucina encefalina, m/z 556.2771 o 554.2615, en
ESI positivo (+) y ESI negativo (-), respectivamente, preparado a 50 pg /
mL en acetonitrilo / agua (1: 1) mas 0,1% de acido formico) que se
adquiere durante la adquisicién de la muestra gracias a una fuente de
iones de electrospray dual que permite la introduccién de compuestos
de analito y de referencia directamente en la fuente de iones. La masa de
referencia (también llamada masa de bloqueo) realiza una correccion en
tiempo real de la curva de calibracién que permite lograr una alta

precisién en la determinacién de la masa (<5 ppm).

2.2.3 Espectrometro de masas Waters Xevo TQ-S

El andlisis metabolémico dirigido se realiz6 utilizando un
espectrometro de masas tipo triple cuadrupolo (TQ), Waters Xevo TQ-S,
equipado con una sonda ESI que permite la adquisicién simultanea en los
modos de ionizacion positivo y negativo. El software usado para la
gestion de datos fue Masslynx v4.1 (Waters, Reino Unido). Los
espectrémetros de masas TQ estan disefiados para el andlisis especifico,
ya que permiten el analisis sensible, selectivo y cuantitativo de un grupo
conocido de metabolitos. El modo de funcionamiento mas comun de un
espectrometro de masas TQ es MRM. Cuando un TQ opera en el modo
MRM, el primer cuadrupolo selecciona un ién padre que es fragmentado
en la celda de colision para dar fragmentos especificos (iones hijo) que
se seleccionan en el segundo cuadrupolo antes de llegar al detector. El
software QuanOptimizer (Waters, Reino Unido) fue empleado para
optimizar transiciones (seleccién de iones padre e hijo), voltajes de cono

y energias de colisiéon para cada uno de los metabolitos especificos.
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2.2.4 Sistema Agilent GC 7890A

El sistema Agilent GC 7890A empleado esta equipado con un sistema
de gestion de gases (Helio y Nitrogeno), un sistema de gestién de
muestras (automuestreador) y un horno para columnas de alta
temperatura. Para asegurar el correcto funcionamiento de la jeringa de
inyeccibn y evitar obturaciones, asi como evitar posibles
contaminaciones de las muestras analizadas, es necesario incorporar dos
viales de limpieza que permitan la eliminacién de residuos entre muestra
y muestra.

La informacién sobre el gradiente del horno, el caudal del gas
portador, el modo de inyeccién (split o splitless), etc, debe ser detallada

para cada uno de los métodos analiticos utilizados.

2.2.5 Espectrometro de masas Agilent QToF/MS 7200

Los estudios metabolémicos no dirigidos que usaban la cromatografia
de gases como técnica de separacion, se llevaron a cabo usando un
espectrémetro de masas Agilent QToF/MS 7200. Este instrumento
permite el analisis en un amplio rango de masas (50-1700 Da) con una
alta resoluciéon (> 12500 FWHM) y una alta precisién de masa (< 5 ppm).

Esta equipado con una fuente de ionizaciéon de impacto electronico (El)
y trabaja en modo de ionizacién positivo. Por otra parte, la adquisicién
de masas se puede hacer tanto en modo MS como en MS/MS,
permitiendo de este modo llevar a cabo la fragmentacion de masas y
obtener espectros de alta resolucion de estos iones producto
aumentando la selectividad y minimizando las interferencias de la
matriz. El software usado para la gestién de datos fue Mass Hunter v7.0
(Agilent, EEUU) y las librerias usadas para la identificacion de
compuestos fueron la libreria NIST (libreria de referencia en

cromatografia de gases con mdas de 200.000 compuestos de todo tipo) y
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la libreria FIEHN (libreria especifica de metabolémica con mas de 800
compuestos).

Para asegurar que las medidas de las masas son correctas, el software
requiere de una calibracién del eje de masas para que los valores de m/z
de los picos de la muestra puedan ser determinados con precisién. Es
por ello que se llevan a cabo dos procedimientos de calibracién, uno
antes y otro durante el analisis de la muestra. La calibracion previa al
analisis de las muestras se realiza utilizando un conjunto de picos de
referencia incluidos en la ampolla de calibracién del equipo, para que el
software determine las diferencias entre la masa real de los picos de
referencia y la medicion observada de ellos a lo largo del eje de masas.
Durante el anadlisis de las muestras se realiza la misma calibracién entre
muestra y muestra de forma automatica, para una correcciéon en tiempo
real que permite lograr una alta precisiéon en la determinacién de la

masa.

2.3 Condiciones analiticas para el analisis no dirigido LC-
MS

En todos los casos, las temperaturas de la columna y del
automuestreador fueron fijadas en 40°C y 4°C, respectivamente. El
volumen de muestra de inyeccién fue 5 pL y el flujo de 0.4 mL/min. Las
condiciones del ESI fueron las siguientes: el capilar fue fijado a 3.2 kV y
2.8 kV en modo positivo y negativo, respectivamente; el voltaje del cono
fue fijado a 40 V; las temperaturas de desolvatacién y la fuente fueron
380°C y 120°C, respectivamente; el flujo del cono y los gases de
nebulizacion fueron 50 L/h y 800 L/h, respectivamente. Se usaron los
mismos parametros para el analisis simultaneo MS y MS/MS, con una

rampa de energia de colisién de 5 a 60 eV en el canal MS/MS.
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2.3.1 Analisis no dirigido Genérico-RP

Las condiciones LC-MS para el andlisis no dirigido genérico-RP fueron
adaptadas de la referencia [208].

La separacién UPLC se llevé a cabo usando una columna Acquity UPLC
HSST3 (1.7 pm, 2.1 x 100 mm; Waters). Los eluyentes y disoluciones de
lavado fueron: i) Solvente A: agua con 0.1% de acido féormico; ii) Solvente
B: acetonitrilo con 0.1% de acido férmico; iii) WNW y lavado de jeringa:
agua/acetonitrilo (90:10, v/v); y iv) SNW: acetonitrilo.

Se utilizé un gradiente de elucion de 26 min de la siguiente forma:
durante los 2 primeros min, la composicion de eluyentes fue de 99.9% A
y 0.1% B, los cuales cambiaban de forma lineal hasta 75% Ay 25% B en 4
min; después la proporciéon de B aumentaba hasta 80% en los siguientes
4 min, seguido de un aumento hasta 90% B alcanzado al min 12 y un
100% B en el min 17, manteniéndolo de esta forma durante 5.5 min.
Finalmente, se alcanzaban las condiciones iniciales y se mantenian
durante 2 min para el acondicionamiento de la columna.

La deteccion de masas se llevé a cabo en modo scan MS en el intervalo
de 50 a 1000 Da con un tiempo de scan de 0.1 s.

2.3.2 Analisis no dirigido Lipidomico-RP

Las condiciones LC-MS para el analisis no dirigido lipidémico-RP fueron
adaptadas de la referencia [209].

La separacién UPLC se llevo a cabo usando una columna Acquity UPLC
BEH C18 (1.7 pm, 2.1 x 100 mm; Waters). Los eluyentes y disoluciones
de lavado fueron:

i) Solvente A: agua con 0.1% de acido férmico y 1% acetato aménico 1M;
ii) Solvente B: acetonitrilo/isopropanol (5:2) con 0.1% de acido féormico y
1% acetato amoénico 1M; iii) WNW y lavado de jeringa: agua/acetonitrilo
(90:10, v/v); y iv) SNW: acetonitrilo/isopropanol (5:2).
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Se realizaron dos separaciones cromatograficas para los diferentes
modos de ionizacién, ESI (+) y ESI (-). Para ESI (+) se utilizé un gradiente
de 18 min de la siguiente forma: la composicion inicial de eluyentes fue
de 65% Ay 35% B, los cuales cambiaban de forma lineal hasta 20% Ay
80% B en 2 min; después la proporcién de B aumentaba hasta 100% al
min 9, manteniéndolo de esta forma durante 7 min. Finalmente, se
alcanzaban las condiciones iniciales y se mantenian durante 2 min para
el acondicionamiento de la columna. Para ESI (-) se utilizé6 un gradiente
de 18 min de la siguiente forma: la composicién inicial de eluyentes fue
de 85% Ay 15% B, los cuales cambiaban de forma lineal hasta 35% Ay
65% B en 2 min; después la proporcion de B aumentaba hasta 100% al
min 11, manteniéndolo de esta forma durante 5 min. Finalmente, se
alcanzaban las condiciones iniciales y se mantenian durante 2 min para
el acondicionamiento de la columna.

La deteccion de masas se llevé a cabo en modo scan MS en el intervalo
de 200 a 1200 Da en ESI (+) y en el intervalo de 100 a 1200 Da en ESI (-)

con un tiempo de scan de 0.1 s.

2.3.3 Analisis no dirigido HILIC

Para la separacién UPLC se utiliz6 una columna Acquity UPLC BEH Amide
(1.7 pym, 2.1 x 100 mm; Waters). Los eluyentes y disoluciones de lavado
fueron:

i) Solvente A: acetonitrilo; ii) Solvente B: acetato aménico 20 mM a pH 3
en agua; iii) WNW y lavado de jeringa: agua/acetonitrilo (10:90, v/v); y iv)
SNW: agua/acetonitrilo (90:10, v/v).

Respecto al gradiente de elucién, se utilizé un gradiente de 18 min de la
siguiente forma: durante los 3 primeros min, la composiciéon de
eluyentes fue de 95% Ay 5% B, los cuales cambiaban de forma lineal
hasta 75% Ay 25% B en 6 min; después la proporcién de B aumentaba

hasta 65% en el min 13, manteniéndolo de esta forma durante 2 min.
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Finalmente, se alcanzaban las condiciones iniciales y se mantenian
durante 2.5 min para el acondicionamiento de la columna.

La deteccion de masas se llevdé a cabo en modo scan MS en el intervalo
de 50 a 1000 Da.

2.4 Condiciones analiticas para el analisis no dirigido GC-
MS

Las condiciones GC-MS para el andlisis no dirigido fueron adaptadas del
protocolo Fiehn de Agilent [210].

El volumen de muestra de inyeccion fue 1 pL en modo con division de
flujo (split) 10:1 a flujo constante. Los disolventes de limpieza de la
jeringa fueron metanol (A) y acetato de etilo (B). El valor de presion se
fijo usando el método de bloqueo de tiempo de retencién del metil
estearato, el cual se usaba como patréon interno (Pl). La energia de
ionizacion fue de 70 eV. Las temperaturas de la linea de transferencia,
de la fuente y del cuadrupolo fueron 290°C, 250°C y 150°C,
respectivamente.

La separacion cromatografica se llevo a cabo usando una columna
capilar HP DB-5MS+DG (30 m x 250 pm x 0.25 pym; Agilent). Como gas
portador se utilizé Helio y como gas de refrigeracion Nitrégeno. Se uso6
un gradiente de temperaturas del horno de 37.5 min: temperatura inicial
de 60°C y ascenso hasta 325°C a 10°C/min, manteniendo la temperatura
final durante 10 min. La deteccion de masas se llevo a cabo en modo
scan MS en el intervalo de 50 a 600 Da con una velocidad de adquisicién

de 10 espectros/segundo.
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2.5 Procesamiento de datos en crudo e identificacion de

metabolitos en el analisis metabolomico no dirigido

El objetivo principal en el tratamiento de los datos es organizar
correctamente la enorme cantidad de datos brutos generados por los
archivos de MS en una matriz que facilite la manipulacion posterior de
los datos para el analisis multivariante. Por lo tanto, los datos se
representan en una matriz 2D en la que cada fila representa una muestra
(objeto) y cada columna un ion detectado por MS (variable). Estas
variables se expresan por la combinacion de tres caracteristicas, dos que
definen la identidad del ion, m/z y RT, y otra que define la intensidad del

ion medido en cada una de las muestras [211].
2.5.1 LC-MS

Los datos brutos fueron adquiridos usando el software Masslynx v 4.1
(Waters, Reino Unido) y se convirtieron posteriormente pasando de
formato *.raw a formato *.cdf usando la herramienta Data Bridge del
software v4.1 Masslynx. El procesamiento de datos se realizé utilizando
el software gratuito v.2.9.1 MZmine [212]. Los siguientes pasos se
ejecutan de forma secuencial durante el tratamiento de los datos (Figura
2.4): i) recoleccion/deteccién de pico, se trata de la deteccion de todas
las sefales por encima de un determinado umbral, distinguiendo asi las
sefales verdaderas del ruido; ii) deconvolucion de las senales detectadas
a fin de integrar la masa y la informacion cromatografica, como
resultado se obtiene una la lista de picos (features) caracterizados por
RT, m/z e intensidad para cada muestra; iii) alineacion, con el fin de
poder comparar entre diferentes muestras, los features deben coincidir y
estar alineados a través de todas las muestras incluidas en el conjunto
de muestras; iv) llenado de huecos (gap filling), se trata de la

recopilacion de la informacion de intensidad de los picos que en un
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principio no se detectaron en todas las muestras; v) filtrado, consiste en
la eliminacion de esos features no informativos que no estan presentes
en un numero determinado de muestras, donde el filtrado inicial se fijo
para eliminar aquellas caracteristicas que no estan presentes en al
menos 20% de las muestras problema pertenecientes a una clase comin
o en el 50% de un determinado tipo de control de calidad (QC) de la
muestra, una vez que se han realizado los procedimientos de verificacion
de control de calidad, los filtros adicionales se aplican y esos features no
presentes en las muestras problemas o presentes en las muestras de los
blancos de control de calidad también se eliminan [189,213]; vi)
Normalizacién, diferentes enfoques de normalizaciéon han sido descritos
en la bibliografia [211,214], sin embargo decidimos normalizar los datos
con respecto al patron interno que se afiade a cada muestra durante los
procesos de homogenizacion y preparacion [189,213]. Como la
respuesta del Pl se ve afectada por factores tales como las pérdidas de
muestra durante la preparacién, volumen de inyeccién o la deteccién de
masas, tras la normalizacién esos factores se corrigen y se eliminan los
datos anémalos antes de las posteriores etapas de analisis. Ademas se
llevan a cabo procedimientos adicionales de normalizacién para algunos
tipos de muestras, como por ejemplo en las muestras de cultivos
celulares, donde se incluye la normalizacién de la sefial con respecto a la
cantidad total de la muestra biologica, representada por el contenido
total de proteina [137].

Por ultimo, la identificacion de metabolitos se realizO mediante la
consulta de la masa exacta de los features detectados dentro de un
cierto rango de masas (= 5 ppm) en las bases de datos en linea. Las
bases de datos empleadas para la identificacion de metabolitos fueron:
la base de datos del metaboloma humano (HMDB) [142], y la base de
datos Metlin [215]. La identidad de los metabolitos de interés fue
confirmada mediante la comparacién de los espectros MS/MS de los

features seleccionados con los de los metabolitos propuestos en las base
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de datos en linea HMDB [142], Metlin [215] y MassBank [216]. Las
identidades de los metabolitos seleccionados se ven ademas

confirmadas mediante el uso de patrones reales disponibles.
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Figura 2.4. Representacion esquematica de los pasos mas importantes llevados a
cabo durante el procesamiento de datos. Figura adaptada de la referencia [217].

2.5.2 GC-MS

Los datos brutos fueron adquiridos usando el software MassHunter
v6.0 (Agilent, EEUU). El software MassHunter Unknowns Analysis v.7.0
(Agilent, EEUU) se us6 durante el proceso de deconvolucién, seguido de
la identificacion de metabolitos mediante el uso de librerias de GC-MS
tales como la libreria NIST o Fiehn [210]. Posteriormente los archivos se
convirtieron en formato *.CEF mediante un scrip caracteristico

proporcionado por Agilent. Por ultimo el procesamiento de datos se
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realizé utilizando el software Mass Profiler Professional v.12.6 (Agilent,
EEUU). Los pasos seguidos durante el procesamiento de datos fueron
analogos a los explicados en la seccion 2.5.1 para las muestras
obtenidas en LC-MS.

2.6 Analisis de datos

Todo el analisis estadistico univariante y multivariante se llevé a cabo
mediante el software online y gratuito MetaboAnalyst 3.0. [159,218] y
los software Mass Profiler Professional (MPP) de Agilent y SIMCA [219].
Para el analisis de datos, toda la informaciéon para una muestra dada (es
decir, la informacién proporcionada por las diferentes condiciones de
anadlisis en el caso que las hubiese) se uni6 en una sola matriz. La
estrategia seguida para el andlisis de los datos se representa en la
Figura 2.5 [220]. Dicha estrategia se desarrolla en tres etapas diferentes.
I) la deteccion y eliminaciéon de valores anémalos o atipicos (outliers) se
realiza en base al examen de la distribucién de la intensidad de las
muestras y el analisis multivariado no supervisado, como el HCA o el
PCA. Il) Con el fin de descifrar patrones metabolémicos asociados con la
esteatosis, los datos se dividen en un grupo control frente a un grupo
tratado o con diagnoéstico de EHGNA vy las variables que muestran un
valor q <0,05 (basado en la prueba U de Mann-Withney) o una
importancia de la variable en la proyeccién (VIP) con un valor> 1 (en los
modelos de PLS-DA) se consideran variables discriminantes. Ill) Por
ultimo, se desarrollan modelos predictivos/clasificatorios basados en
PLS-DA.

2.6.1 Revision de los datos generados en el analisis por MS

El primer paso en el andlisis de datos es la deteccion de potenciales

valores anémalos. Estos valores se definen como aquellas muestras que
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muestran un comportamiento anormal que puede deberse a distintos
motivos como a la degradaciéon de la muestra, errores instrumentales,
cambios en las condiciones de medicion o fallos debido a errores

humanos [165].

Diagramas de cajas l

de densidad de distribucién
(paracada clase)

Deteccion de
valores anémalos
y eliminacion

HCA o PCA

(control vs tratados) l

Identificacion de
gvalor< 0.05 mecanismos-cambios
(Pruebade U .
de Mann Withney) especificos
metabolémicos

Valorde VIP >1

(PLS-DA) l

Desarrollo de modelos
predictivos/clasificatorios

PLS-DA
(basadoenla seleccién
de variables VIP)

Figura 2.5. Diagrama de flujo para la estrategia llevada a cabo en el andlisis de
los datos.

Se aplicaron dos estrategias diferentes con el fin de realizar una
detecciéon temprana de dichos valores anémalos en el proceso de analisis
de datos. En primer lugar, se generaron diagramas de densidad de cajas
y bigotes, en los que se obtiene informacién acerca de la distribucion de
la intensidad de todos los features de una sola muestra y se visualizan
utilizando un Unico grafico. Las muestras cuyas distribuciones difieren
considerablemente del resto de las muestras (valores por encima o por
debajo de 3 desviaciones estandar desde la media) pertenecientes a su

misma clase (es decir, muestras control, muestras esteatdsicas...) se
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consideraron valores atipicos y fueron eliminadas de los siguientes
pasos. A continuacién, sin supervision (es decir, sin utilizar ningun
conocimiento a priori acerca de las muestras) se realizaron analisis
multivariantes con el fin de visualizar la interrelacién natural entre las
diferentes muestras y detectar valores atipicos que no hayan sido
detectados anteriormente y que puedan interferir en el analisis posterior.
En el caso de aproximaciones multiclase (mas de dos grupos) se realizé
poniendo a prueba un grupo tratado con respecto a su control (es decir,
la esteatosis vs control, estrés oxidativo vs control y asi sucesivamente).
Las herramientas empleadas para este fin fueron HCA o PCA. En ambos
enfoques, las muestras que se agrupan en conjunto se consideran que
tienen patrones metabolémicos mas similares que los que se agrupan
aparte. Los conjuntos de datos fueron centrados a la media y escalados a
varianza unitaria antes de realizar el HCA. Los conjuntos de datos fueron
transformados de forma logaritmica para conseguir distribuciones
normales, centrados a la media y escalados a varianza unitaria antes de
realizar el PCA. Las muestras cuya posicién en el grafico de puntuaciones
del PCA estan lejos del resto de las muestras de su mismo grupo (es
decir, fuera de la elipse de confianza de un 95% para T? de Hotelling
[221]) pueden ser consideradas valores anémalos.

El proceso de deteccion y eliminacién de valores atipicos se ejemplifica
en la Figura 2.6 utilizando un conjunto de datos simulados. El conjunto
de datos utilizado en el ejemplo se compone de 100 variables y 20
observaciones, 10 pertenecientes al grupo A y 10 pertenecientes al
grupo B. Para el grupo A las primeras 50 variables siguen una
distribuciéon normal con una media de 80 y una desviacién estandar de
15, las segundas 50 variables siguen una distribucién normal con una
media de 120 y una desviacion estandar de 15. Para el grupo B, las
variables comparten las mismas caracteristicas, pero con las medias
invertidas. Para la muestra B5, se asigna un valor de 160 para la media

de las primeras 50 variables. La Figura 2.6.a muestra que el valor medio
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y la desviaciéon de la intensidad de las variables para la muestra B5 son
mayores que los obtenidos para el resto de las muestras. El grafico de
puntuaciones del PCA muestra como esa muestra B5 esta fuera de la
elipse de confianza del 95% de la T*°de Hotelling obtenida para el grupo
B (representada en rojo) (Figura 2.6.b). Por ultimo, el dendograma
dibujado en la parte superior de la Figura 2.6.c muestra que se obtienen
dos grupos, que corresponden a los grupos A y B, respectivamente. Sin
embargo, puede verse que dentro de la agrupacion correspondiente al
grupo B, la muestra B5 muestra la mayor distancia con respecto al resto
de las muestras y se agrupa aparte del resto de las muestras del grupo.
Por otra parte, una mirada al heatmap revela que la razén de esta
distancia es un aumento en la intensidad en un grupo de variables con
respecto al resto de las muestras del grupo. Por tanto, la muestra B5 se
puede identificar como valor anémalo y la razén de su comportamiento
anormal con respecto al resto de las muestras del grupo se ha

evidenciado.
2.6.2 ldentificacion de alteraciones metabolomicas

Con el fin de visualizar los cambios metabolémicos provocados por
cada tratamiento especifico y con vistas a elucidar el mecanismo que los
provoca, se utilizé la prueba no paramétrica U de Mann-Withney. Las
variables con un valor de q <0,05 se consideraron alteradas de manera
significativa como resultado del tratamiento. Como las pruebas
univariantes no reflejan la naturaleza multivariante de los datos y la
relacion entre las diferentes variables, se construyeron modelos PLS-DA
para cada caso control-tratamiento y las variables con un valor de VIP > 1
fueron también consideradas como causantes de un importante impacto
en la discriminacion entre los grupos control y tratados. Basandonos en
esos metabolitos alterados, se emple6é la herramienta de analisis de
Metaboanalyst [222] para trazar las vias alteradas significativamente

como consecuencia del tratamiento. Por ultimo, se elaboraron diagramas
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de caja y bigotes de los metabolitos alterados significativamente, los
grupos de metabolitos y vias alteradas para facilitar la interpretacién y

visualizacion de los datos.

A Diagrama de densidad de distribucion B PCA
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Figura 2.6. A) Ejemplo simulado de la aplicacion del diagrama de densidad de
distribucién de caja de bigotes, B) PCA y C) HCA para la deteccion de valores
atipicos. A) La distribucion de la intensidad en el diagrama de caja muestra que
la muestra B5 tiene una media mayor y una desviacion mayor en comparacion
con el resto de las muestras pertenecientes a su misma clase (color rojo). Las
cajas denotan rangos intercuartilicos, las lineas denotan las medianas, y los
bigotes indican los percentiles 10 y 90. B) Los graficos de puntuaciones del PCA
se dibujan para cada grupo (el verde, clase A, y el rojo, clase B). La muestra B5
estd fuera de la elipse y lejos del resto de muestras de su mismo grupo. C) HCA,
el dendograma dibujado en la parte superior muestra la gran distancia entre B5 y
el resto de las muestras del grupo, que se agrupan juntas. Basandose en esta
informacién, la muestra B5 se considera un valor atipico. Figura adaptada de la
referencia [217].
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Para ejemplificar la estrategia de andlisis de datos propuesta con
respecto a la deteccién de variables alteradas (metabolitos) se ha creado
un conjunto de datos simulados que consta de 100 variables y 30
muestras, dividido en dos grupos de igual tamano. Las variables se
generaron usando una distribucién normal de media 100 y desviacion
estandar 15. Entre las 100 variables, se seleccionaron 10 variables que
100),
Vi1 (A=80,B=100), V21 (A=100,B=120), V31 (A =100, B =120),
V41 (A =140, B =100), V51 (A =60, B=100), V61 (A =100, B = 140),
V71 (A =100, B = 140), V81 (A =120, B = 100), y V91 (A =100, B =
120). La Tabla 2.1 muestra los resultados de las variables seleccionadas

tenian diferentes medias entre los dos grupos: V1 (A = 120, B

utilizando una simple prueba de U de Mann-Whitney (p <0,05) y el valor
de VIP (VIP> 1) como criterios. Se obtuvieron resultados similares con
respecto al nimero total y la identidad de las variables seleccionadas con
las estrategias del p valor y VIP. En ambos casos se seleccionaron todas
las variables con una diferencia predefinida de la media entre las dos
clases, sin embargo, también se incluyeron una serie de variables que no

se suponia que iban a ser diferentes entre los dos grupos.

Tabla 2.1. Datos de las diferentes estrategias empleadas para la seleccién de
variables en los datos simulados que se describen en la Seccién 2.6.2.

Numero de Numero de variables
Estrategia variables seleccionadas y
seleccionadas alteradas realmente

Variables
seleccionadas

Vi, va, Vvii, v2i, v3i,
p valor 15 10 V36, V41,V42,V44, V51,
Vvei, vzi, v81, V90, V91
Vi, va, Vvii, v2i, V3i,
V36, V41,V42,V44, V51,
V61, Vv71,V75, V81,V90,
Va1

VIP 16 10

p valor: variables con un p valor de U de Mann-Whitney < 0.05; VIP: variables con
un valor VIP > 1, valores VIP correspondientes a un modelo PLS-DA desarrollado
usando 1 variable latente. Las variables subrayadas representan las variables con
diferentes medias entre los dos grupos.
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2.6.3 Desarrollo de modelos predictivos

El objetivo principal en el desarrollo de modelos predictivos es utilizar
el modelo mas 6ptimo, es decir, el que se adapte mejor con el minimo
nimero posible de predictores. Para ello, se realizé un analisis PLS-DA

mediante la clasificacion y seleccién de variables basadas en VIP.

Validacion del modelo

Se ensayaron dos estrategias diferentes respecto a la validacién del
modelo: la validaciéon cruzada (CV) y la prueba de permutacion de clases
[166,167]. A pesar de que la forma oOptima para la validacion de
cualquier modelo es utilizar un conjunto de datos externos que no hayan
participado en la construccion del modelo (validacién externa), las
limitaciones en el nimero de muestras y compuestos ensayados hicieron
que usasemos la CV y la prueba de permutacién en su lugar.

En una estrategia de CV los datos se dividen en diferentes
subconjuntos y, dependiendo de la forma en que el CV se lleva a cabo,
algunos de los subconjuntos se utilizan para construir el modelo y el
resto se utiliza para evaluar las capacidades del modelo. Se emplearon
dos estrategias diferentes de CV.

Para el desarrollo del modelo se utilizé una estrategia de 7-fold CV
(Figura 2.7.a). Usando esta aproximacion, los datos se dividieron en 7
subgrupos diferentes. En cada ronda de la CV, 6 de los subgrupos se
utilizaron para desarrollar el modelo y el Gltimo se utilizé6 como conjunto
de prueba para evaluar las capacidades del modelo. El proceso se repitié
hasta que se utilizaron todos los subconjuntos como prueba. Para la
validacién del modelo, se usaron dos parametros diferentes: el error de
clasificacion y AUROC (area bajo la curva del operador caracteristico), por
problemas multiclase se emple6 el método desarrollado por Hand y Till

[223]. Se utilizé6 una estrategia aleatoria de CV para estimar estos
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parametros: 2/3 de los datos se emplearon para desarrollar el modelo y
otro tercio se utilizd6 como conjunto de prueba (Figura 2.7.b). Las
particiones se repitieron 100 veces de manera aleatoria.

Por ultimo, también se utilizé la prueba de permutacion de clases como
estrategia de validacion. Una prueba de permutacion implica la
reasignacion al azar de las etiquetas de clase y el desarrollo y evaluacion
de modelos basado en el conjunto de datos recién re-etiquetado (Figura
2.7.¢). En las pruebas de permutacion se compara la bondad del ajuste
del modelo original con los valores obtenidos después de Ia
aleatorizacion de las clases. Las figuras de mérito del rendimiento del
modelo se pueden representar en un histograma para la evaluacion
visual, lo que hace posible determinar si la asignacion de clases original
es significativamente diferente, en todo o en parte, de la distribucién
basada en las asignaciones de la permutacion de clases. Se puede
calcular un valor de p empirico mediante la determinacién del nimero de
veces que los datos permutados produjeron un resultado mejor que el
uso de las etiquetas originales [167]. El proceso se repitid6 1000 veces y
los resultados de rendimiento se compararon con los obtenidos con el

del etiquetado real de las clases [167].

PLS-DA

El analisis PLD-DA se basa en PLS con al diferencia de que la variable
dependiente (bloque Y) es categdrica y normalemente representa las
clases [162,163]. El objetivo global del PLS-DA es modelar la relacién
entre X (el conjunto de datos de MS) e Y (clases). Las ecuaciones
fundamentales del PLS-DA [162] estan escritas y representadas

graficamente en la Figura 2.8.
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A
v X Y .X
6/7 1/7 M

Validacién del modelo -
J Validacién del modelo

| l |

Desarrollodel modelo ——— Modelo clasificatorio Desarrollo del modelo ——— Modelo clasificatorio

C
Figura 2.7. A) 7-fold CV, los datos se dividen en 7 subgrupos diferentes. 6
subconjuntos se utilizan como sistema para construir el modelo y el dltimo como
criterio establecido para evaluarlo. El proceso se repite hasta que todos los
subconjuntos se han utilizado como conjunto de prueba. B) Los datos se dividen
en dos subgrupos, 2/3 de los datos se utilizan como sistema para construir el
modelo y el resto como prueba. Las particiones se repiten 100 veces al azar. C)
En la prueba de permutacion las clases (Y) son asignadas al azar (Yp) y el modelo

se desarrolla y valida utilizando las clases permutadas. Figura adaptada de la
referencia [217].
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Figura 2.8. Ecuaciones fundamentales del PLS-DA. n representa el nimero de
observacion, k el nimero de variables independientes, m el nimero de clases en
las que las observaciones se pueden clasificar y a el nimero de LVs empleadas
para desarrollar el modelo PLS-DA. X es la matriz de predictores n x k, e Y la
matriz respuesta n x m. P (k x a) y C (m x a) son las matrices de las cargas de X
e Y, respectivamente. T y U son matrices de puntuaciones n x a para X e Y,
respectivamente. E, F y F* representan matrices residuales. W (k x a) representa
la matriz de peso X y B (k x a) representa la matriz de coeficientes de regresion
para todas las Ys. Las puntuaciones de X (T) se calculan como una combinacion
lineal de los predictores originales con los pesos [eq 1]. X e Y pueden ser
proyectadas en el nuevo espacio adimensional [eq 2,3]. Y se puede predecir en
base en las puntuaciones de X (T) [eq 4], que puede ser reformulado en base a
las ecuaciones 1,5 visto como un modelo de regresién multiple en el que las
respuestas (Y) se pueden predecir basadas en una serie de predictores (X) a
través de los coeficientes correspondientes (B). Las ecuaciones 2, 3 y 4 se
representan graficamente. Figura adaptada de la referencia [217].

Los conjuntos de datos fueron transformados logaritmicamente,
centrados a la media y escalados a varianza unitaria antes de realizar el
PLS-DA. La seleccién del nimero optimo de LV y la evaluacién de la

calidad de los modelos PLS-DA se llevé a cabo por el procedimiento de
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CV tipico dejando una séptima parte de las muestras fuera de cada ronda
(Figura 2.7.a) [28]. Los diferentes parametros del modelo se utilizaron
para evaluar el rendimiento del mismo: i) varianza explicada total de Y
(es decir, R?); ii) variacién predecible de Y (es decir, Q?); iii) precision de
la prediccion, evaluada como la tasa de error de clasificacién; y iv)
AUROC. Pueden ser utilizados diferentes métodos con el fin de evaluar la
importancia de una variable proporcionada por un modelo PLS-DA [213],
entre todos ellos, decidimos emplear el valor de VIP.

La puntuacién VIP de un predictor resume la importancia en las
proyecciones para encontrar una LV. Dado que el promedio de las
puntuaciones VIP al cuadrado es igual a 1, la regla "mayor que uno" se
utiliza generalmente como un criterio de seleccién de variables [224].
Por lo tanto, un proceso de eliminacién de variables poco informativas se
puede realizar a partir de los valores obtenidos de VIP [213]. Dicho
procedimiento no s6lo mejora el rendimiento del modelo, sino que
también logra una simplificacién de éste, un aspecto importante para el
futuro desarrollo de aproximaciones dirigidas de MS para la
determinacion cuantitativa de biomarcadores [213]. Como el sobreajuste
es un problema comun asociado al modelado con PLS-DA [28,30], se usé
una estrategia de bootstrapping [225,226] junto a la determinacion de
los valores de VIP para seleccionar los metabolitos que se deben incluir
en el modelo predictivo final.

Bootstrapping se basa en un remuestreo aleatorio con reemplazo para
estimar un parametro estadistico. Para la construccion del modelo PLS-
DA, se obtuvieron doscientos conjuntos de datos derivados del muestreo
aleatorio con reemplazo de las observaciones, para cada uno de los
conjuntos de datos utilizados. Se construyé un modelo PLS-DA para cada
uno de los conjuntos de datos obtenidos y se calcul6 el valor medio del
VIP para cada predictor. Los modelos PLS-DA se construyeron
disminuyendo el nimero de variables en funcion del valor medio del VIP

clasificado. Para cada modelo se registraron R?, Q’y la precisién de la
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prediccion. El modelo de prediccién 6ptimo fue seleccionado como el
que proporciona la mas alta precision con el menor nUmero de variables
retenidas. A fin de evaluar la consistencia y rendimiento del modelo, se
aplicé un test de permutacion de respuesta (n = 1000), basado en R?, Q?,
precision de la prediccion y AUROC [167,168].

Con el fin de facilitar la comprension de la estrategia de andlisis de
datos de PLS-DA, se aplico todo el proceso en los datos simulados
descritos en la Secciéon 2.6.2. La Figura 2.9 muestra los valores de R? Q?
y los errores de clasificacion obtenidos para los modelos PLS-DA
construidos utilizando todas las variables y un nimero de LV que varia
de 1 a 3. De los resultados obtenidos se puede concluir que el niumero
o6ptimo de LV utilizadas para el desarrollo del modelo PLS-DA es 1, ya
que proporciona los valores mas altos de Q? que evalia la capacidad

predictiva del sistema asi como la precision.

09 4
08 mR
0.7 4 oaq?
06 - OError de clasificacion
a5 9
0.4 1
0.3 9
0.2 4
a1 4

) [ ]

1 2 3

Ndamerode LVs

Figura 2.9. Valores de R?, Q* y de error de clasificacion en funcién del nimero de
las LVs empleadas para construir el modelo PLS-DA, utilizando los datos
simulados descritos en la Seccion 2.6.2. Los valores obtenidos para cada
parametro y modelo se detallan encima de la barra correspondiente.
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Después de determinar el nUmero 6ptimo de LVs, el siguiente paso es
decidir las variables que deben ser incluidas en el modelo
predictivo/clasificatorio final. Para ello, se clasificaron de acuerdo con la
estrategia descrita anteriormente, modelos PLS-DA con un creciente
nimero de variables, construyéndose y evaluando su rendimiento.
Siguiendo con el andlisis del ejemplo, todas las variables que tenian
diferencias en las medias entre las dos clases se quedaron dentro del top
15 de las variables, ademas, las cuatro variables con mayores diferencias
simuladas (es decir, V51, V61, V71 y V81) fueron las de mayor valor
medio de VIP. Por otra parte, la Figura 2.10, muestra que el modelo con
el rendimiento mas alto (es decir, AUROC = 1, error de clasificacién = 0)

se logro con soélo estas cuatro variables.
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Figura 2.10. Valores obtenidos para el AUROC (verde) y error de clasificaciéon
(rojo) frente al numero de variables retenidas utilizando los datos simulados
descritos en la Seccion 2.6.2 basados en el remuestreo bootstrap acoplado a la
estrategia de clasificacion del VIP. Los datos se expresan como media =*
desviacion estandar. El valor minimo para el error de clasificacion y el valor
maximo para el AUROC se obtienen con el modelo desarrollado utilizando sélo
las cuatro variables mejor clasificadas.

Los graficos de puntuaciones y de cargas correspondientes al modelo
optimo PLS-DA estan representados en la Figura 2.11.a y la Figura

2.11.b, respectivamente. La posicion de una variable en el grafico de
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cargas esta determinada por su relacion con otras variables y la
asignaciéon de la clase. En el ejemplo representado en la Figura 2.11.b,
las variables V41 y V71 estan correlacionadas positivamente entre siy la
Clase A, como queda patente por sus valores cercanos respecto a la LV1.
La misma conclusién se puede obtener con respecto a las variables V51 y
V61 y la Clase B.

A

LV1
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v - B2 » B8 *B15
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- e w41 © . V71
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Figura 2.11. Graficos de puntuaciones (A) y cargas (B) correspondientes al
modelo PLS-DA desarrollado usando las 4 variables mejor clasificadas y 1LV,
utilizando la simulacién de datos descritos en la Seccion 2.6.2 y un
bootstrapping acoplado a la clasificacion basada en VIP y a una estrategia de
seleccion de variables. La Clase A se representa en verde, la Clase B en rojo y las
variables en azul. El eje X representa el orden de la muestra.

La validacion del modelo se realiz6 mediante el uso de un test de
permutacion de clases. Los resultados se muestran en la Figura 2.12. Se
evaluaron cuatro parametros: R?, Q?, error de clasificacion y AUROC. Los
histogramas representan la distribucion de los valores obtenidos para los
modelos permutados y el valor obtenido con las clases reales esta

representado por un punto rojo. Para todos los pardmetros se puede
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observar que el valor real se encuentra fuera de la distribucion de los
valores obtenidos con las clases permutadas. Como se realizan 1000
permutaciones, se puede asignar un valor de p experimental <0,001.
Estos resultados indican que el modelo PLS-DA desarrollado es
coherente, se basa en una diferencia real entre las clases y no refleja una

correlacion casual entre ellas.
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Figura 2.12. Test de permutaciéon (n = 1.000) para R* (A), Q* (B), error de
clasificacion (C) y AUROC (D) correspondiente al modelo PLS-DA desarrollado
usando las 4 variables mejor clasificadas y 1LV, utilizando la simulacién de datos
descritos en la Seccién 2.6.2 y un bootstrapping acoplado a la clasificacion
basada en VIP y a una estrategia de seleccién de variables. Los histogramas
representan los valores proporcionados por los modelos PLS-DA obtenidos
mediante permutacion de clases. Los puntos rojos representan el valor obtenido
para el modelo PLS-DA desarrollado utilizando las clases reales, con el valor
escrito sobre él.
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2.7 Validacion de un método de analisis dirigido LC-

MS/MS de biomarcadores de estrés oxidativo

Se desarroll6 un nuevo método UPLC-MS MRM dirigido a evaluar el
dafio de estrés oxidativo inducido a proteinas, ADN y lipidos en muestras
de suero, tejido hepatico y células en cultivo [227].

El método bioanalitico se validé en términos de linealidad, exactitud y
precisién siguiendo los criterios de cumplimiento descritos por la Guia
de la FDA (food and drug administration) para la industria: validacion del
método bioanalitico [228]. Se definio el limite inferior de cuantificacion
(LLOQ) como la concentracion mas baja a la que el analito podria ser
cuantificado con una desviacién estandar relativa (RSD) por debajo del
20% y por debajo de un = 20% de desviacion del valor nominal. Se definié
el limite superior de cuantificacion (ULOQ) como la concentracion mas
alta a la que el analito podria ser cuantificado con una RSD por debajo
del 20% y por debajo de un + 20% de desviacion del valor nominal. El
limite de deteccion (LOD) se defini6 como la concentracién mas baja del
analito a la que respuesta era al menos tres veces la respuesta del
blanco. Las curvas de calibracibn se generaron mediante Ila
representacion del ratio entre el area del pico del compuesto y de su
correspondiente Pl frente a la concentracion nominal. La recta que
proporcionaba el mejor ajuste se determindé por regresion lineal
ponderada (1/x) por minimos cuadrados. El criterio de aceptacion de
linealidad para el coeficiente de correlacion fue de 0,99 o superior. Cada
concentracion estandar calculada mediante el ajuste debia estar dentro
de un = 15% de desviacién del valor nominal, excepto para el LLOQ,

donde la desviacion maxima tolerable era del + 20%.
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2.7.1 Metabolitos analizados

Los marcadores incluidos en el método fueron: glutatién reducido
(GSH), glutation oxidado (GSSG), acido oftalmico (AcOft), S-(5-adenosil)-L-
metionina (SAM), S-(5-adenosil)-L-homocisteina (SAH), fenilalanina (Phe),
tirosinas (3-yodo-L-tirosina (I-Tyr), 3-nitro-tirosina (N-Tyr), 3-cloro-L-
tirosina (Cl-Tyr), DL-o-tirosina (o-Tyr), DL-m-tirosina (m-Tyr), L-tirosina (p-
Tyr)), 8-hidroxi-2'deoxiguanosina (8-OH-dG), 2-deoxiguanosina (2-dG), 8-
isoprostaglandin-F2a (8-1soPGF) y malondialdehido (MDA).

Como patron interno se usé fenilalanina-d5 (Phe-d5) para todos los
compuestos, excepto para la 8-IsoPGF para el que se us6 8-
isoprostaglandin-F2a-d4 (8-1soPGF-d4).

2.7.2 Analisis UPLC-MS

La separacion UPLC se llevdo a cabo en un sistema Acquity UPLC
(Waters, Reino Unido) equipado con una columna Acquity UPLC HSST3
(1,8 m, 2,1 x 100 mm; Waters). Las temperaturas de la columna y del
inyector automatico se fijaron en 60 °C y 4 °C, respectivamente. El
volumen de inyeccion de la muestra fue de 5 pL. La composicion de los
eluyentes y las disoluciones de lavado fueron: i) Eluyente A: acido
formico al 0,1% en agua; ii) Eluyente B: acido formico al 0,1% en
acetonitrilo; iii) WNW y SW: agua: acetonitrilo (90:10, v/v); y iv) SNW:
agua:acetonitrilo (10:90, v/v). El caudal se fijé en 0,3 mL/min. Se utilizé
un gradiente de elucion de 7 min de la siguiente manera: durante los
primeros 2 min, la composicion de los eluyentes se fijo en 95% de Ay 5%
de B, que fue cambiado linealmente hasta 5% de Ay 95% B en 1,5 miny
se mantuvo durante 2 min . Por ultimo, se recuperaron las condiciones
iniciales y se mantuvieron durante 1 min para el acondicionamiento de la

columna.
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El andlisis de MS se llevé a cabo usando un espectrémetro de masas

Waters MS Xevo TQ-S (Waters) equipado con una fuente ESI operando en

modo de ion positivo y negativo a la vez y trabajando en modo MRM. Se

uso6 un voltaje capilar de 3 kV, una temperatura de la fuente de 150 °Cy

una temperatura de desolvatacién de 380 °C. Los flujos del gas de

desolvatacién y del cono se establecieron en 800 L/h y 150 L/h,

respectivamente, y el del gas de colision fue de 0,25 mL/min. Las

transiciones, tiempos de retencion, voltajes del cono, y las energias de

colision para cada compuesto se muestran en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Condiciones MS para la cuantificacion de los marcadores de estrés

oxidativo seleccionados.

Compuesto Modo de 16n Fragmento Voltaje Energiade Tiempo de
ionizacion Padre (m/z) del colision retencion
(m/z) cono (eV) (min)
(\%)
GSSG ESI + 613.2 355.0 60 15 1.10
GSH? ESI + 433.1 201.0 20 20 3.32
SAM ESI + 398.9 136.0 22 17 0.74
SAH ESI + 385.1 136.0 35 25 1.09
I-Tyr ESI + 308.1 291.0 40 15 3.33
AcOft ESI + 290.2 161.1 15 15 1.16
8-OH-dG ESI + 284.0 168.0 30 15 2.16
2-dG ESI + 268.0 152.0 25 15 1.60
MDAP ESI + 235.0 159.0 30 30 4.08
N-Tyr ESI + 227.1 181.0 25 10 3.21
Cl-Tyr ESI + 216.0 170.0 30 15 2.37
o-Tyr ESI + 182.1 136.0 20 10 2.09
m-Tyr ESI + 182.1 136.0 20 10 1.52
p-Tyr ESI + 182.1 136.0 20 10 1.27
Phe ESI + 166.1 120.1 20 20 2.62
8-1soPGF ESI - 353.2 193.3 35 25 3.85
Phe-d5 ESI + 171.1 125.1 20 20 2.62
8-1soPGF-d4 ESI - 357.2 197.3 35 25 3.85

dCompuesto derivatizado con N-etilmaleimida (NEM).
bCompuesto derivatizado con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH).
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Se prepararon curvas de calibracién de los patrones en PBS (0,5 mM
DNPH, 5 mM NEM) en el intervalo de concentraciones de 2,5 pg/mL a
0,15 ng/mL para cada compuesto. La concentracion de Phe-d5 y 8-
IsoPGF-d4 (Pl) se mantuvo constante a 0,2 ug/mL en todos los puntos de

calibracion.

2.7.3 Optimizacion de los reactivos derivatizantes

Durante el desarrollo del método se requiri6 de una etapa de
derivatizacion para evitar la degradacién de algunos analitos labiles,
mejorando asi la estabilidad, deteccién y cuantificacién de algunos
compuestos. Por esta razon el MDA y el GSH se determinaron después de
la reaccién con DNPH [229-231] y NEM [79,232], respectivamente (Figura
2.13). Para optimizar el procedimiento de derivatizacion, se prepararon
por separado disoluciones de MDA y de GSH en PBS (1 pg/mL) y se
analizaron después de la reaccion con el reactivo de derivatizacién
correspondiente a diferentes concentraciones (0,25 a2 mM DNPHy 2,5 a
50 mM NEM). Ademas, se comprobd si la utilizacién de los reactivos de
derivatizacion producia interferencias en la determinacién de los otros
analitos. Con este fin, diferentes disoluciones que contenian todos los
analitos de estudio (desde 0,125 hasta 1 pg/mL) fueron tratadas con
DNPH 1 mM, NEM 10 mM, ambos reactivos DNPH 1T mM y NEM 10 mM

juntos, o sin ninguln reactivo de derivatizacién.

2.7.4 Procesamiento de muestras

El método fue desarrollado para muestras de tejido hepatico, suero,
medio de cultivo y monocapas celulares, por lo que las muestras

biologicas se procesaron de manera diferente dependiendo de su

naturaleza.
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Figura 2.13. A) Reacciones de derivatizacion del MDA con DNPH y B) GSH con
NEM.

Ademas, para permitir la deteccién 6ptima de todos los biomarcadores
en las diferentes matrices bioldgicas, se prepararon tres fracciones
diferentes para cada tipo de muestra: i) la fraccion I, obtenida después
de una etapa de concentracion, para determinar los analitos a
concentraciones mas bajas; ii) la fracciéon Il, obtenida después de
dilucién, para determinar los analitos a concentraciones mas altas; vy iii)
la fraccion Ill, para determinar el MDA, después de una hidrolisis basica
y derivatizacién debido a su inestabilidad [71].

Las monocapas celulares (previamente lavadas y congeladas en N,
liquido) se rascaron con 1 mL de NEM 50 mM en PBS y se aplicaron tres
ciclos de congelacién y descongelacion para asegurar la lisis celular. Las
muestras de tejido congelado (50-100 mg) se extrajeron usando un
sistema Dual Precellys 24 con un total de 1T mL de NEM 50 mM en PBS.

Las muestras de medio de cultivo y de suero se utilizaron directamente
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para preparar las diferentes fracciones, sin necesidad de pretratamiento
alguno.

La obtencién de las distintas fracciones se realiz6 como se detalla a
continuacién (Figura 2.14):

Para obtener la fraccion I, se anadieron 1.200 pL o 800 pL de metanol
frio a 400 pL de extracto celular o 200 pL de extracto de tejido hepatico,
respectivamente, y los tubos se agitaron en vortex. Para las muestras de
medio de cultivo o de suero, se anadieron 200 uL de NEM 10 mM en PBS
a 200 pL de muestra y, después de agitar en vortex, se afiadieron 1.200
uL de metanol frio. La mezcla obtenida (a partir de células, tejido, medio
de cultivo o suero) se dejé en reposo durante 20 min a -20 °C y después
se centrifugé durante 10 min a 10.000 g a 4 °C. El sobrenadante fue
transferido a un tubo limpio y se evaporé a sequedad en el SpeedVac. El
residuo seco se reconstituy6 en 50 puL de PBS que contenia 200 ng/mL de
Phe-d5 y 8-1soPGF-d4 (Pl), se centrifugdé (10 min, 10.000 g, 4 °C) y el
sobrenadante limpio fue transferido a una placa de 96 pocillos de HPLC
para su andlisis.

Para obtener la fraccion Il, se anadieron 115 puL o 245 pL de metanol
frio a 10 pL de extracto celular o 5 pL de extracto de tejido hepatico,
respectivamente. Para las muestras de medio de cultivo o de suero, se
anadieron 15 pL de NEM 10 mM en PBS a 10 pL de muestra y, después de
agitar en vértex, se afiadieron 100 pL de metanol frio. A continuacion, la
mezcla (a partir de células, tejido, medio de cultivo o suero) se dejo
reposar durante 20 min a -20 °C y después de la centrifugaciéon (10 min,
10.000 g, 4 °C), 50 pyL de sobrenadante limpio se transfirieron a una
placa de 96 pocillos de HPLC y se mezcl6 con 50 pL de PBS que contenia
400 ng/mL de Phe-d5 (Pl) para su andlisis.

Para obtener la fraccion Ill, 25 uL de NaOH 6 N se afadieron a 100 pL
de muestra (extracto celular o de tejido, medio de cultivo o suero), y la
mezcla se incub6 a 60 °C durante 30 min. Después se anadieron 60 pL

de acido perclérico al 35% y la mezcla se centrifugd (10 min, 10.000 g, 4

123



Metodologia

°C). El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y se mezclé con 15
UL de de una disoluciéon en PBS de DNPH 5 mM y 2.660 ng/mL de Phe-d5

(PI). La mezcla se incub6 durante 60 min a 37 °C y se transfirié a una

placa de HPLC de 96 pocillos para su analisis.
MATRIZ PRETRATAMIENTO
BIOLOGICA DE LA MUESTRA

CELULAS

1. Rascar con 1000 pL
de PBS + 50 mM
NEM.

2. Ciclos de
congelacion-
descongelacion.

MEDIO DE
CULTIVO/
SUERO

N(

TEJIDO
HEPATICO

1. Pesar50-100 mg de
tejido congelado.

2. Homogeneizar con
10 vol. (p/v) de PBS
+NEM (50 mM).

N

w

v

FRACCION |

. Afiadir MeOH (1200 uL) a

400 uL de muestra e
incubar a -20°C durante 20
min.

. Centrifugar?.
. Evaporar el sobrenadante a

sequedad.

. Reconstituiren PBS (50

uL) que contiene Pl a 200
ng mL-1.

. Afiadir 200 pL PBS + 10

mM NEM a 200 L de
muestra.

. Afiadir 1200 pL de MeOH y

mantener a -20°C durante
20 min.

. Centrifugar®.
. Evaporar el sobrenadante a

sequedad.

. Reconstituiren PBS (50

uL) que contiene Pl a 200
ng mL-1.

. Add 800 pL of MeOH to

200 pL of sample and
incubate at -20°C for 20
min.

. Centrifugar®.,
. Evaporar el sobrenadante a

sequedad.

. Reconstituir en PBS (50

uL) que contiene Pl a 200
ng mL-1.

a Centrifugaciona 10.000 g durante10 miny 4°C

1

w

v

FRACCION I

Afiadir MeOH (115 pL) a 10
uL de muestra e incubar a -
20°C durante 20 min.

. Centrifugar®.
. Mezclar 50 pL de

sobrenadante con 50 L de
PBS que contiene Pl a 400
ng mL-1.

. Afiadir 15 L de PBS + 10

mM NEM al0 pL de
muestra.

. Afiadir 100 uL de MeOH y

mantener a -20°C durante
20 min.

. Centrifugar.
. Mezclar 50 pL de

sobrenadante con 50 L de
PBS que contiene Pl a 400
ng mL-1.

. Afiadir 245 yL de MeOH a

5uL de muestra 'y
mantener a -20°C durante
20 min.

. Centrifugar®.
. Mezclar 50 pL de

sobrenadante con 50 pL de
PBS que contiene Pl a 400
ng mL-1.

w

Figura 2.14. Diagrama de flujo de la preparaciéon de la muestra para
de estrés oxidativo antes del analisis UPLC-MS/MS.

v

FRACCION Il

. Afiadir 25 pL de NaOH 6M

2100 pL de muestra e
incubar a 60°C durante 30
min.

. Afiadir 60 pL de PCA 35%

(Viv).

. Centrifugar®.
. Mezclar el sobrenadante

(185 pL) con 15 pL de PBS
que contiene PI (2660 ng
mL-1)y DNPH5 mM e
incubar a 37°C durante 60
min.

. Afiadir 25 pL de NaOH 6M

2100 pL de muestra e
incubar a 60°C durante 30
min.

. Afiadir 60 pL de PCA 35%

(V/v).

. Centrifugar?.
. Mezclar el sobrenadante

(185 L) con 15 pL de PBS
que contiene Pl (2660 ng
mL-1)y DNPH5 mM e
incubar a 37°C durante 60
min.

. Afiadir 25 pL de NaOH 6M

a100 L de muestra e
incubar a 60°C durante 30
min.

. Afadir 60 uL de PCA 35%

(V/v).

. Centrifugar®.
. Mezclar el sobrenadante

(185 pL) con 15 pL de PBS
que contiene PI (2660 ng
mL-1)y DNPH5 mM e
incubar a 37°C durante 60
min.

el método
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2.8 Estudios in vitro en células en cultivo

2.8.1 Cultivo y tratamiento de lineas celulares

2.8.1.1 Células HepG2

Se utilizé la linea celular de hepatoma humano HepG2 (ECACC N°
85011430). Se trata de células no tumorogénicas con una alta tasa de
proliferacion de morfologia epitelial y que crecen en forma de monocapa
adheridas sobre una superficie solida (Figura 2.15).

Las células HepG2 se cultivaron en frascos de cultivo a 37°C en una
atmosfera humidificada al 5% de C02/95% de aire en medio Ham'’s F-
12/Leibovitz L-15 (1:1, v/v) suplementado con un 7% de suero bovino
fetal, 50 U/mL de penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina. El medio fue
renovado cada 2 dias. Una vez alcanzado el 70-80% de confluencia, las
células se despegaron de la superficie de cultivo mediante un
tratamiento  con un 0,25% de tripsina/0,02% de acido
etilendiamonotetraacético (EDTA) a 37 °C. Se utiliz6 una muestra de la
suspensién celular obtenida para determinar la viabilidad celular
(mediante la prueba de exclusién con azul tripan) y el nimero de células
(mediante un contador de células) [233]. Para los estudios
metabolomicos, las células se sembraron a una densidad de 9x10°

células/placa de 3.5 cm de diametro.

Figura 2.15. A) Cultivo de células HepG2 a baja densidad. B) Cultivo de células
HepG?2 a alta densidad.
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Para el estudio in vitro se seleccionaron 25 compuestos (Tabla 2.3)
clasificados como esteatoésicos 0 no esteatdsicos en base a la
informacién disponible en la literatura [121-123,234-236]. Las
soluciones stock de los compuestos se prepararon en DMSO y se
diluyeron en medio de cultivo recién preparado hasta obtener la
concentracion final deseada. La concentracion final de DMSO en el medio
de cultivo fue < 0.5%. Sélo fueron utilizadas concentraciones de los
compuestos que no producian muerte celular (Tabla 2.3) [33-38]. Cada
farmaco y concentracion se ensayé por duplicado.

Antes de iniciar los tratamientos con los compuestos a estudiar y con
el fin de favorecer y acelerar la acumulacion intracelular de lipidos y el
desarrollo del dafo esteatosicos, las células HepG2 se incubaron durante
14 h con una mezcla de oleato y palmitato 62 pM (2:1) en medio de
cultivo. Previamente se habia descrito que este procedimiento favorece y
acelera la acumulacién intracelular de lipidos y el desarrollo del dafio
esteatdsico inducido por farmacos en las células HepG2 [121]. A
continuacién, las células se tratataron con los compuestos seleccionados
durante 24 h en un medio libre de acidos grasos (AG) [39,32]. Después
de la incubacion, las células se procesaron mediante las plataformas LC-
MS y GC-MS de acuerdo con los procedimientos descritos en el punto
2.8.2.

2.8.1.2 Células HepaRG

Las células HepaRG corresponden a una linea celular de origen
humano obtenida a partir de un carcinoma de higado. Estas células
presentan la singularidad de que cuando se diferencian en cultivo
exhiben muchas de las caracteristicas de los hepatocitos humanos
primarios, incluyendo la morfologia y las funciones bioquimicas y de

metabolizaciéon de farmacos (Figura 2.16). Debido a sus caracteristicas
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estas células se han empleado en los u(ltimos anos en numerosos
estudios de hepatoxicidad [237-241].

Tabla 2.3. Compuestos y concentraciones utilizadas en el estudio no dirigido de
hapatotoxicidad con células HepG2.

Clasificacion

Compuesto

Concentracion

Medio de cultivo sin AG
Medio de cultivo con AG

Control DMSO 0.5%
Amitriptilina 25,50 uM
Citrato 250, 500 pM
Buspirona 125, 250 uM
Gentamicina 750, 1500 uM
No esteatosis Sorbitol 500, 1000 pyM
Ketotifeno 37.5,75 uM
Clorpromazina 10, 20 uM
Amikacina 5,10 uM
Simvastatina 12.5, 25 uyM
Clozapina 15, 30 uM
Tilorona 2.5,5uM
Maprotilina 7.5,15 uM
Acetilsalicilico 1,2 mM
Amiodarona 12.5, 25 uyM
Ciclosporina 12.5, 25 yM
Doxiciclina 250, 500 pM
Fungizona 2.5,5,7.5 ug/mL
Tamoxifen 10, 20 uM
Esteatosis Metotrexato 100, 200 pM
Tetracilina 200, 400 pM
Tianeptina 500, 1000 pM
Zidovudina 200, 400 pM
Valproato 4, 8 mM
Irinotecan 10, 20 uM
Ibuprofeno 1,2 mM
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Las células HepaRG no diferenciadas (Biopredic International, Rennes,
France) se cultivaron de forma rutinaria en frascos de cultivo a 37 °C en
una atmosfera humidificada al 5% de C0O2/95% en medio Williams’ E
complementado con suero bovino fetal al 10%, glutamina 2 mM,
penicilina 100 IU/ml, estreptomicina 10 pg/ml, insulina 5 pg/ml e
hidrocortisona 5 pM y se subcultivaron cada dos semanas mediante
tripsinizacion (0,25% de tripsina/0,02% de EDTA a 37 °C). Para los
estudios metabonomicos, las células se sembraron a una densidad de 2
x 10° células/placa de 3.5 cm de didmetro y se cultivaron en el medio
estandar durante 15 dias. A continuacién las células se cultivaron
durante otros 15 dias en medio de diferenciacién (medio estandar con
2% de DMSO). Durante todo el proceso de cultivo el medio se renové

cada 3 dias.

Figura 2.16. A) Células HepaRG sin diferenciar. B) Células HepaRG diferenciadas.

Para el estudio no dirigido in vitro en la linea celular HepaRG
solamente se empleé la plataforma GC-MS. Los compuestos y las
concentraciones ensayados se indican en la Tabla 2.4. Las soluciones
stock de los compuestos en estudio se prepararon en DMSO y se
diluyeron en medio de diferenciaciéon recién preparado hasta obtener la
concentracion final deseada. Los tratamientos con los farmacos se
realizaron tanto en células pre-incubadas durante 14 h con oleato y
palmitato 62 pM (2:1) como en células mantenidas en medio control con

el objetivo de comprobar el posible efecto de la recarga lipidica previa
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sobre la respuesta de las células HepaRG a los compuestos esteatésicos,
tal y como ocurre en las células HepG2. En todos los casos las células se
trataron durante 24 h con los farmacos y a continuacién las células se
procesaron de acuerdo con los procedimientos descritos en el punto
2.8.2.

Tabla 2.4. Hepatotoxinas y concentraciones incluidas en el estudio no dirigido
de hapatotoxicidad con células HepaRG.

Clasificacion Compuesto Concentracion
Medio de cultivo sin AG
Control DMSO 2%
Amitriptilina 50 uM
Citrato 500, 1000 pM
Gentamicina 1500 uM

No esteatosis Sorbitol 1000 uM
Ketotifeno 75 uM
Clorpromazina 20 pM
Amikacina 5 uM
Clozapina 30 uM
Tilorone 5 uM
Maprotilina 15 uM
Acetilsalicilico 2 mM
Amiodarona 25 uM
Ciclosporina 25 uM
Doxiciclina 250, 500 uM

Esteatosis Tamoxifen 20 pM
Metotrexato 200 pM
Tetracilina 200, 400 pyM
Tianeptine 1000 pM
Zidovudina 400 uM
Valproato 4,8 mM
Ibuprofeno 2 mM
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2.8.1.3 Hepatocitos humanos

Se utilizaron hepatocitos aislados de biopsia hepatica humana de
pequeiio tamafo (2-5g) mediante perfusion con colagenasa [242]. Una
vez aislados del tejido los hepatocitos se sembraron en placas de 3.5 cm
(7.5x10° células/placa) recubiertas con fibronectina/colageno tipo |
(Sigma-Aldrich, Madrid) y se cultivaron a 37 °C en una atmoésfera
humidificada (5% de CO2/95% de aire) [109,243-255] (Figura 2.17). El
medio de cultivo utilizado fue Ham’s F-12/Williams (1:1) (Gibco BRL,
Paisley, UK) complementado con suero de ternera al 2%, antibidticos
(penicilina 50 mU/ml, estreptomicina 50 pg/ml), albimina sérica bovina
0.1%, insulina 10 nM, transferrina 25 pg/ml, etanolamina 0.64 mM, acido
linoléico 7.2 pM, glucosa 17.5 mM y acido ascoérbico 6.14 mM. El medio
de cultivo se cambidé 1 h mas tarde para eliminar las células no adheridas
y a las 24 h se reemplaz6 con el mismo medio sin suero y con

dexametasona 10 nM [256].

Figura 2.17. Hepatocitos humanos en cultivo primario.

Para el estudio no dirigido de esteatosis inducida por farmacos en
hepatocitos humanos se utilizé la plataforma LC-MS. Para dicho estudio
se seleccionaron 12 compuestos (Tabla 2.5) en base a la informacion
disponible en la literatura [121-123,234-236]. Cada farmaco vy
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concentracion se ensay6 por duplicado. Las soluciones stock de los
compuestos se prepararon en DMSO y se diluyeron en medio de cultivo
recién preparado hasta obtener la concentracién final deseada.

Tras una pre-incubacion de 14 h con una mezcla de oleato y palmitato
(ver apartado 2.7.1.1), las células se trataron durante 24 h con los
compuestos de ensayo en un medio libre de acidos grasos y finalmente
se procesaron de acuerdo con los procedimientos descritos en el punto
2.8.2.

Tabla 2.5. Compuestos y concentraciones utilizadas en el estudio no dirigido de
hapatotoxicidad con hepatocitos humanos.

Clasificacion Compuesto Concentracion

Control DMSO  0.5%
Amitriptilina 50 uM

Citrato 500 uM
No esteatosis Clozapina 30 uM
Ketotifeno 75 uM

Clorpromacina 20 uM

Acetilsalicilico 2 mM

Doxiciclina 500 uM
Metotrexato 200 uyM
Esteatosis Tetracilina 400 uM
Tamoxifen 20 uM
Valproato 8 mM

Ciclosporina 25 uM

2.8.1.4 Hepatocitos de rata

Se utilizaron hepatocitos de rata obtenidos mediante perfusién in situ
del higado con colagenasa [257]. Las células recién aisladas se
sembraron en placas de 3.5 cm (7.5x10° células/placa) recubiertas con
fibronectina/colageno tipo 1) y se cultivaron utilizando el mismo
procedimiento que para los hepatocitos humanos (ver 2.7.1.3).

Tras 24 h de cultivo, los hepatocitos se trataron con cumene

hidroperéxido 500 puM durante 24h, un compuesto con reconocida
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capacidad para producir estrés oxidativo a nivel celular [258-261]. La
solucién stock del compuesto en estudio se prepard en DMSO y se diluyo
en medio de cultivo recién preparado hasta obtener la concentracién
final deseada. El ensayo se realizd por sextuplicado. Para el estudio
dirigido de marcadores de estrés oxidativo en hepatocitos de rata
solamente se empled la plataforma LC-MS. Tras el tratamiento se recogi6
el medio de cultivo y las células y finalmente se procesaron de acuerdo

con los procedimientos descritos en el punto 2.7.4.

2.8.2 Procesamiento de muestras

Tras los diferentes tratamientos, el medio de cultivo se retir6 por
aspiraciéon, y la monocapa celular se lavé con PBS. A continuacién, las
monocapas de células se congelaron mediante la adicion de N2 liquido y
se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento posterior. El analisis
dirigido de biomarcadores de estrés oxidativo se realiz6 también en el
sobrenadante de cultivo (medio extracelular). En este caso, y tras los
tratamientos con los inductores de estrés oxidativo, el medio de cultivo se
recogio por aspiracion e inmediatamente después se centrifugd (5 min,
3.000g) para eliminar restos celulares y se conservé a -80°c hasta su

procesamiento (ver apartado 2.7.4).

2.8.2.1 Analisis no dirigido LC-MS

El procesamiento y analisis de las muestras utilizado para la plataforma
LC-MS se basé en la aproximacion lipidomica-RP adaptada de la referencia
[209].

Las células se rascaron con 400 ulL de tampén fosfato salino (PBS) que
contenia 0.375 pg/mL de reserpina como Pl. El extracto celular se
trasvasdé a un tubo eppendorf limpio de 2 mL. Los posibles restos

celulares se recuperaron anadiendo otros 200 pL de la solucién de PBS
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con Pl y se junté con el volumen anterior. La suspensiéon celular obtenida
fue sometida a 3 ciclos de congelacion/descongelacion (N, liquido/
temperatura ambiente) para favorecer la lisis celular y la extraccion de
metabolitos. Una alicuota de 50 pL se mezclé con 100 uL de NaOH 0.66 N
para la determinacién posterior de proteina. Al resto del volumen se le
anadié6 1100 pL de una disolucién de metanol:cloroformo (1:2) que
contenia 0.01 pg/mL de terfenadina como Pl. Tras 3 ciclos de vortex
(3x10s), las muestras se incubaron durante 20 min a -20°C, centrifugando
posteriormente durante 10 min a 10.000 g y 4°C. La fase organica inferior
se transfirid6 a un nuevo tubo eppendorf y se volvié a extraer la fase
acuosa con 1100 pL de la disolucion de metanol:cloroformo (1:2) con
terfenadina y la fase organica inferior se juntdé con la recogida
anteriormente. Por Ultimo, 1 mL de la mezcla se evaporé a sequedad en el
speedvac y el residuo seco se guard6é a -80°C hasta su analisis.

El residuo seco se resuspendi6 en 75 pL de una disolucién de
metanol:cloroformo (3:1) que contenia 0.5 pg/mL de verapamil y 4 ug/mL
de LCD-d4 como Pl y se analizé utilizando la aproximacion lipidomico-RP

en modo ESI(+) con las condiciones indicadas en la secciéon 2.3.2.
2.8.2.2 Analisis no dirigido GC-MS

El procesamiento y analisis de las muestras utilizado para la plataforma
GC-MS se basé en el protocolo Fiehn de Agilent [210].

Se afadieron 500 pL de metanol frio a cada pocillo de cultivo y se
incub6 durante 5 min a -20°C. Las células se recogieron en este volumen y
la suspension celular se trasvasé a tubos eppendorf limpios. Se afadio
otros 500 pL de metanol frio a cada pocillo para recuperar los posibles
restos y se junt6 con el volumen anterior. La suspensién celular obtenida
fue sometida a 3 ciclos de congelacion/descongelacion (N, liquido/
temperatura ambiente) para favorecer la lisis celular y la extraccion de
metabolitos. Tras agitar en vortex y centrifugar (10 min, 10.000 g, 4°C),
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el sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf limpio.y las muestras
se trataron siguiendo el protocolo Fiehn que constaba de 3 etapas:
preparacion del extracto bioldgico, etapa de metoxiaminacion y etapa de
trimetilsililacion. A cada uno de los sobrenadantes se le afiadieron 5 pL de
una disolucion de 4acido miristico-d27 0.3 mg/mL preparada en
agua:metanol:isopropanol 2:5:2 (v/v/v) como PIl. Tras evaporacién a
sequedad, el residuo seco se resuspendié 5 pL de una disolucién de metil
estearato 0.25 mg/mL preparada en cloroformo como Pl (preparacion del
extracto biolégico). A continuaciéon se afadié 20 pL de metoxiamina
hidroclorada 20 mg/mL preparada en piridina, se agité en vortex y se
incub6 a 30°C con agitacion suave durante 90 min (etapa de
metoxiaminacion). Finalmente se afadié 90 pyL de una disolucion de N-
metil-N-trimetiltrifluoroacetamida con 1% de trimetilclorosilano (MSTFA +
1% TMCS), se agité en vortex y se incub6 agitando suavemente a 37°C
durante 30 min (etapa de trimetilsililacion).

Las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se analizaron

utilizando las condiciones indicadas en la seccion 2.4.

2.9 Estudios in vivo en ratas

2.9.1 Tratamiento de los animales y disefio experimental

Se utilizaron ratas OFA macho de seis semanas de edad (200-240 g) de
Charles River (Barcelona, Espafa) (Figura 2.18) aclimatadas a las
condiciones del laboratorio durante al menos 7 dias. Los animales fueron
alojados en jaulas de dos en dos en una habitacion mantenida a 21-25
°C, 30-70% de humedad y un ciclo de luz-oscuridad de 12 h. A cada
animal se le permitia el libre acceso al agua y la dieta. Todas las
manipulaciones se realizaron de acuerdo a la normativa vigente sobre el

uso de animales de experimentacion y los procedimientos utilizados
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fueron aprobados previamente por el comité de evaluacién ética y

bienestar animal de la institucion.

Figura 2.18. Rata OFA

Tratamiento con tetraciclina y dieta esteatosica

Se utilizaron 32 animales distribuidos en 4 grupos: 1) - Dieta control; 2)
Dieta hipercalédrica; 3) Dieta control + tetraciclina; y 4) Dieta hipercalorica
+ tetraciclina.

La duracién total del procedimiento fue de 4 semanas. A lo largo de
todo el experimento se realizaron exploraciones fisicas del animal y
observaciones de su comportamiento y se control6 el peso del animal y
del alimento ingerido. Seglin el grupo de tratamiento, las ratas fueron
alimentadas ad libitum durante este periodo con una dieta estandar de
mantenimiento (dieta control) o con una dieta hipercalérica. Como dieta
control se utilizé la Dieta Teklad global rodent diet 2016 (Teklad Harlan,
Barcelona, Espana) de 3kcal/g y un contenido aproximado del 16% de
proteina, 4% de grasa y bajo o nulo contenido en colesterol. Como
alternativa se utilizo la dieta hipercalérica rica en grasas (equivalente en
su composicién a la conocida como “western diet”) Teklad TD.88137
(Teklad Harlan, Barcelona, Espana) de 4,5 kcal/g y que contenia
aproximadamente 17% de proteina, 20% de grasa, 0,2% de colesterol. Los

cuatro dias antes de su sacrificio, las ratas fueron tratadas con
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tetraciclina (2g/Kg/dia) o vehiculo (metilcelulosa 0.5%) administrados
oralmente como una Unica dosis diaria. Los animales se sacrificaron 24 h

después de la ultima administracion del firmaco/vehiculo.

Tratamiento con paracetamol

Se utilizaron 16 animales distribuidos en 2 grupos: 1) Control y 2)
Tratamiento con paracetamol. Las ratas fueron alimentadas ad libitum
con una dieta estandar de mantenimiento. A los animales tratados con
paracetamol se les administr6 oralmente durante dos dias consecutivos
una dosis 1g/Kg/dia del farmaco disuelto en metilcelulosa al 0.5%. Los
animales control recibieron un tratamiento equivalente con el vehiculo
(metilcelulosa 0.5%). Los animales fueron sacrificados 24 h después de
la tltima administracion del farmaco/vehiculo.

Las ratas se sacrificaron tras anestesia con tiobarbital sodico
(0,1g/kg). La sangre se recogid por puncion cardiaca y tras la
coagulacion y centrifugacion (1.000 g durante 10 min a 4 °C), las
muestras de suero se alicuotaron y se almacenaron a -80 °C hasta su
analisis por LC-MS y GC-MS. Una alicuota se utilizé para obtener la
bioquimica sérica y la actividad enzimatica utilizando los procedimientos
estandar del laboratorio. Tras extraer el higado y enjuagarlo con PBS, se
dividio en pequefas porciones que se congelaron inmediatamente en N,

liquido y se almacenaron a -80 °C hasta el analisis.
2.9.2 Procesamiento de muestras

Tras los diferentes tratamientos, las muestras de suero y tejido
hepatico se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento posterior. El
anadlisis dirigido de biomarcadores de estrés oxidativo se realizd
s6lamente en las muestras del estudio con paracetamol (ver apartado
2.7.4).
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2.9.2.1 Analisis no dirigido LC-MS

Muestras de tejido hepdtico

Se pesaron aproximadamente 100 mg de tejido congelado de cada
muestra en un tubo Precellys de 2 mL que contenia bolas ceramicas
CK14. Por cada 1g de tejido, se anadieron 5.25 mL de una mezcla
metanol:agua (4:1.25) que contenia reserpina (2.5 pg/mL) vy
sulfadimetoxina (1 pg/mL) como PIl. El tejido se homogeneizé dos veces
durante 25 s a 6.500 rpm a 4 °C en un sistema dual Precellys 24.
Después de la centrifugacion (10.000 g, 5 min, 4 °C), el sobrenadante se
transfirié a un tubo limpio. Se realizé una segunda extraccién con 5.25
mL/g de tejido de la disolucién anterior para recoger posibles restos que
quedasen en el tubo. Se junté con el volumen anteriormente recogido, se
centrifugo (10 min a 10.000 g, 4 °C) y se paso el sobrenadante limpio a
un nuevo tubo. Por dltimo, se almacené a -80 °C hasta su posterior
procesamiento.

Una alicuota de 100 pL del extracto anterior se transfirié a un tubo
limpio y se evapor6 hasta sequedad utilizando el SpeedVac. El residuo
seco se almacendé a -80 °C hasta su andlisis. Una vez descongelado el
residuo se resuspendié en 100 pL de agua:metanol (1:1) que contenia
0,5 pg/mL de verapamil y 5 ug/mL de terfenadina (para ESI+), y LCA-d4 2
UM y GCA-d4 1 uM ( para ESI-) como PI. Después de centrifugar (10 min,
10000 g, 4 °C), el sobrenadante fue transferido a una placa de 96
pocillos y se analizé6 por LC-MS utilizando las condiciones de andlisis
genérico-RP en modo ESI (+) y ESI (-) (Seccion 2.3.1).

Otra alicuota de 100 pL del extracto se transfirié a un tubo limpio y se
evapord hasta sequedad utilizando el SpeedVac. El residuo seco se
almacené a -80 °C hasta su analisis. El residuo se resuspendi6é en 100 pL
de acetonitrilo:agua (70:30) que contenia 40 pug/mL de Phe-D5, 20
pug/mL de 8-BrAMP y 10 pg/mL de Val-Tyr-Val como Pl y se analizo
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utilizando la aproximacion HILIC en ambos modos, ESI (+) y ESI (-)
(Seccion 2.3.3).

Por otro lado, otra muestra de tejido congelado de aproximadamente
5-10 mg se colocd en un tubo Precellys de 2 mL que contenia bolas
ceramicas CK14. Por cada 5 mg de tejido, se afiadieron 200 pyL de PBS
que contenia rifampicina 5 pg/mL como PI. El tejido se homogeneizé dos
veces (25 s, 6.500 rpm, 4 °C) en un sistema dual Precellys 24 y tras
centrifugacién (10.000 g, 5 min, 4 °C), el sobrenadante se transfirié a un
tubo limpio. Por cada 5 mg de tejido se afadieron 500 pL de una
disolucién de cloroformo:metanol (2:1) y se vorte6 (3x30s). Se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 30 min y se centrifug6 (10 min,
10.000 g, 4 °C). Se transfirio la fase organica (inferior) a un nuevo tubo
limpio. Por dltimo, se almacen6 a -80 °C hasta su posterior
procesamiento. A una alicuota de 100 pL se le afadieron 10 pL de una
disolucién de metanol que contenia terfenadina 0.25 pg/mL como Pl y se
analizé utilizando la aproximacion lipidémica-RP en modo ESI (+) (Seccion
2.3.2).

Muestras de suero

Para el analisis genérico-RP, se mezclé una alicuota de 50 pL de suero
con 150 pL de metanol frio que contenia reserpina (0,8 pg/mL) y
sulfadimetoxina (0,3 pg/mL) como Pl. Después de agitar en vértex
(3x10s), las muestras se dejaron en reposo a -20 °C durante 30 min y se
centrifugaron (10 min, 10.000 g, 4 °C). El sobrenadante fue transferido a
un tubo limpio y se evapor6 a sequedad. El residuo seco se almacené a -
80 °C hasta su analisis. El residuo se resuspendié en 50 pL de
agua:metanol (1:1) que contenia 0,5 pg/mL de verapamil y 5 pg/mL de
terfenadina (para ESI+), y LCA-d4 2 uM y GCA-d4 1 uM ( para ESI-) como
Pl. Después de la centrifugacion (10 min, 10.000 g, 4 °C), el

sobrenadante fue transferido a una placa de HPLC de 96 pocillos y se
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analiz6 usando las condiciones de analisis genérico-RP en modo ESI (+) y
ESI (-) (Seccion 2.3.1).

Para el analisis lipidomico-RP, una alicuota de 10 pL de suero se
mezclé con 40 pL de PBS que contenia 5 ug/mL de rifampicina como PI.
Se afadieron 250 pL de una disoluciéon de cloroformo:metanol y se agit6
en vortex (3x30s). Las muestras se dejaron reposar a temperatura
ambiente durante 30 min y se centrifugaron (10 min, 10.000 g, 4 °C).
Una alicuota de 100 pL de la fase organica inferior se transfirié a una
placa HPLC de 96 pocillos y se afadieron 10 pL de una disolucién de
0.25 pg/mL de terfenadina en metanol como Pl. El andlisis se realiz6

utilizando la aproximacion lipidomica-RP en modo ESI (+) (Seccion 2.3.2).

2.9.2.2 Analisis no dirigido GC-MS

Muestras de tejido hepdtico

El procesamiento y analisis de las muestras de tejido hepatico para la
plataforma GC-MS se basé en el protocolo Fiehn de Agilent [210] y la
referencia [262].

Se pesaron aproximadamente 100 mg de tejido congelado de cada
muestra en un tubo Precellys de 2 ml que contenia bolas cerdmicas CK14.
Por cada 100 mg de tejido se anadieron 500 pL de una disolucion de
cloroformo:metanol:agua (1:2:1, v/v/v) y se agité en vortex durante 10 s.
Se homogeneizaron las muestras por duplicado durante 25 segundos a
6500 rpm y 4 °C en un sistema dual Precellys 24. Se centrifugd durante 5
min a 10.000 g y 4 °C y se pas6 el sobrenadante a un tubo limpio. Se
procedi6 a una segunda extraccion con 500 pL de la disolucién de
cloroformo:metanol:agua por cada 100 mg de tejido como en el paso
anterior y el sobrenadante se pasdé a otro tubo limpio diferente.
Finalmente los extractos se congelaron a -80 °C hasta su procesamiento.

Se cogieron 150 pL de cada uno de los dos extractos y se llevaron a un

mismo tubo para proceder con el método Fiehn explicado en la seccién
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2.8.2.2. Las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se

analizaron utilizando las condiciones indicadas en la secciéon 2.4.

Muestras de suero

El procesamiento y analisis de las muestras de suero para la plataforma
GC-MS se basé en el protocolo Fiehn de Agilent [210].

Se cogieron 200 pL de suero y se afadieron 600 pL de metanol frio. Se
dejaron incubar las muestras durante 15 min a -20 °C, se agit6 en vortex
durante 10 s y se centrifugaron durante 10 min a 10.000 g y 4 °C.
Finalmente se pas6 el sobrenadante a un tubo limpio para proceder con el
método Fiehn explicado en la seccidon 2.8.2.2. Las muestras se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se analizaron utilizando las condiciones

indicadas en la seccion 2.4.

2.10 Estudios en muestras humanas

En todos los casos las muestras de tejido hepatico y de sangre fueron
recogidas por personal cualificado del centro correspondiente. Las
muestras de tejido hepatico se obtuvieron del Banco de Higados del
Hospital La Fe (UHE-LAFE/CIBERehd, Valencia, Espana) y las muestras de
sangre de la Unidad de Hepatologia y Transplante Hepatico del Hospital
La Fe. El suero, obtenido mediante coagulacién a temperatura ambiente y
centrifugacién, y las muestras de higado, se congelaron a -80°C hasta su
procesamiento. Todas las muestras se recogieron mediante

consentimiento informado y previa aprobaciéon del comité ético.

2.10.1 Analisis no dirigido GC-MS

Se recogieron sueros de 10 pacientes diagnosticados con EHNA,

mediante biopsia hepatica y scan, y de 10 sujetos sanos (grupo control)
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con el objetivo de observar las diferencias metabdlicas entre ambos
grupos.

Se realizé un analisis no dirigido de las muestras por la plataforma GC-
MS en base al protocolo Fiehn de Agilent [210]. A 200 pL de suero se
anadieron 600 pL de metanol frio. Tras mantener las muestras durante
15 min a -20 °C, se agitaron en vortex durante 10 s y se centrifugaron
(10 min, 10.000 g, 4 °C). Finalmente se pas6 el sobrenadante a un tubo
limpio para proceder con el método Fiehn explicado en la seccion
2.8.2.2. Las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se

analizaron utilizando las condiciones indicadas en la seccion 2.4.

2.10.2 Analisis no dirigido LC-MS

Se recogieron sueros de 48 pacientes diagnosticados con distintos
grados de EHNA y de 15 sujetos sanos (grupo control) con el objetivo de
observar las diferencias metabélicas entre ambos grupos.

Para la clasificacién de los pacientes se usé el sistema de Kleiner [51],
método mas usado y aceptado a nivel global para la graduacién de la
EHGNA. Dicho método tiene en cuenta el grado de esteatosis,
inflamacion lobulillar y balonizacién del tejido para obtener un valor que
determine si la muestra es considerada como No EHNA, Intermedia o
EHNA (Figura 2.19).
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Grado de esteatosis (0-3)

Inflamacion lobulillar (0-3)

Balonizacion (0-2)

k<5% 0: Minguna 0: Nada
1:5-33% 1: Leve 1: Poca
2:34-66% 2: Moderada 2: Mucha/Destacada
3:>066% 3:Marcada
0-2 No NASH

3 - 4 Indeterminado

—>

Puntuacion NAS

5-8NASH

Figura 2.19. Clasificacion de Kleiner para el grado de NAS obtenido como suma
de los valores de esteatosis, inflamacion lobulillar y balonizacion.

Las muestras se analizaron siguiendo la metodologia y bajo las

condiciones RP e HILIC indicadas en la seccion 2.3.

2.10.3 Analisis dirigido de biomarcadores de estrés oxidativo

Se recogieron 33 muestras de tejido hepatico clasificadas como EHNA
(n=16) y control (n=17) y 17 muestras de suero clasificadas como EHNA
(n=10) y control (n=7). El diagnoéstico de la EHNA se realiz6 mediante
biopsia hepatica y scan. Para llevar a cabo el andlisis dirigido de
biomarcadores de estrés oxidativo, las muestras se procesaron de

acuerdo con los procedimientos descritos en la seccion 2.7.4.
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2.10.4 Estudio del acido oftalmico como nuevo biomarcador sérico
para el diagnostico de EHNA

Realizamos dos estudios en paralelo: i) Cohorte 1: pacientes sin
obesidad morbida y con diferentes grados de EHNA vy ii) Cohorte 2:
pacientes con obesidad mérbida que presentaban distintos grados de
EHNA (Tabla 2.6).

Tabla 2.6. Muestras de suero humano analizadas para la determinacion de acido
oftdlmico en la cohorte 1 y cohorte 2.

N° de muestras N° de muestras
Clasificacion cohorte 1 cohorte 2
Control 14 19
No EHNA (NAS 0-2) 8 23
Indeterminado (NAS 3-4) 12 28
EHNA (NAS 5-8) 21 15

Todas las muestras de suero se analizaron y procesaron segun el

protocolo de estrés oxidativo descrito en la secciéon 2.7.4 [70].
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3.1 Estrategias para asegurar la calidad del analisis

metabolomico no dirigido

La principal premisa en un estudio metabolémico es que los niveles de
metabolitos detectados reflejen el estado biolégico del sistema bajo
estudio. Con el fin de asegurar el cumplimiento de esta premisa, se
implanté una estrategia para asegurar la calidad en la preparacion y el
analisis de las muestras, asi como para asegurar la calidad de los
resultados obtenidos y minimizar y detectar cualquier fuente de
variacion no relacionada con la naturaleza biolégica de las muestras
[189,213]. Esto se ha conseguido mediante la adicion de Pl a la muestras
problemas, la inclusién de QC de muestras (pools de muestra) y blancos
de muestras, un disefio cuidadoso del proceso de adquisicién de las
muestras y una minuciosa limpieza y mantenimiento del equipo antes y
después de cada uno de los analisis.

Se incorporaron diferentes Pl a las muestras en diferentes etapas del
procesado de las muestras, por ejemplo durante la homogenizacion y
preparacion de las muestras en el andlisis LC-MS, o durante la
preparacion y derivatizacion de las muestras en GC-MS. Estos Pl tienen
una doble funcion, por un lado los niveles de Pl son usados para evaluar
la eficiencia en la extraccion del metaboloma y para cuantificar una
posible pérdida de muestra durante el procesado de la misma, por otro
lado, el PI también sirve para supervisar, dentro de las muestras
problema, la robustez del analisis con respecto a los aspectos de la
cromatografia (RT y forma del pico) y la deteccion (exactitud de la masa
y area del pico). En el apartado de Metodologia se proporciona
informacion detallada sobre los Pl empleados en cada tipo de muestray
condicién analitica.

Los blancos de muestras fueron procesados como las muestras
problemas, pero sin adicionar matriz biolégica. El objetivo es detectar

cualquier ién contaminante proveniente del procesado de muestras o del
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analisis de las mismas. Los QC de las muestras se obtuvieron haciendo
un pool de las muestras que se iban a analizar y se usaron para asegurar
un correcto funcionamiento del equipo y del andlisis.

También se tuvieron en cuenta las siguientes consideraciones a la hora
de analizar cada bloque o cola de muestras: i) Como la exactitud de la
masa y la reproducibilidad de la respuesta puede verse comprometida
por tiempos de analisis largos, el tiempo total de analisis para cada
bloque de muestras se limité a 48h para andlisis LC-MS y a 24h para
analisis GC-MS, debido a que la estabilidad de las muestras derivatizadas
era menor [263,264]; ii) Los QC de muestras se inyectaron 6 veces antes
de empezar el andlisis de las muestras en analisis LC-MS y 5 veces en
analisis GC-MS, tanto para acondicionar la columna como para verificar el
correcto funcionamientos del equipo; iii) Los QC y los blancos se
intercalaron en la cola de muestra de la siguiente manera: 1 QC cada 15
muestras problema y 1 blanco cada 10 muestras problema para andlisis
LC-MS y 1 QC cada 5 muestras problema y 1 blanco cada 10 muestras
problemas para andlisis GC-MS; iv) Las muestras fueron analizadas en
orden aleatorio pero divididas en bloques representativos (por ejemplo,
bloques con el mismo numero de muestras pertenecientes a las
diferentes clases) [265]; y v) Al finalizar la cola de muestras se analizaba
un blanco y un QC por duplicado. El disefio de andlisis de la cola de
muestras esta ejemplificado en la Figura 3.1.

Para testar el funcionamiento del espectrémetro, se calculé la RSD del
RT, area del pico y exactitud de la masa de cada uno de los Pl tanto en
las muestras problema como en los QC. Los valores de RSD permitidos
para el area de pico y el tiempo de retenciéon fueron del 15% y 1%
respectivamente, mientras que el error de masa permitido fue del 5 ppm.
Estos criterios fueron seleccionados siguiendo el criterio descrito por la
guia para la industria de la FDA para la validacion de métodos
bioanaliticos [228]. Ademas, el funcionamiento analitico también se

evalu6é mediante PCA.

148



Resultados

Muestras problema
Clase1 Clase2 Qc Blancos

1Qc/ 15 muestras

1Blanco/ 10 muestras Blogue de muestras aleatorio

Repetir (n veces)
6
! |‘ No superar 48 horas - LC'MS

_1Blanco/ 10 muestras
Qg¢/ 5 muestras Bloque de muestras aleatorio

Repetir (n veces) -
‘l || |‘ No superar 24 horas GC'MS

Figura 3.1. Ejemplo de una cola de analisis de muestras para el estudio
metabolémico no dirigido en LC-MS y GC-MS. Las muestras problema estan
distribuidas en bloques representativos y puestas de forma aleatoria. Los QC y
los blancos estan intercalados durante toda la cola de muestras.

Las muestras agrupadas de manera conjunta tienen un patron
metabdlico (variables) mas similar que las que estan mas separadas. Por
tanto, todas las muestras pertenecientes a una misma clase (muestras
problema, QC, blancos...) deben estar supuestamente agrupadas y
separadas de las muestras pertenecientes a otras clases. Esto quiere
decir pues, que una correcta agrupacion de las muestras es indicativa de
un buen funcionamiento del sistema UPLC-QTof/GC-QTof.

Para mostrar un ejemplo, la Figura 3.2 muestra los valores del area,
exactitud de masa y tiempo de retencién para los Pl sulfadimetoxina y
reserpina, bajo las condiciones UPLC-MS de analisis genérico RP en ESI
(+), para todas las muestras incluidas en un analisis de ejemplo. Todos

los valores obtenidos estan dentro de los valores de aceptacion.
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Figura 3.2. A) Area de pico, B) error de masa y C) tiempo de retencién para los Pl
sulfadimetoxina y reserpina afiadidos en las muestra problema. Cada diagrama
muestra los valores para todas las muestras problema analizadas bajo las
condiciones UPLC-MS de analisis genérico RP en ESI (+). Las lineas rojas indican el
criterio de aceptacion para cada parametro: 15% de desviacidon para el area, 1%
de desviacion para el RT y 5 ppm para el error de masa.
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Para investigar la relacion existente entre las distintas clases de
muestras (muestras problema, QC y blancos), se llevd a cabo un PCA
(Figura 3.3). Todas las muestras de una misma clase se agruparon
conjuntamente y fueron separadas del otro tipo de muestras, indicando

un buen funcionamiento del sistema durante el analisis.

Scores Plot

~ @ Blancos

Muestras C@
roblema
P ©

pC2

0.2
)

0.4

PC1

Figura 3.3. Diagrama de scores del PCA. Muestra la relaciéon natural entre las
diferentes clases de muestras (muestras problema, QC y blancos) incluidos en un
analisis de ejemplo. Cada punto en el diagrama de scores representa toda la
informacién proporcionada por las variables medidas. UPLC-MS de analisis
genérico RP en ESI (+). Azul: Muestras problema; Verde: QC; Rojo: Blancos.

Esta estrategia, para asegurar la calidad del analisis, constituye un
método sencillo para evaluar el funcionamiento del sistema antes,
durante y después del proceso de adquisicion de las muestras problema.
El chequeo pre-inyeccion estd disefiado para asegurar que el sistema se
encuentra en unas condiciones 6ptimas antes de comenzar el analisis o
al finalizar la preparacién de las muestras problema. Todos los

parametros (area de pico de los Pl, RT, simetria del pico, exactitud de
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masa, perfil global de los QC...) son chequeados durante la adquisicion
de las muestras. Por tanto, si se detecta un problema, puede detenerse
el analisis y las muestras pueden ser almacenadas de manera adecuada,
previniendo la inyecciéon o degradacién de las mismas. Finalmente, los
chequeos post-inyeccion son la evaluacién final previa al analisis de los
datos, evitando una pérdida de tiempo en el procesado de muestras o
bloques de analisis que no cumplen con los estandares de calidad.
Ademas, la incorporacién del analisis especifico de los Pl, es una
herramienta de ayuda en la normalizaciéon de los datos analizados, ya
que los niveles de Pl reflejan las diferencias entre muestras relacionadas
con aspectos como el volumen de inyecciéon, pérdidas de volumen
durante el procesado de muestras, deteccion de sensibilidad...[167].
Publicaciones recientes han resaltado la importancia de emplear
estrategias para que aseguren la calidad en estudios metabolémicos por
MS [167,208,263,266]. Las estrategias mas comunes para verificar el
correcto funcionamiento de los sistemas LC-MS y GC-MS incluyen el uso
de QC vy la adicion de PI. Sin embargo, dichas estrategias estan centradas
en chequear el funcionamiento del sistema antes de empezar el analisis
y una vez finalizado. La estrategia aqui descrita tiene el valor afiadido de
incluir un chequeo directo del instrumento, ya que los parametros
pueden ser evaluados durante la adquisicion, que es especialmente
importante cuando el tamafio de muestra es limitado, permitiendo

prevenir el consumo o degradacion de las muestras.

3.2 Estudios In Vitro. Esteatosis inducida por farmacos

en modelos celulares

3.2.1 Células HepaRG

Las células HepaRG son un modelo muy prometedor para el estudio in

vitro de los potenciales efectos toxicos asociados a farmacos [124,125],
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por lo que decidimos utilizarlas como modelo para estudiar la esteatosis
inducida por farmacos mediante aproximaciones metabolémicas. Dado
que dichas células no habian sido utilizadas previamente con esta
finalidad, planteamos un estudio exploratorio para el que se
seleccionaron compuestos esteatdsicos y no esteatdsicos. Se testé una
Unica concentracién de los mismos (salvo algunas excepciones, donde se
pudieron testar dos concentraciones). En todos los casos, se utilizaron
concentraciones de farmacos que previamente se habia comprobado que
no afectaban a la viabilidad celular (por debajo de la IC10) [89,267].
Ademas se exploraron dos condiciones experimentales: i) células
HepaRG preincubadas con oleato y palmitato (lo que llamaremos con
recarga lipidica (RL)) y ii) células mantenidas en medio control (lo que
llamaremos sin recarga lipidica (sin RL)). El objetivo era comprobar el
posible efecto de dicha RL previa sobre la respuesta de las células
HepaRG a los compuestos esteatésicos, tal y como ocurre en otro tipo de
modelos celulares [233,268]. Para el andlisis del perfil metabdlico de
dichas muestras se empled la plataforma GC-MS.

En el estudio de la esteatosis inducida por farmacos en células HepaRG
con RL se usaron 11 compuestos incluyendo farmacos esteatésicos y no
esteatdsicos: amitriptilina, citrato, sorbitol, ketotifeno y maproptilina
como compuestos no esteatosicos; acetilsalicilico, doxiciclina,
metotrexato, tetraciclina, tianeptina y valproato como compuestos
esteatdsicos. En el estudio en células HepaRG sin RL se usaron 20
compuestos incluyendo farmacos esteatdésicos y no esteatdsicos:
amitriptilina, citrato, gentamicina, sorbitol, ketotifeno, clorpromazina,
amikacina, clozapina, tilorona y maproptilina como compuestos no
esteatosicos; acetilsalicilico, amiodarona, ciclosporina, doxiciclina,
tamoxifen, metotrexato, tetraciclina, zidovudina, valproato e ibuprofeno
como compuestos esteatésicos. El resumen de los compuestos y las

concentraciones usadas para cada uno puede verse en la Tabla 2.3.
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El estudio por GC-MS permiti6é la deteccién de 103 variables (después
de eliminar aquellas carentes de informacion) en las células recargadas
lipidicamente, y 73 variables en las no recargadas. Por lo tanto, el
numero de variables detectadas aumento6 al usar RL.

El analisis multivariante de estos datos por PLS-DA ofrecié6 una
separacion evidente entre los dos grupos de muestras (compuestos
esteatodsicos y no esteatdsicos) en el caso del estudio llevado a cabo con
RL, sin ningun solapamiento entre las muestras usando sélo 2 CP. En el
estudio sin RL la separacién de grupos con 2 CP fue correcta aunque no
tan evidente como en el caso de las muestras cargadas lipidicamente y
fueron necesarios 3 CP para obtener una mejor separacion (Figura 3.4).

El ajuste del modelo del modelo, se llevé a cabo mediante CV. R? indica
lo bien que el modelo explica la varianza de los datos (bondad del
ajuste) y Q? indica la capacidad predictiva del modelo (bondad de la
prediccion), siendo mejor cuanto mas cerca de 1 tanto para R> como para
Q’. En la Tabla 3.1 pueden verse los valores obtenidos para estos
parametros, tanto para el modelo PLS-DA con 2 CP de las células HepaRG
con RL como para el modelo PLS-DA con 3 CP de las células HepaRG sin
RL. Pese a que en los dos casos los valores de R? son aceptables, los
valores de Q? no son tan buenos. Sin embargo, con RL se observan
mejores resultados (tanto para R? como para Q? en la CV. Por tanto, el
modelo obtenido por PLS-DA es mejor cuando se usa RL en las células
HepaRG, explicando mejor la variabilidad de las variables y siendo un
modelo mas predictivo.

Tras la identificacion de los posibles marcadores (81 en las HepaRG
con RL y 63 sin RL), empleamos el criterio VIP>1 para seleccionar
aquellas variables con mayor peso en el modelo y por tanto mas
discriminantes. Se seleccionaron 27 y 18 metabolitos, respectivamente,
siendo comunes sélo 7 de ellos. En ambos casos estos compuestos
fueron en su mayoria aminoacidos y acidos organicos (Tabla 3.2 y Tabla
3.3).
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Figura 3.4. A) Diagrama de scores con dos componentes principales y B) con
tres componentes principales del analisis PLS-DA realizado sobre las muestras de
células HepaRG con recarga lipidica (superior) y sin recarga lipidica (inferior)
analizadas por GC-MS. Verde: Muestras tratadas con fdrmacos control; Rojo:
Muestras tratadas con farmacos esteatdsicos.

Tabla 3.1. Validaciéon cruzada del modelo PLS-DA obtenido para las muestras de
células HepaRG con recarga (2CP) y sin recarga lipidica (3CP) analizadas por GC-
MS.

HepaRG con RL HepaRG sin RL

PLS-DA (2 CP) PLS-DA (3 CP)

RZ QZ RZ QZ
0.87 0.22 0.83 0.08
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Tabla 3.2. Variables identificadas con un VIP>1 en el andlisis de muestras de
células HepaRG con recarga y sin recarga lipidica analizadas por GC-MS.

HepaRG con recarga lipidica

Compuesto VIP [S/C p-valor
a-D-Glucopyranose 1.89 [0.689 [0.08
(2,3-Diphenylcyclopropyl)methylphenyl 1.15 | 0.65 0.14
1,2,3-Propanetricarboxylic acid 1.54 |1.53 0.06
1-Monooleoylglycerol 1.42 (0.83 0.19
3-(2-Hydroxyethyl)imidazole-2-thione 1.78 0.9 0.4
5-Methyluridine 1.00 {0.9 0.2
6-Chloro-4-phenyl-2-propylquinoline 1.79 10.80 0.14
Adenosine 1.17 12.05 0.14
Butanal 1.39 1.0 0.9
Butanedioic acid 1.23 11.18 0.09
cis-9-Hexadecenoic acid 1.06 10.9 0.4
Coumarine 1.29 10.43 0.17
Dipropylacetic acid 1.67 |0.78 0.06
D-Lactose 1.13 10.63 |0.16
DL-Ornithine 1.49 [1.27 0.08
Ethanimidic acid 1.06 |1.1 0.3
Glycine 1.18 |0.94 0.07
L-Isoleucine 1.50 |1.564 [0.011
L-Leucine 1.47 11.53 0.02
L-Proline 1.73 [1.24 0.11
L-Threonine 1.64 1.1 0.4
L-Valine 1.54 [1.530 |0.009
N-a-Acetyl-L-Lysine 1.11 (1.1 0.3
Pantothenic acid 1.39 |1.2 0.5
Phenylalanine 1.21 |0.58 0.05
Tris(hydroxymethyl)aminomethane 1.42 10.70 0.06
Tyrosine 1.73 [1.39 0.05

Continda en la pagina siguiente
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HepaRG sin recarga lipidica

Compuesto VIP |[S/C' | p-valor
(2,3-Diphenylcyclopropyl)methyl phenyl 1.90 (0.73 [0.08
1-Monooleoylglycerol 2.17 0.72 |0.06
3-(2-Hydroxyethyl)imidazole-2-thione 1.66 0.9 0.5
5-Methyluridine 1.30 (0.8 0.6
Aminomalonic acid 1.92 (1.2 0.5
Benzoic acid 1.08 |3.88 [0.16
D-Lactose 1.08 (0.7 0.3
DL-Ornithine 1.63 10.45 |0.04
D-Mannose 1.23 10.40 [0.13
L-Alanine 1.11 |0.6 0.2
L-Aspartic acid 2.40 [1.0 0.8
L-Glutamine 1.61 |0.35 [0.05
Propanoic acid 1.06 |1.54 |0.08
p-Tolyl-B-D-glucuronide 1.14 (0.8 [0.2
Serine 1.43 [0.71 [0.04
Xylitol 1.21 [1.0 0.3
a-D-Glucopyranose 2.14 |1.2 0.4
B-Alanine 1.81 0.6 (0.3

'Cociente de intensidades entre muestras esteatésicas/muestras control.
2El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.

Tabla 3.3. Variables comunes identificadas con un VIP>1len el analisis de
muestras de células HepaRG con recarga y sin recarga lipidica analizadas por GC-

MS.

HepaRG con y sin recarga lipidica

1-Monooleoylglycerol

5-Methyluridine
D-Lactose
DL-Ornithine
a-D-Glucopyranose

3-(2-Hydroxyethyl)imidazole-2-thione

(2,3-Diphenylcyclopropyl)methyl phenyl sulfoxide

La recarga lipidica inducida por la incubacion de las células con

concentraciones bajas de acidos grasos (palmitato y oleato) de forma

previa al tratamiento con los fAirmacos parece, por tanto, ser un modelo
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mas adecuado para el estudio de los cambios metabolicos inducidos por
los compuestos esteatdosicos sobre las células HepaRG. Este
procedimiento ya se habia descrito como una forma rapida y eficaz de
estimular la acumulacion de lipidos en células hepaticas en cultivo y
acelerar el dafo celular inducido por farmacos esteatogénicos [121,251].
En vista de los resultados obtenidos, decidimos continuar sélo con el
estudio de las muestras de HepaRG con RL, e incorporar la recarga de
lipidos en todos los experimentos posteriores.

En el analisis no supervisado conocido como Heatmap de las células
HepaRG con RL, llevado a cabo usando las variables identificadas, se
puede observar cémo se encuentran alterados distintos metabolitos
segun la naturaleza de los farmacos. En esta figura, la intensidad de los
tonos azules indica niveles mas bajos de cada uno de los metabolitos,
mientras que tonos rojos indican niveles mas altos de cada uno de los
metabolitos (Figura 3.5).

En el dendograma observamos un agrupamiento de clases no 6ptimo
al no separarase dos grupos de forma clara. Por tanto, podemos concluir
que no hay un patrén metabodlico que diferencie de un modo claro las
clases, aunque si que se observe una alteracién en el metabolismo de los
aminoacidos, con cambios significativos.

Las principales alteraciones encontradas en el estudio con células
HepaRG con RL, fueron el incremento significativo en los niveles de
algunos aminodacidos ramificados, tales como valina, leucina e isoleucina
(Figura 3.6).
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Figura 3.5. Heatmap realizado sobre las muestras de células HepaRG con
recarga lipidica analizadas por GC-MS. Distancia Euclidea. Verde: Muestras
tratadas con farmacos control; Rojo: Muestras tratadas con farmacos
esteatosicos.
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Figura 3.6. Diagramas de cajas mostrando los cambios mas importantes
asociados al tratamiento con farmacos esteatésicos en células HepaRG con
recarga lipidica analizadas mediante la estrategia de analisis metabolomico no
dirigido usando la plataforma GC-MS. Los valores estan expresados como
intensidad relativa. Las cajas denotan los rangos intercuartilicos, las lineas
denotan las medianas y los bigotes denotan los percentiles 10 y 90. El valor
estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.*p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001.
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Para contextualizar los cambios metabélicos en un entorno bioldgico,
se hizo un analisis de enriquecimiento funcional que revel6 que las rutas
metabolicas significativamente alteradas fueron: i) la biosintesis de
proteinas, ii) metabolismo de la fenilalanina y la tirosina y iii) la

degradacién de la valina, leucina e isoleucina (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Rutas metabdlicas alteradas obtenidas mediante un andlisis de
enriquecimiento funcional de las células HepaRG analizadas por GC-MS.

Ruta metabdlica Total Hits p-valor
Biosintesis de proteinas 19 7 4.32E-08
Metabolismo de la fenilalanina y tirosina 13 2 0.0337
Degradacion de la valina, leucina e isoluecina 36 3 0.0457

3.2.2 Células HepG2

Si bien las HepaRG son el modelo mas cercano a los hepatocitos en
cultivo, plantean ciertos inconvenientes a la hora de su uso en rutina, ya
que para obtener las HepaRG diferenciadas se requiere tiempos de
cultivo bastante prolongados (4 semanas). Por ello, exploramos un
modelo alternativo como es la linea celular HepG2 que, a pesar de ser
células menos diferenciadas que la HepaRG, son un modelo mas
manejable y constituyen un modelo ampliamente utilizado en el campo
de la toxicologia [121-123]. En nuestro laboratorio estas células han sido
utilizadas con éxito para el estudio de la esteatosis inducida por
farmacos mediante otras aproximaciones moleculares, tales como HCS
(High Content Screening) y transcriptémica [121,122,269].

Los experimentos se hicieron con recarga de lipidos (tal y como
habiamos concluido del experimento con células HepaRG descrito en la
seccion 3.2.1). Se estudiaron 25 compuestos: amitriptilina, citrato,
buspirona, gentamicina, sorbitol, ketotifeno, clorpromazina, amikacina,
simvastatina, clozapina, tilorona y maproptilina como compuestos no

esteatdsicos; acetilsalicilico, amiodarona, ciclosporina, doxiciclina,
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fungizona, tamoxifen, metotrexato, tetraciclina, tianeptina, zidovudina,
valproato, irinotecan e ibuprofeno como compuestos esteatdsicos. Se
testaron dos concentraciones de cada uno de los compuestos (Tabla
2.2.) Las muestras se analizaron con dos plataformas analiticas, LC-MS y
GC-MS, para aumentar la cobertura metabolémica y con el obejtivo de

profundizar en el estudio metabdlico.

Andlisis metabolomico no dirigido de HepG2 usando la plataforma GC-

QTOF

Se realizd un estudio de las muestras de células HepG2 en la
plataforma analitica GC-MS, al igual que en el caso de las HepaRG. El
estudio del extracto celular realizado mediante esta plataforma,
permitio la deteccién de 408 variables.

El analisis multivariante de estos datos por PLS-DA ofreci6 una
separacion evidente entre los dos grupos de muestras, aunque con el
solapamiento de algunas de ellas, usando 2 CP. Fue necesario el uso de
3 CP para separar de manera completa los dos grupos de muestras
(Figura 3.7).

Los parametros de ajuste del modelo se comprobaron mediante CV
(Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Validacion cruzada del modelo PLS-DA con 3 CP obtenido para las
muestras de células HepG2 analizadas por GC-MS.

HepG2
PLS-DA (3 CP)
RZ QZ
0.86 0.39
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Figura 3.7. A) Diagrama de scores con dos componentes principales y B) con
tres componentes principales del analisis PLS-DA realizado sobre las muestras de
células HepG2 analizadas por GC-MS. Verde: Muestras tratadas con farmacos
control; Rojo: Muestras tratadas con firmacos esteatdsicos.

El valor de R? fue aceptable, siendo cercano a 1, indicando que el
modelo explicaba un alto porcentaje de la varianza de los datos. El valor
de Q’ fue inferior y mas alejado de 1, indicando que la capacidad
predictiva del modelo no era aceptable.

Se identificaron 103 posibles marcadores, 27 con un VIP>1, en las
células HepG2, usando 3 CP, siendo 7 de ellos comunes con los
obtenidos en HepaRG (Tabla 3.6 y Tabla 3.7). La mayoria de ellos, al
igual que en las células HepaRG, resultaron ser aminoacidos y acidos

organicos.
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Tabla 3.6. Variables identificadas con un VIP>1 en el analisis de muestras de

células HepG2 por GC-MS.

Compuesto VIP [S/C p-valor*
1,5-Anhydro-D-sorbitol 1.97 [0.73966 |0.12
2-Monopalmitoylglycerol 1.62 |10.818 0.06
2-Monostearin 1.07 |1.85 0.05
Butanedioic acid 1.62 |0.652 0.13
Cystathionine 1.56 [0.647 0.07
D-Altro-2-Heptulose 1.72 |0.752 0.015
D-Galactofuranose 1.33 [0.76 0.07
D-Galactopyranuronic acid 1.56 [0.73 0.03
D-Gluconic acid 2.01 |10.6114 0.0003
Dimethirimol 1.76 |0.734 0.007
D-Ribofuranose 1.85 [0.645 0.03
Ethanimidic acid 1.85 (0.9 0.2
Glycyl-L-glutamic acid 1.26 |0.85 0.04
Hexadecanoic acid 1.50 [0.621 0.11
Lactic acid 1.37 (0.93 0.04
L-Asparagine 1.16 [1.1 0.5
L-Glutamine 1.62 |0.778 0.005
L-Leucine 1.32 |1.470 0.010
Inositol 1.23 [2.093 0.008
L-Proline 1.05 [0.780 0.05
L-Threonine 1.06 |1.15 0.15
L-Tyrosine 1.75 10.8801 0.05
L-Valine 1.30 | 1.1 0.4
Pantothenic acid 1.22 10.8 0.7
Pentanedioic acid 1.61 [0.780 0.05
Phtalic acid 1.29 [1.1996 0.015
Propanoic acid 1.60 ]0.674 0.05

'Cociente de intensidades entre muestras esteatdsicas/muestras control.

2E| valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.
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Tabla 3.7. Variables comunes identificadas con un VIP>1 en el andlisis de
muestras de células HepG2 y HepaRG por GC-MS.

HepG2 y HepaRG
Butanedioic acid

Ethanimidic acid
L-Leucine
L-Proline
L-Threonine
L-Valine

Pantothenic acid

En el Heatmap generado con las variables identificadas, se puede ver
la variacion en los niveles de algunos de los biomarcadores segin la
nhaturaleza de los farmacos utilizados para el tratamiento. En este caso,
la separacion de los dos grupos de muestras fue mejor que la obtenida
en las células HepaRG (Figura 3.8).

En cuanto a las alteraciones encontradas, cabe destacar el incremento
en los niveles de inositol, asi como la disminucién en los niveles de
glutamina, acido lactico y acido glucénico, todas ellas de manera

significativa (Figura 3.9).
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Figura 3.8. Heatmap realizado sobre las muestras de células HepG2 analizadas
por GC-MS. Distancia Euclidea. Verde: Muestras tratadas con farmacos control;
Rojo: Muestras tratadas con farmacos esteato6sicos.
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Figura 3.9. Diagramas de cajas mostrando los cambios mas importantes
asociados al tratamiento con farmacos esteatésicos en células HepG2 analizadas

mediante

la estrategia de analisis

metabolémico no dirigido usando

la

plataforma GC-MS. Los valores estdn expresados como intensidad relativa. Las
cajas denotan los rangos intercuartilicos, las lineas denotan las medianas y los
bigotes denotan los percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue calculado

usando el test U de Mann-Whitney.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Finalmente, un analisis de enriquecimiento funcional revelé que la
Unica ruta metabdlica significativamente alterada fue la biosintesis de
proteinas (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Rutas metabdlicas alteradas obtenidas mediante un andlisis de
enriquecimiento funcional de las células HepG2 analizadas por GC-MS.

Ruta metabdlica Total Hits p-valor

Biosintesis de proteinas 19 6 2.78E-06

Andlisis metabolomico no dirigido de HepG2 usando la plataforma LC-

QTOF

Para completar el estudio de las muestras de células HepG2 tratadas
con farmacos esteatosicos y analizadas por GC-MS, se realizé un estudio
de las mismas en otra plataforma analitica (LC-MS) con el fin de
complementar y obtener informacién sobre otro tipo de metabolitos, en
este caso de caracter lipidico. El estudio lipidémico del extracto celular
de las HepG2 realizado mediante la plataforma LC-MS, permitio la
deteccién de 1478 variables.

El analisis multivariante de estos datos por PLS-DA ofrecié una
separacion evidente entre los dos grupos de muestras con 2 CP (Figura
3.10).

Mediante CV se comprobaron los parametros de ajuste del modelo
(Tabla 3.9). Los valores obtenidos de R* y Q°® para el modelo PLS-DA con
2 CP de las células HepG2 fueron aceptables, siendo superiores a 0.5 en

ambos casos.
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Figura 3.10. Diagrama de scores con dos componentes principales del analisis
PLS-DA realizado sobre las muestras de células HepG2 analizadas por UPLC-MS
de analisis lipidomico. Verde: Muestras tratadas con farmacos control; Rojo:
Muestras tratadas con farmacos esteatdsicos.

Tabla 3.9. Validacién cruzada del modelo PLS-DA con 2 CP obtenido para las
muestras de células HepG2 analizadas por UPLC-MS.

HepG2
PLS-DA (2 CP)
RZ QZ
0.86 0.54

Se identificaron 246 posibles marcadores lipidicos en las células
HepG2, de los cuales 106 metabolitos tenian un VIP>1 (Tabla 3.10).
Estos fueron en su mayoria TG, diglicéricos (DG), ceramidas (Cer),
ésteres de colesterol (ChE), fosfolipidos (PL) (fosfatidilcolinas (PC),
fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilserinas (PS)...) y lisofosfolipidos
(LisoPQC).
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Tabla 3.10. Variables identificadas con un VIP>1 en el andlisis de muestras de

células HepG2 por LC-MS de analisis lipidémico.

Compuesto VIP S/C! p-valor:
Carnitinas 2.370 0.006
Carnitine(14:0) 1.84 3.935 0.002
Carnitine(16:0) 1.29 2.53 0.04
Esteres de colesterol 2.2775 0.0015
ChE(14:0) 1.37 0.8 0.4
ChE(16:1) 1.59 1.69 0.13
ChE(18:1) 1.68 1.88 0.08
Ceramidas 1.49 0.04
Cer(d32:1) 1.27 1.61 0.07
Cer(d32:2) 1.26 1.936 0.016
Cer(d33:1) 1.50 1.479 0.017
Cer(d34:0) 1.17 1.1 0.7
Cer(d34:2) 1.61 1.29 0.15
Cer(d35:1) 1.35 1.54 0.04
Cer(d38:1) 1.00 1.1 0.4
Cer(d39:1) 1.57 1.6628 0.0002
Cer(d40:0) 1.62 2.408 0.0008
Cer(d40:1) 1.10 1.396 0.004
Cer(d42:2) 1.82 1.369 0.008
Diglicéridos 1.1 0.6
DG(30:0) 1.52 1.1 0.7
DG(32:0) 1.22 1.0 1.0
DG(32:1) 1.43 1.1 0.3
DG(34:2) 1.29 1.1 0.4
DG(36:2) 1.33 1.1 0.3
DG(36:3) 1.09 1.322 0.007
DG(40:1) 1.25 0.2 0.4
DG(40:7) 1.16 0.6 0.4
Glucoceramidas 1.0 0.8
GlucCer(d26:2) 1.20 0.34 0.06
GlucCer(d38:1) 1.39 0.45 0.09
GlucCer(d40:2) 1.55 1.42 0.07
Lisofosfatidilcolinas 1.2 0.3
LysoPC(20:0) 1.55 1.49 0.09
LysoPC(20:1) 1.37 1.31 0.15
LysoPC(20:3) 1.25 1.35 0.07
LysoPC(22:1) 1.04 1.28 0.07
LysoPC(24:0) 1.17 1.32 0.05

Continuda en la pagina siguiente
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Compuesto VIP S/C! p-valor
Fosfatidilcolinas 1.22 0.05
PC(26:0) 1.40 2.00 0.08
PC(26:1) 1.27 1.217 0.013
PC(28:0) 1.40 1.343 0.004
PC(28:1) 1.27 1.7 0.2
PC(30:3) 1.47 1.35 0.11
PC(36:2) 1.02 0.8 0.6
PC(36:3) 1.15 0.9 0.8
PC(38:2) 1.42 1.3 0.2
PC(38:7) 1.43 1.29 0.14
PC(38:9) 1.03 1.2 0.2
PC(40:7) 1.12 0.64 0.04
PC(44:2) 1.19 1.28 0.03
PC(0-32:0) 1.33 1.23 0.03
Fosfatidiletanolaminas 1.31 0.04
PE(28:1) 1.49 1.2500 0.0007
PE(30:0) 1.59 1.3 0.2
PE(30:1) 1.24 1.327 0.007
PE(32:1) 1.16 1.291 0.010
PE(34:1) 1.32 1.197 0.015
PE(34:2) 1.52 1.21 0.03
PE(36:2) 1.60 1.316 0.012
PE(38:1) 1.02 1.38491 (0.00012
PE(38:2) 1.53 1.2554 0.0002
PE(38:3) 1.04 1.3419 0.0008
PE(42:3) 1.66 1.1 0.2
PE(42:4) 1.31 1.269 0.008
PE(O-32:2) 1.54 1.2 0.4
PE(O-34:2) 1.34 1.1 0.6
PE(O-36:6) 1.31 1.14 0.04
Fosfatidilserinas 1.71 0.02
PS(36:1) 1.06 1.537 0.002
PS(36:3) 1.44 0.7 0.6
PS(36:5) 1.55 1.1 0.6
PS(40:5) 1.08 1.31 0.15
PS(0-36:0) 1.70 1.93217 (0.00007
Esfingzomielinas 1.2 0.5
SM(d30:1) 1.01 0.8 0.1
SM(d32:1) 1.64 1.0 0.5
SM(d34:0) 1.19 0.763 0.006
SM(d34:2) 1.20 1.268 0.003
SM(d38:2) 1.30 1.198 0.010
SM(d42:2) 1.64 1.250 0.006

Continla en la pagina siguiente
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Compuesto VIP S/C! p-valor*
Triglicéridos 3.29272 0.00004
TG(38:2) 1.09 2.95 0.06
TG(40:0) 1.75 2.585 0.006
TG(40:1) 1.80 4.322 0.004
TG(42:0) 1.56 2.5273 0.0019
TG(42:1) 1.74 3.3141 0.0002
TG(42:4) 1.36 1.0 0.9
TG(44:0) 1.48 2.05 0.08
TG(44:1) 1.42 2.0388 0.0013
TG(44:2) 1.67 2.9476 0.0003
TG(46:0) 1.04 1.4 0.6
TG(46:1) 1.14 1.67 0.04
TG(46:2) 1.10 2.1583 0.0011
TG(48:1) 1.35 1.51 0.19
TG(48:2) 1.16 1.901 0.003
TG(48:3) 1.70 2.903478 0.000003
TG(50:0) 1.35 1.3 0.5
TG(50:1) 1.40 1.5 0.2
TG(50:2) 1.29 1.56 0.10
TG(50:3) 1.20 2.31049 0.00012
TG(50:4) 1.56 2.73073 0.00017
TG(52:1) 1.46 1.5 0.3
TG(52:2) 1.15 1.71 0.07
TG(52:3) 1.29 2.146 0.002
TG(52:7) 1.48 2.9034 0.0009
TG(54:2) 1.13 2.376 0.004
TG(54:3) 1.44 2.7276 0.0002
TG(54:7) 1.40 2.7806 0.0017
TG(54:8) 1.68 3.18193 0.00003
TG(56:3) 1.41 2.817 0.003
TG(56:8) 1.60 4.30243 0.00017
TG(58:4) 1.39 2.796 0.004
TG(58:8) 1.53 3.4669 0.0003
TG(58:9) 1.65 4.1103 0.0003
TG(60:11) 1.76 2.961 0.004
TG(0-50:5) 1.08 0.9 0.9

'Cociente de intensidades entre muestras esteatdsicas/muestras control
(metabolitos agrupados segun su clase).
2El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.

En el Heatmap llevado a cabo con las variables identificadas se puede
observar como algunas de las especies encontradas se encuentran
alteradas segun la naturaleza de los farmacos. Tonos azules indican

niveles mas bajos de cada uno de los metabolitos, correspondiendo
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generalmente a muestras tratadas con farmacos control. Tonos rojizos
indican niveles mas altos de cada uno de los metabolitos,
correspondiendo generalmente a muestras tratadas con farmacos
esteatosicos. Ademas, se observa una separacién de los dos grupos de

muestras bastante importante (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Heatmap realizado sobre las muestras de células HepG2 analizadas
por UPLC-MS de analisis lipidomico. Distancia Euclidea. Verde: Muestras tratadas
con farmacos control; Rojo: Muestras tratadas con farmacos esteatdsicos. Cer:
ceramidas; ChE: ésteres de colesterol; PE: fosfatidiletanolaminas; TG:
triglicéridos.

Las principales alteraciones metabdlicas relacionadas con especies
lipidicas observadas en células HepG2 tratadas con farmacos
esteatosicos fueron el incremento en los niveles de carnitinas, ceramidas
(Cer), diglicéridos (DG), fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilserinas (PS),
ésteres de colesterol (ChE) y triglicéridos (TG), casi todas ellas de manera

significativa (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Diagramas de cajas mostrando los cambios mas importantes
asociados al tratamiento con fairmacos esteatdsicos en células HepG2 analizadas
mediante la estrategia de anadlisis metabolomico no dirigido usando la
plataforma UPLC-MS y condiciones de analisis lipiddmico. Los valores estdn
expresados como intensidad relativa. Las cajas denotan los rangos
intercuartilicos, las lineas denotan las medianas y los bigotes denotan los
percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-
Whitney.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Cer: ceramidas; ChE: ésteres de
colesterol; DG: diglicéridos; PE: fosfatidiletanolaminas; PS: fosfatidilserinas; TG:
triglicéridos.
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3.2.3 Hepatocitos Humanos

Las lineas celulares HepaRG y HepG2, aunque son muy utiles y
presentan ventajas (facil manejo, disponibilidad ilimitada) sobre el
cultivo primario de hepatocitos, no son totalmente equivalentes a éstos,
lo que puede resultar en un comportamiento diferente. Dichas células
son de origen tumoral, no suficientemente diferenciadas y su
comportamiento  funcional no es siempre un reflejo del
hepatocito/higado. Por ello consideramos necesario comprobar en qué
medida los efectos observados en las células HepaRG y/o HepG2 se
reproducen también en un modelo celular mas cercano al higado. Los
hepatocitos humanos en cultivo primario son el modelo in vitro mas
aproximo al higado humano in vivo. No obstante, su utilizacién como
modelo experimental es bastante limitada dada su escasa disponibilidad
y el hecho de que no es un modelo facilmente accesible. Nuestro grupo
tiene amplia experiencia en la utilizacidon de este modelo celular, por lo
que decidimos incorporarlo a nuestro estudio, pero con algunas
limitaciones condicionadas por el escaso niumero de células disponibles.
Por este motivo se testé un nimero mas reducido de farmacos, a Unica
concentracion de los mismos y el analisis sélo se realizé mediante la
plataforma LC-MS.

Se usaron 12 compuestos incluyendo farmacos esteatésicos y ho
esteatdsicos: amitriptilina, citrato, ketotifeno, clorpromazina y clozapina
como compuestos no esteatdsicos; acetilsalicilico, ciclosporina,
doxiciclina, tamoxifen, metotrexato, tetraciclina, valproato como
compuestos esteatésicos. El resumen de los compuestos y las
concentraciones usadas para cada uno puede verse en la Tabla 2.4.

El estudio lipidomico del extracto celular de los hepatocitos humanos
permitié la deteccién de 1801 variables. El analisis multivariante de estos
datos por PLS-DA ofrecié una separacibn muy buena entre los dos

grupos de muestras con 2 CP (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Diagrama de scores con dos componentes principales del analisis
PLS-DA realizado sobre las muestras de hepatocitos humanos analizadas por
UPLC-MS de analisis lipidomico. Verde: Muestras tratadas con fairmacos control;
Rojo: Muestras tratadas con farmacos esteatosicos.

Los parametros de ajuste del modelo se comprobaron mediante CV

(Tabla 3.11). El valor cercano a 1 de R? indica lo bien que el modelo

explica la varianza de los datos.

Tabla 3.11. Validaciéon cruzada del modelo PLS-DA con 2 CP obtenido para las
muestras de hepatocitos humanos analizadas por UPLC-MS.

H

epatocitos humanos

PLS-DA (2 CP)

RZ
0.85

QZ
0.44

Se identificaron 243 posibles marcadores lipidicos en los hepatocitos

humanos, de los cuales 99 metabolitos tenian un VIP>1 (Tabla 3.12). La

mayoria de ellos fueron PL, TG y esfingomielinas (SM), al igual que en el

caso de las

células

HepG2

(Tabla 3.13).Tabla 3.12. Variables
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identificadas con un VIP>1 en el andlisis de muestras de hepatocitos

humanos por LC-MS de andlisis lipidémico.

Compuesto VIP S/C! p-valor:
Esteres de colesterol 1.25 0.11
ChE(16:1) 1.53 4.20 0.02
ChE(18:2) 1.04 0.73 0.07
ChE(18:3) 1.28 0.65 0.03
Ceramidas 1.15 0.12
Cer(d34:1) 1.41 1.30 0.02
Cer(d38:1) 1.12 1.26 0.08
Cer(d38:4) 1.29 1.57 0.04
Cer(d40:4) 1.55 1.30 0.02
Cer(d42:5) 1.18 1.34 0.06
Cer(d44:4) 1.81 0.7380 0.0017
Diglicéridos 2.17 0.08
DG(32:1) 1.19 0.63 0.12
DG(36:1) 1.43 4.32 0.02
DG(38:1) 1.03 3.35 0.13
Glucoceramidas 1.1 0.2
GlucCer(d38:1) 1.68 1.801 0.006
GlucCer(d40:5) 1.68 0.609 0.010
Lisofosfatidilcolinas 0.57 0.03
LysoPC(16:0) 1.05 0.58 0.04
LysoPC(18:0) 1.39 0.47 0.02
LysoPC(18:1) 1.27 0.61 0.04
LysoPC(18:3) 1.24 0.537 0.013
LysoPC(20:3) 1.21 0.71 0.08
Acidos grasos 1.39 0.07
Palmitic acid 1.06 1.52 0.07
Fosfatidilcolinas 0.871 0.007
PC(24:1) 1.28 1.27 0.03
PC(28:0) 1.06 0.72 0.11
PC(30:1) 1.10 0.72 0.06
PC(32:4) 1.23 0.66 0.04
PC(34:3) 1.59 0.753 0.005
PC(36:3) 1.16 0.82 0.02
PC(36:4) 1.52 0.888 0.013
PC(36:5) 1.46 0.6567 0.0007
PC(38:0) 1.25 0.73 0.06
PC(38:1) 1.66 0.651 0.003
PC(40:4) 1.40 1.498 0.009
PC(40:6) 1.12 1.286 0.015
PC(42:7) 1.11 1.31 0.05
PC(0-34:5) 1.79 0.751 0.004

Continda en la pagina siguiente
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Compuesto VIP S/C! p-valor:
Fosfatidiletanolaminas 0.72704 0.00003
PE(34:1) 1.08 0.77 0.06
PE(34:4) 1.40 0.647 0.011
PE(36:2) 1.04 0.78 0.13
PE(36:3) 1.07 0.82 0.08
PE(36:5) 1.54 0.652 0.006
PE(36:6) 1.20 0.76 0.05
PE(38:7) 1.04 1.55 0.11
PE(40:3) 1.03 0.7 0.2
PE(40:5) 1.39 0.668 0.010
PE(40:7) 1.73 0.547 0.008
PE(40:9) 1.18 1.58 0.09
PE(46:8) 1.00 0.67 0.04
PE(O-34:1) 1.17 0.80 0.05
PE(O-36:1) 1.00 0.4 0.3
PE(O-36:2) 1.03 0.82 0.07
PE(O-36:5) 1.17 0.77 0.08
PE(O-38:0) 1.10 0.70 0.07
PE(O-38:1) 1.02 0.54 0.08
PE(O-38:5) 1.04 0.81 0.16
PE(O-38:6) 1.14 0.8 0.2
Fosfatidilserinas 0.6818 0.0009
PS(34:0) 1.46 0.724 0.002
PS(38:2) 1.12 0.69 0.08
PS(0-38:0) 1.42 0.65 0.02
Esfingomielinas 0.6308 0.0016
SM(d32:1) 1.42 0.79 0.03
SM(d32:6) 1.25 1.33 0.04
SM(d34:1) 1.57 0.807 0.009
SM(d34:4) 1.46 0.730 0.015
SM(d36:0) 2.00 0.3775 0.0011
SM(d36:1) 1.60 0.618 0.013
SM(d36:2) 1.36 0.76 0.03
SM(d36:5) 1.58 0.760 0.012
SM(d38:1) 1.74 0.6443 0.0011
SM(d38:2) 1.86 0.720 0.002
SM(d40:2) 1.83 0.4461 0.0004
SM(d40:4) 1.74 0.7161 0.0012
SM(d42:0) 1.44 0.631 0.007
SM(d42:1) 1.65 0.494 0.004
SM(d42:4) 1.59 0.627 0.009
SM(d44:4) 1.62 0.600 0.006
SM(d44:5) 1.79 0.629 0.002
SM(d46:4) 1.50 0.758 0.011
SM(d46:5) 1.47 0.745 0.011

Continda en la pagina siguiente
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Compuesto VIP S/C! p-valor
Triglicéridos 11 0.3
TG(36:0) 1.47 2.60 0.02
TG(36:1) 1.30 2.55 0.04
TG(36:2) 1.05 0.83 0.10
TG(38:0) 1.71 3.081 0.005
TG(38:1) 1.61 2.928 0.013
TG(38:2) 1.30 1.96 0.03
TG(40:0) 1.36 2.148 0.013
TG(40:1) 1.22 2.057 0.012
TG(40:2) 1.85 3.822 0.003
TG(40:3) 1.54 2.260 0.010
TG(42:3) 1.78 4,174 0.005
TG(42:4) 1.87 3.448 0.003
TG(44:3) 1.18 1.89 0.02
TG(44:5) 1.72 2.602 0.004
TG(44:6) 1.80 3.322 0.006
TG(44:9) 1.38 0.71 0.08
TG(46:10) 1.86 0.5413 0.0010
TG(46:4) 1.08 0.69 0.06
TG(46:5) 1.27 0.435 0.004
TG(48:4) 1.17 0.580 0.010
TG(48:5) 1.73 0.611 0.003
TG(54:5) 1.31 0.72 0.05
TG(58:11) 1.17 2.33 0.03
'Cociente de intensidades entre muestras esteatdsicas/muestras control

(metabolitos agrupados segun su clase).

2El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.
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Resultados

Tabla 3.13. Variables comunes identificadas con un VIP>1 en el analisis de
muestras de hepatocitos humanos y HepG2 por LC-MS de andlisis lipidémico.

HepG2 y Hepatocitos Humanos

Esteres de colesterol Fosfatidiletanolaminas
ChE(16:1) PE(34:1)
Ceramidas PE(36:2)
Cer(d38:1) Esfingomielinas
Diglicéridos SM(d32:1)
DG(32:1) SM(d38:2)
Glucoceramidas Triglicéridos
GlucCer(d38:1) TG(38:2)
Lisofosfatidilcolinas TG(40:0)
LysoPC(20:3) TG(40:1)
Fosfatidilcolinas TG(42:4)
PC(28:0)

PC(36:3)

En el Heatmap mostrado de la Figura 3.14 se puede observar coémo los
hepatocitos tratados con farmacos esteatdsicos presentan niveles mas
elevados de TG (tonos rojizos) y mas bajos de SM (tonos azules),
mientras que en las muestras tratadas con farmacos control ocurre al
contrario (Figura 3.14).
lipidicas

Las principales alteraciones relacionadas con especies

encontradas en los hepatocitos humanos tratados con farmacos
esteatosicos fueron el incremento en los niveles de DG, TG (como en el
modelo celular HepG2) y acido palmitico, y la disminucién en los niveles

de PC, LisoPC, PE, PS y SM (Figura 3.15)
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3 class
Control
Esteatosico

=

Figura 3.14. Heatmap realizado sobre las muestras de hepatocitos humanos
analizadas por UPLC-MS de andlisis lipidémico. Distancia Euclidea. Verde:
Muestras tratadas con farmacos control; Rojo: Muestras tratadas con farmacos
esteatosicos. PL: fosfolipidos; SM: esfingomielinas; TG: triglicéridos.
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Figura 3.15. Diagramas de cajas mostrando los cambios mas importantes
asociados al tratamiento con farmacos esteatdsicos en hepatocitos humanos
analizadas mediante la estrategia de analisis metabolémico no dirigido usando la
plataforma UPLC-MS y condiciones de andlisis lipidémico. Los valores estan
expresados como intensidad relativa. Las cajas denotan los rangos
intercuartilicos, las lineas denotan las medianas y los bigotes denotan los
percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-
Whitney.*p<0.05; **p<0.01; **%n<0.001. DG: diglicéridos; LisoPC:
lisofosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolaminas; PS:
fosfatidilserinas; SM: esfingomielinas; TG: triglicéridos.
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3.3 Estudios in vivo. Esteatosis inducida por iatrogenia

y dieta en ratas

Para dar un paso mas alla en el estudio de la esteatosis hepatica y
comprobar la posible extrapolaciéon de los modelos in vitro a los
modelos in vivo, proseguimos con estudios usando rata como modelo
animal experimental. Aplicamos nuestra estrategia de analisis
metabolémico para ver los cambios metabélicos en muestras de tejido
hepatico y suero en ratas expuestas a tetraciclina, un reconocido
compuesto con capacidad esteatdsica. El principal inconveniente de este
modelo experimental es la limitacibn en el numero de animales
utilizados en el estudio debido a razones éticas, de estabulacion, etc. Por
ello, sélo se utilizé un compuesto representativo de esteatosis, como es
la tetraciclina. También se estudiaron los cambios metabdlicos
producidos en animales alimentados con una dieta rica en grasas
(esteatosis inducida por dieta).

Los datos bioquimicos obtenidos tras el analisis de muestras de suero
de las ratas tratadas con cada una de las condiciones se muestran en la
Tabla 3.14. Como alteracion principal destaca el incremento en los
valores de bilirrubina total en suero en los animales tratados con
tetraciclina, lo que sugiere un posible dano hepatobiliar, si bien este
resultado no vino acompanado de cambios en otros parametros
hepaticos (ALT y AST). No se observaron alteraciones significativas en los
otros parametros analizados tras la exposicion al farmaco, a excepcion
del aumento de glucosa en el caso de las ratas alimentadas con dieta
control.

Ademas, se determinaron los niveles de lipidos totales en tejido
hepatico de todos los grupos de tratamiento (Tabla 3.14). Los resultados
muestran que tanto la dieta rica en grasa como la tetraciclina dieron
lugar a un aumento significativo de la acumulacién de lipidos en el

higado, corroborando la induccion de esteatosis.
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Tabla 3.14. Analisis clinico de

las muestras de suero de ratas tratadas con

tetraciclina.
Dieta Dieta Dieta Dieta
control control esteatodsica esteatosica
Sin Con Sin Con
Parametro tetraciclina  tetraciclina tetraciclina tetraciclina
Glucosa (mg/dL) 110 = 40 180 + 60* 140 = 50 140 £ 70
TG (mg/dL) 65+ 19 40 + 30 40+ 18 60 + 30
Colesterol total
(mg/dL) 82 %11 90 + 40 80 +13 76+ 10
Colesterol HDL
(mg/dL) 45+ 9 58+18 44 + 10 34+13
Bilirrubina total
(mg/dL) 0.15 +0.03 0.4 +0.2% 0.15 = 0.01 0.65 + 0.171%**
ALT (U/L) 5713 42 + 10* 46 =5 50 +20
AST (U/L) 260 + 60 190 + 50% 180 + 40 150 + 90
Lipidos en higado
(mg/g de tejido) 99+49 28.9 + 9.6* 27.0 £ 14.1 37.8+14.9

Datos expresados como media + desviacién estandar. El valor estadistico p fue
calculado usando el test U de Mann-Whitney.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
comparando valores sin y con tetraciclina dentro del mismo tipo de dieta. ALT:
alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; HDL: lipoproteina de
alta densidad.

Andlisis metaboldomico no dirigido mediante LC-QTOF

Las muestras de suero y de tejido hepatico de las ratas incluidas en los
cuatro grupos de tratamiento (muestras tratadas con dieta control y sin
tetraciclina, muestras tratadas con dieta control y con tetraciclina,
muestras tratadas con dieta rica en grasas y sin tetraciclina, muestras
tratadas con dieta rica en grasas y con tetraciclina) se analizaron
mediante LC-MS con las condiciones de andlisis lipidémico y general
(tejido y suero) e HILIC (tejido). El estudio de las muestras permitio la
deteccion de 1911 variables en las muestras de tejido hepatico y 1898

en las muestras de suero.
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El andlisis multivariante de estos datos por PLS-DA ofrecié una

separacion evidente entre los cuatro grupos (Figura 3.16). Si bien la

separacion de grupos con 2 CP fue correcta, tanto en muestras de suero

como de tejido hepatico, con 3 CP se obutuvo una mejor separacion de

las clases, por lo que decidimos quedarnos con 3 CP.
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Figura 3.16. A) Diagrama de scores con dos componentes principales y B) con
tres componentes principales del analisis PLS-DA realizado sobre las muestras de
higado y suero de ratas tratadas con tetraciclina y dieta, analizadas por UPLC-MS
con condiciones de analisis lipidémico, general e HILIC. Verde: Muestras tratadas
con dieta control y sin tetraciclina; Rojo: Muestras tratadas con dieta control y
con tetraciclina; Amarillo: Muestras tratadas con dieta rica en grasas y sin
tetraciclina; Azul: Muestras tratadas con dieta rica en grasas y con tetraciclina.
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Los parametros de ajuste del modelo se comprobaron mediante CV. En
la Tabla 3.15 pueden verse los valores obtenidos de estos pardmetros
(R? y Q%) para el modelo PLS-DA con 3 CP, tanto para las muestras de

tejido hepatico como de suero.

Tabla 3.15. Validaciéon cruzada del modelo PLS-DA obtenido para las muestras de
tejido hepatico y suero de ratas tratadas con tetraciclina y dieta, analizadas por
UPLC-MS con condiciones de analisis lipidémico, general e HILIC.

Tejido hepatico Suero

PLS-DA (3 CP) PLS-DA (3 CP)

RZ QZ RZ QZ
0.97 0.79 0.98 0.56

En ambos modelos los valores son aceptables. Los valores muy
cercanos a 1 de R’indican que los modelos explican la varianza de los
datos de manera casi completa. Los valores de Q? también son buenos,
indicando la capacidad predictiva de los modelos, siendo mejor el

modelo obtenido a partir de las muestras de tejido hepatico.

Muestras de tejido hepdtico

Tras la identificacion de 458 posibles marcadores, obtuvimos 137
biomarcadores con un VIP>1. Estos compuestos fueron en su mayoria
compuestos lipidicos (PL, LisoPL, TG...), sales biliares, aminoacidos vy
compuestos relacionados con EO. En la Tabla 3.16 puede verse un
listado de los compuesto identificados con un VIP>1, agrupados por

clases.
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Tabla 3.16. Variables identificadas con un VIP>1 en el andlisis de muestras de
tejido hepatico de ratas tratadas con tetraciclina y dieta, analizadas por UPLC-MS
con condiciones de analisis lipidémico, general e HILIC.

Efecto del tratamiento Efecto de la dieta

Dieta Control Dieta Esteateat. | Sin Tetraciclica | Con Tetraciclina
Compuesto

T/C* p-valor® | T/C* p-valor® | S/C*  p-valor® | s/C° p-valor®
Sales biliares y conjug.
20HCA 0.022 0.004 0.09 0.03 035 0.07 1.44 0.05
G20HCA 0.107 0.002 0.07 0.02 15 0.4 0.9 0.7
G30HCA 0.133 0.002 0.149 0.003 1.3 0.7 1.50 0.16
N-linoleoyl taurine 4.9458 0.0009 3.501 0.004 0.9 0.5 0.62 0.11
N-oleoyl taurine 3.289 0.014 4.057 0.003 0.8 0.3 0.9 1.0
N-palmitoyl taurine 3.289 0.008 3.308 0.005 042 0.15 0.421 0.06
Sulfoglycolithocholate 0.101491 0.000011 | 0.148 0.007 0.6 0.3 0.9 0.6
T20HCA 3.743 0.003 1.1 0.4 1.47 0.09 0.44 0.10
T30HCA 2.2464 0.0014 2.10 0.03 1.0 0.6 0.9 0.9
Taurine 4.278995 0.000006 | 4.14109 0.00015 | 0.9 0.7 0.9 0.5
Aminodacidos y derivados
Alanine 1.18 0.12 1.478 0.006 0.723 0.11 0.9 0.4
Dimethylglycine 0.274 0.005 0.352 0.005 1.2 0.3 1.6 0.6
Dimethyl-L-arginine 1.2 0.5 1.1 0.8 0.6 0.2 0.60 0.06
Glutamyl-Arginine 1.0 0.8 0.9 0.9 0.7 0.3 0.7 0.2
Glutamyl-Hydroxyproline | 5.11 0.08 14 0.3 1.45 0.15 0.4 0.8
Tyrosine 0.9 0.8 1.1 0.9 0.65 0.18 0.7 0.3
Compuestos lipidicos
Carnitines 1.1 0.4 1.0 0.5 1.0 0.8 1.0 0.8
Cer 1.2 0.3 1.1 0.6 0.9 0.3 0.8 0.2
DG 1.387 0.006 1.1 0.6 1.0 0.7 0.733 0.016
AG 0.82 0.03 1.0 0.7 0.733 0.012 0.87 0.16
MG 1.23 0.17 0.9 0.5 1.1 0.7 0.74 0.11
PC 1.0 0.9 1.0 0.6 0.86 0.05 0.9 0.3
PE 1.0 0.7 1.0 0.8 0.9 0.2 0.9 0.6
PG 0.6927 0.0004 1.1 0.5 1.0 0.7 1.63608 0.00010
Pl 0.310782 0.000002 | 1.0 0.8 0.73 0.10 2.3291  0.0004
PS 0.240294 0.000002 | 0.8 0.5 0.8 0.2 2.596 0.003
SM 1.436 0.019 1.80 0.02 0.9 0.8 1.1 0.5
TG 1.3 0.8 2.02 0.03 1.4 0.4 2.2634  0.0006
LysoPC 1.1 0.6 0.75 0.14 1.27 0.09 0.9 0.7
LysoPE 1.0 0.8 0.78 0.05 1.1 0.3 0.9 0.3
LysoPG 0.542221 0.000006 | 0.54246 0.00018 | 1.0 1.0 1.0 1.0
LysoPI 0.310782 0.000002 | 1.0 0.8 0.73 0.10 2.3291  0.0004
LysoPS 0.8 0.4 0.75 0.17 0.58 0.02 0.542 0.017

Continda en la pagina siguiente
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Efecto del tratamiento Efecto de la dieta

Dieta Control Dieta Esteat. Sin Tetraciclina | Con Tetraciclina
Compuesto

T/C* p-valor® | T/C* p-valor’ | $/C>  p-valor® |S/CC  p-valor®
Estrés Oxidativo
NAD 0.5182 0.0013 [ 0.6 0.3 136 0.15 1.68 0.07
NADP 0.604 0.003 0.54 0.11 1.56 0.07 1.39 0.14
Oxidized Glutathione 1.35 0.13 1.37 0.12 1.0 0.8 1.0 0.7
S-AdenosylHomocysteine | 1.329 0.003 1.29 0.05 1.0 0.9 1.0 0.6
Varios
AMP 0.81 0.08 0.6 0.4 139 0.14 1.1 0.3
Ascorbic acid 0.1477 0.0007 | 0.399 0.012 1.0 1.0 2.7 0.2
Betaine aldehyde 1.2 0.4 1.2 0.3 0.67 0.07 0.71 0.06
Betaine 0.7517 0.0008 | 0.751 0.014 1.0 0.9 1.0 1.0
Cholesterol sulfate 0.4923 0.0004 [0.8 0.4 11 0.3 1.895 0.011
Citicoline 0.5 0.4 0.8 0.8 193 04 2.99 0.05
FAD 1.0 0.8 0.9 0.3 1.15 0.05 1.1 0.3
FMN 11 0.5 0.9 0.6 0.8 0.3 0.67 0.05
Galactonic acid 0.41222 0.00004 | 1.0 0.9 0.8 0.6 1.999 0.003
GMP 0.84 0.10 0.6 0.4 194 0.15 1.4 0.2
Guanosine 0.9 1.0 0.8 1.0 2.22 0.05 1.94 0.19
Hydroxykynurenine 1.0 0.9 0.64 0.10 2.59 0.03 1.7 0.6
Hypoxanthine 11 0.3 1.0 0.9 0.9 0.2 0.87 0.07
IMP 0.6 0.4 0.4 0.4 1.5 0.2 0.9 0.5
L-Urobilin 0.01402 0.00014 | 0.02387 0.00019 | 0.61 0.15 1.0 0.8
Niacinamide 1.0 0.8 1.5 0.2 0.55 0.05 0.8 0.4
Pantothenate 1.20 0.07 1.434 0.009 0.740 0.010 0.9 0.3
Pentose-phosphate 0.8 0.3 0.90 0.12 11 0.3 1.3 0.3
Propionylcholine 2.25 0.03 141 0.17 1.1 0.6 0.7 0.2
UDP-glucose 0.35 0.03 0.43 0.09 212 0.09 2.62 0.06
UDP-N-acetylglucosamine | 0.8 0.6 0.9 0.7 2.04 0.05 2.3 0.5
UMP 0.8 0.8 0.5 0.7 235 011 15 0.2
Uric acid 0.5391 0.0008 | 0.567 0.004 11 0.6 1.1 0.6
Uridine 0.9 0.3 1.0 0.6 1.0 0.8 1.2 0.2
Xanthine 1.0 0.5 0.9 0.6 0.9 0.5 0.9 0.3
Xanthosine 1.3 0.3 1.0 0.9 0.8 0.3 0.59 0.08

'Cociente de intensidades entre muestras con tetraciclina/sin tetraciclina dentro
del mismo tipo de dieta.
2Cociente de intensidades entre muestras con dieta esteatdsica/dieta control
dentro del mismo tipo de tratamiento.
3El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.
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En el andlisis no supervisado (Heatmap) llevado a cabo con las
variables identificadas (Figura 3.17) podemos observar que la principal
separacion entre muestras se debe al tratamiento con o sin farmaco
esteatdsico, es decir, con o sin tetraciclina. A la izquierda del gréfico
(colores rojo y azul) encontramos las muestras correspondientes a ratas
tratadas con tetraciclina, mientras que a la derecha del grafico (colores
amarillo y verde) encontramos las muestras correspondientes a ratas
tratadas con vehiculo control. El Heatmap también es capaz de separar
de forma secundaria, dentro de un mismo tipo de tratamiento con el
farmaco, entre dieta control o rica en grasas. Por ultimo, se puede
observar como algunas de las especies mas significativas (TG, PL, BAs...)
se encuentran alteradas segun el tratamiento y/o dieta recibida. Tonos
azules indican niveles mas bajos de cada uno de los metabolitos
mientras que tonos rojizos indican niveles mas altos de cada uno de los

metabolitos (Figura 3.17).
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Figura 3.17. Heatmap realizado sobre las muestras de higado de ratas tratadas
con tetraciclina y dieta, analizadas por UPLC-MS con condiciones de analisis
lipidomico, general e HILIC. Distancia Euclidea. Verde: Muestras tratadas con
dieta control y sin tetraciclina; Rojo: Muestras tratadas con dieta control y con
tetraciclina; Amarillo: Muestras tratadas con dieta rica en grasas y sin
tetraciclina; Azul: Muestras tratadas con dieta rica en grasas y con tetraciclina.
LisoPL: lisofosfolipidos; BA: acidos biliares; TG: triglicéridos; PL: fosfolipidos.
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Las alteraciones mas significativas encontradas en las muestras fueron
el incremento en los niveles de TG, taurina, sales biliares conjugadas con
taurina, GSSG y SAH, asi como la disminucion en los niveles de AG,
dimetilglicina, sales biliares conjugadas con glicina, NAD* y acido urico
(Figura 3.18).
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Figura 3.18. Diagramas de cajas mostrando los cambios mas importantes
asociados al tratamiento con tetraciclina de las muestras de higado de ratas
analizadas mediante la estrategia de analisis metabolémico no dirigido usando la
plataforma UPLC-MS y condiciones de analisis lipidomico, general e HILIC. Los
valores estan expresados como intensidad relativa. Las cajas denotan los rangos
intercuartilicos, las lineas denotan las medianas y los bigotes denotan los
percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-
Whitney.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 comparando valores sin y con
tetraciclina dentro del mismo tipo de dieta. Verde: Dieta control y sin tetraciclina;
Rojo: Dieta control y con tetraciclina; Amarillo: Dieta rica en grasas y sin
tetraciclina; Azul: Dieta rica en grasas y con tetraciclina. AG: acidos grasos; TG:
triglicéridos; GSSG: glutatién oxidado; SAH: S-(5-adenosyl)-L-homocisteina; NAD:
nicotinamida adenina dinucleétido.
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Muestras de suero

Se identificaron 392 compuestos, de los cuales 109 tenian un VIP>1.
Estos compuestos fueron en su mayoria compuestos lipidicos (PL, LisoPL,
carnitinas, SM, TG...) y aminoacidos. En la Tabla 3.17 puede verse un
listado de los compuesto identificados con un VIP>1, agrupados por
clases.

Mediante un andlisis no supervisado (Heatmap) llevado a cabo con las
variables identificadas (Figura 3.19) podemos observar que la principal
separacion entre muestras se debe al tratamiento con tetraciclina. A la
izquierda del grafico (colores rojo y azul) encontramos las muestras
correspondientes a ratas tratadas con tetraciclina y a la derecha (colores
amarillo y verde) las muestras de las ratas tratadas con vehiculo control.
En este caso la separacion segun el tipo de dieta no se logré en las
muestras de tratamiento con tetraciclina pero si en las no tratadas con el
farmaco. Por altimo, se puede observar como algunos de los metabolitos
(AG, BA, carnitinas...) se encuentran alterados seglin el tratamiento
recibido. Tonos azules indican niveles mas bajos de cada uno de los
metabolitos mientras que tonos rojizos indican niveles mas altos de cada

uno de los metabolitos (Figura 3.19).
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Figura 3.19. Heatmap realizado sobre las muestras de suero de ratas tratadas
con tetraciclina analizadas por UPLC-MS de andlisis lipidémico y general.
Distancia Euclidea. Verde: Muestras tratadas con dieta control y sin tetraciclina;
Rojo: Muestras tratadas con dieta control y con tetraciclina; Amarillo: Muestras
tratadas con dieta rica en grasas y sin tetraciclina; Azul: Muestras tratadas con
dieta rica en grasas y con tetraciclina. BA: acidos biliares; PC: fosfatidilcolinas;
AG: acidos grasos.
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Tabla 3.17. Variables identificadas con un VIP>1 en el andlisis de muestras de
suero de ratas tratadas con tetraciclina y dieta, analizadas por UPLC-MS con
condiciones de anadlisis lipidémico y general.

Efecto del tratamiento Efecto de la dieta

Dieta Control Dieta Esteat. Sin Tetraciclina Con Tetraciclina
Compuesto

T/C p-valor® | T/C*  p-valor® | S/C° p-valor® s/ p-valor®
Sales biliares y conjugados
G20HCA 0.0590 0.0017 |0.063 0.016 11 0.7 1.2 0.4
G30HCA 0.45 0.05 0.18 0.07 2.33 0.16 0.9 0.4
T30HCA 6.251 0.002 6.595 0.010 0.9 0.5 0.9 0.9
Aminodacidos y derivados
Glycine 1.367 0.018 1.27 0.04 1.0 1.0 0.9 0.4
Leucine 1.43 0.05 1.54 0.02 0.9 0.4 0.9 0.6
N-palmitoyl histidine 0.009  0.004 0.02 0.01 0.45 0.12 0.9 0.5
Phenyl-alanine 1.566 0.012 1.645 0.003 0.86 0.04 0.9 0.5
Tyrosine 1.12 0.04 1.2 0.5 0.8 0.2 0.80 0.12
Compuestos
lipidicos
Carnitinas 1.30 0.08 1.673 0.014 0.76 0.02 1.0 0.9
ChE 1.2 0.8 0.9 0.4 0.8 0.3 0.64 0.17
Cer 1.0 0.9 1.0 0.6 0.6 0.2 0.63  0.07
DG 1.28 0.05 1.2 0.2 0.9 0.4 0.81 0.12
AG 0.5293 0.0008 | 0.9 0.4 0.469 0.006 0.79  0.15
MG 0.9 0.7 11 0.6 0.705 0.007 0.78  0.06
PC 0.9 0.3 1.0 0.7 1.0 0.8 1.20 0.10
PE 0.8 0.3 0.9 0.6 0.8 0.3 0.9 0.4
PI 1.36 0.07 1.333 0.019 0.77 0.10 0.75 0.08
PS 0.145  0.005 0.23 0.07 1.0 0.8 1.7 0.3
SM 0.9 1.0 1.26 0.07 0.9 0.4 1.2 0.5
TG 0.57 0.17 14 0.3 0.32 0.04 0.8 0.3
Lysine 1.30 0.04 1.13 0.16 1.0 1.0 0.9 0.2
LysoPC 0.64 0.07 0.73 0.18 0.7 0.2 0.78  0.19
LysoPE 0.9 0.4 0.9 0.4 0.9 0.4 0.9 0.5

Continla en la pagina siguiente
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Efecto del tratamiento Efecto de la dieta
Dieta Control Dieta Esteat. Sin Tetraciclina | Con Tetraciclina

Compuesto

T/C*  p-valor® T/C* p-valor® | S/C* p-valor’ |S/C*  p-valor
Estrés Oxidativo
S-AdenosylHomocysteine | 1.36  0.04 1.4 0.4 0.6 0.2 0.67 0.10
Varios
Betaine 1.0 0.8 1.1 0.5 0.74 0.04 0.83 0.15
Cholesterol sulfate 0.297 0.010 0.34 0.08 13 0.6 1.5 0.3
Dihydroxycholesterol 0.077 0.008 0.118 0.002 0.7 0.4 1.1 0.5
Propionylcholine 4.048 0.006 1.40 0.08 1.2 0.6 0.42 0.05
Ricinoleic acid 1.0 0.4 0.9 0.5 0.6594 0.13 0.6 0.3
Tryptophan 1.514 0.016 1.34 0.06 1.0 1.0 0.9 0.4

'Cociente de intensidades entre muestras con tetraciclina/sin tetraciclina dentro

del mismo tipo de dieta.

2Cociente de intensidades entre muestras con dieta esteatdsica/dieta control
dentro del mismo tipo de tratamiento.
*El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.

Las alteraciones mas significativas encontradas en las muestras de

suero fueron el incremento en los niveles de carnitinas, fenilalanina y

sales biliares conjugadas con taurina, asi como la disminuciéon en los

niveles de AG y sales biliares conjugadas con glicina (Figura 3.20).
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Figura 3.20. Diagramas de cajas mostrando los cambios mdas importantes
asociados al tratamiento con tetraciclina de las muestras de suero de ratas
analizadas mediante la estrategia de analisis metabolémico no dirigido usando la
plataforma UPLC-MS y condiciones de andlisis lipidémico y general. Los valores
estdn expresados como intensidad relativa. Las cajas denotan los rangos
intercuartilicos, las lineas denotan las medianas y los bigotes denotan los
percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-
Whitney.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 comparando valores sin y con
tetraciclina dentro del mismo tipo de dieta. Verde: Dieta control y sin tetraciclina;
Rojo: Dieta control y con tetraciclina; Amarillo: Dieta rica en grasas y sin
tetraciclina; Azul: Dieta rica en grasas y con tetraciclina. AG: acidos grasos; SAH:
S-(5-adenosyl)-L-homocisteina.
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Andlisis metabolomico no dirigido usando la plataforma GC-QTOF

Para completar el estudio de las muestras de suero e higado de ratas
tratadas con tetraciclina y analizadas por LC-MS, se realiz6 un estudio
metabdlico paralelo usando la plataforma analitica GC-MS.

El estudio de las muestras permitié la deteccion de 283 variables en
las muestras de tejido hepatico y 260 en las muestras de suero.

El analisis multivariante de estos datos por PLS-DA revelé que con 2 CP
se producia solapamiento de clases, mientras que con 3 CP habia una
separacion evidente entre los cuatro grupos de muestras (Figura 3.21).
Por lo tanto, nos quedamos con 3 CP.

Los parametros de ajuste del modelo se comprobaron mediante CV. En
la Tabla 3.18 pueden verse los valores obtenidos de los parametros R?y
Q’ para el modelo PLS-DA con 3 CP, tanto para las muestras de tejido

hepatico como de suero.

Tabla 3.18. Validaciéon cruzada del modelo PLS-DA obtenido para las muestras de
tejido hepatico y suero de ratas tratadas con tetraciclina y dieta, analizadas por
GC-MS.

Tejido hepatico Suero

PLS-DA (3 CP) PLS-DA (3 CP)

RZ QZ RZ QZ
0.96 0.44 0.97 0.61

En ambos modelos los valores de R? son muy cercanos a 1,indicando
que los modelos explican la varianza de los datos de manera casi
completa. Los valores de Q? son aceptables, indicando una capacidad

predictiva de los modelos adecuada.
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Figura 3.21. A) Diagrama de scores con dos componentes principales y B) con

tres componentes principales del analisis PLS-DA realizado sobre las muestras de

higado y suero de ratas tratadas con tetraciclina y dieta, analizadas por GC-MS.
Verde: Muestras tratadas con dieta control y sin tetraciclina; Rojo: Muestras

tratadas con dieta control y con tetraciclina; Amarillo: Muestras tratadas con
dieta rica en grasas y sin tetraciclina; Azul: Muestras tratadas con dieta rica en

grasas y con tetraciclina.
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Muestras de tejido hepdtico

Se identificaron 110 posibles marcadores, 30 de ellos con un VIP>1.
Estos compuestos fueron en su mayoria aminoacidos, azucares y acidos
organicos. En la Tabla 3.19 puede verse un listado de los compuesto
identificados con un VIP>1.

Mediante un analisis no supervisado de los datos (Heatmap) con las
variables identificadas, podemos observar que la principal separacién
entre muestras se debe al tratamiento con o sin tetraciclina (Figura
3.22). A la izquierda del grafico (colores amarillo y verde) encontramos
las muestras correspondientes a ratas no tratadas con el farmaco,
mientras que a la derecha (colores rojo y azul) encontramos las muestras
correspondientes a ratas tratadas con tetraciclina. En este caso también
se observa una tendencia en la separacion de las muestras segun el tipo
de dieta administrada, aunque no de forma tan evidente. Por ultimo, se
puede observar cémo algunos de los metabolitos se encuentran
alterados seglin el tratamiento recibido. Tonos azules indican niveles
mas bajos de cada uno de los metabolitos mientras que tonos rojizos

indican niveles mas altos de cada uno de los metabolitos (Figura 3.22).
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Tabla 3.19. Variables identificadas con un VIP>1 en el analisis de muestras de
tejido hepatico de ratas tratadas con tetraciclina y dieta, analizadas por GC-MS.

Efecto del tratamiento

Efecto de la dieta

Dieta Control

Dieta Esteat.

Sin Tetraciclina

Con Tetraciclina

Compuesto
T/C p-valor® | T/C* p-valor’® | /G p-valor® | S/C*  p-valor®

1-2-3-Propanetricarboxilic 0.8 0.5 0.9 0.8 1.23 0.19 13 03
13-Octadecenoic-acid 0.8 0.3 1.25 0.03 0.63 0.09 1.0 0.6
1-5-Anhydro-D-sorbitol 0.83 0.08 0.803 0.019 1.1 04 1.0 0.9
2-Butenoic-acid 0.9 0.2 0.9 0.3 1.0 038 1.1 0.5
2-Ketoglutaric-acid 0.9 0.8 0.83 0.19 1.26 0.20 12 07
4-hydroxypyridine 0.75 0.02 0.7306 0.0008 | 1.23 0.02 1.19 0.17
4-methylbenzoate 1.58 0.07 13 0.3 0.8 04 0.7 04
5-B-cholestan-3a-ol-propionate | 1.83 0.13 0.7 0.3 1.0 1.0 0.41 0.08
9-17-Octadecadienal 1.67 0.09 1.2 0.6 0.8 0.4 0.55 0.05
Adonitol 0.8 0.6 1.1 1.0 1.2 04 157 0.12
B-Alanine 0.647 0.007 0.705 0.005 1.1 0.4 1.2 0.2
D-Allose 0.8 0.6 1.3 0.5 1.1 05 1.89 0.09
Diheptylpentylamine 0.69 0.19 0.8 0.3 1.4 05 155 0.10
DL-Ornithine 0.68 0.03 0.75 0.06 1.0 0.8 1.1 0.6
D-Galactose 2.6134 0.0007 |2.2 0.4 1.0 0.2 09 0.5
D-Lyxose 0.632  0.006 0.9 0.4 0.9 0.4 1.35 0.09
D-Ribofuranose-phosphate 0.6 0.3 0.562 0.014 14 0.6 1.2 0.9
D-Ribose-phosphate 0.8 0.3 0.59 0.09 1.4 03 1.0 0.9
Glycylglycine 0.685 0.013 0.73 0.15 1.1 0.6 1.2 0.2
L-Arabitol 1.3 0.03 1.2 0.5 1.68 0.07 1.60 0.07
L-Isoleucine 0.701  0.012 0.729 0.018 1.0 09 1.0 1.0
L-Leucine 0.3747 0.0008 | 0.7 0.4 0.8 0.8 1.52 0.19
L-Methionine 9.4141 0.0005 | 2.07 0.19 1.2 03 0.27 0.15
L-threonine 0.8 0.2 1.22 0.13 1.0 0.7 1.42 0.03
L-Valine 0.2191 0.0007 | 0.46 0.12 0.7 0.7 16 04
N-Acetyl-D-galagalactosaminitol | 0.67 0.08 1.1 0.5 1.1 05 1.7 0.3
N-Acetyl-D-glucosamine 0.661 0.014 0.54156 0.00019 | 1.28 0.06 1.1 0.9
Pantothenic-acid 1.0 0.9 1.0 0.7 1.3 02 13 0.3
Phosphoric-acid-monomethyl 0.66  0.04 1.2 0.3 1.1 07 1.96 0.10
Uridine 1.41 0.20 0.57 0.05 1.1 1.0 0.45 0.02

'Cociente de intensidades entre muestras con tetraciclina/sin tetraciclina dentro

del mismo tipo de dieta.

’Cociente de intensidades entre muestras con dieta esteatdsica/dieta control
dentro del mismo tipo de tratamiento.
3El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.
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Figura 3.22. Heatmap realizado sobre las muestras de higado de ratas tratadas
con tetraciclina y dieta, analizadas por GC-MS. Distancia Euclidea. Verde:
Muestras tratadas con dieta control y sin tetraciclina; Rojo: Muestras tratadas con
dieta control y con tetraciclina; Amarillo: Muestras tratadas con dieta rica en
grasas y sin tetraciclina; Azul: Muestras tratadas con dieta rica en grasas y con
tetraciclina.

Las principales alteraciones significativas encontradas fueron el
aumento en los niveles de algunos azlUcares como el arabitol o la
galactosa, asi como la disminucion en los niveles de algunos
aminoacidos (alanina, isoleucina, leucina, valina...) y en los niveles de N-

acetilglucosamina (Figura 3.23).
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Figura 3.23. Diagramas de cajas mostrando los cambios mas importantes
asociados al tratamiento con tetraciclina de las muestras de higado de ratas
analizadas mediante la estrategia de analisis metabolémico no dirigido usando la
plataforma GC-MS. Los valores estan expresados como intensidad relativa. Las
cajas denotan los rangos intercuartilicos, las lineas denotan las medianas y los
bigotes denotan los percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue calculado

usando el test U de Mann-Whitney.*p<0.05; **p<0.01;

***p<0.001 comparando

valores sin y con tetraciclina dentro del mismo tipo de dieta. Verde: Dieta control
y sin tetraciclina; Rojo: Dieta control y con tetraciclina; Amarillo: Dieta rica en
grasas y sin tetraciclina; Azul: Dieta rica en grasas y con tetraciclina.
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Finalmente, un andlisis de enriquecimiento funcional revel6 que las
rutas metabdlicas mas alteradas, de manera significativa, fueron la
biosintesis de proteinas, la ruta de degradaciéon de la valina, leucina e

isoleucina, asi como el metabolismo del propanoato (Tabla 3.20).

Tabla 3.20. Rutas metabodlicas alteradas obtenidas mediante un andlisis de
enriquecimiento funcional de las muestras de higado de ratas analizadas
mediante la estrategia de analisis metabolomico no dirigido usando la
plataforma GC-MS.

Ruta metabdlica Total Hits p-valor
Biosintesis de proteinas 19 5 9.61E-06
Degradacion de la valina, leucina e isoleucina 36 3 0.0242
Metabolismo del propanoato 18 2 0.0399

Muestras de suero

Se identificaron 179 posibles marcadores, 38 de ellos con un VIP>1.
Estos compuestos fueron en su mayoria, al igual que en las muestras de
higado, aminoacidos, azlcares y acidos organicos. En la Tabla 3.21

puede verse un listado de los compuesto identificados con un VIP>1.
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Tabla 3.21. Variables identificadas con un VIP>1 en el andlisis de muestras de
suero de ratas tratadas con tetraciclina y dieta, analizadas por GC-MS.

Efecto del tratamiento Efecto de la dieta
Dieta Control Dieta Esteat. Sin Con
Tetraciclina Tetraciclina
Compuesto
T/C*  p-valor® T/C* p-valor® | S/C*  p-valor® | S/C*  p-valor®
1H-Indole-3-ethanamine 0.8 0.6 0.9 0.4 1.395 0.014 1.5 0.2
2-3-Dihydroxybutanoic-acid | 0.50  0.07 1.30 0.09 0.9 0.3 232 0.12
2-3H-Furanone 256 0.14 2.62 0.11 0.7 0.5 0.7 0.5
2-a-Mannobiose 14 0.5 2.52 0.05 0.70 0.17 13 0.4
2-Butenedioic-acid 0.58 0.09 1.30 0.09 0.9 0.3 1.99 0.05
2-Keto-3-methylvaleric-acid | 1.3 0.3 1.2 0.2 0.74 0.20 0.7 0.3
2-Keto-l-gluconic-acid 1.0 0.8 1.50 0.11 0.9 0.6 1.3 0.4
2-Propenoic-acid 0.6 0.2 13 0.3 1.0 0.8 196 0.10
Alanine 0.8 0.2 1.37 0.19 0.9 0.4 1.5 0.2
a-Tocopherol 0.472 0.003 0.720 0.003 0.87 0.15 1.3 0.4
Benzeneacetic-acid 1.0 0.7 1.5 0.2 0.6 0.2 1.0 0.6
Butanal 1.0 0.8 1.3 0.4 0.60 0.03 0.8 0.4
Butanoic-acid 2.83 0.02 2.55 0.14 1.3 0.5 1.1 0.9
Butyric-acid 1.1 0.7 1.41 0.05 0.57 0.05 0.74 0.10
D-Glucopyranose 0.26  0.06 0.50 0.12 0.9 0.8 1.7 0.5
D-Glucose 0.9 0.7 0.6 0.4 1.88 0.18 1.4 0.5
D-Ribofuranose 0.8 0.4 1.2 0.3 1.1 0.6 1.66 0.20
D-Sorbitol 1.857 0.014 1.46 0.09 11 0.2 0.9 0.6
D-Talose 0.8 0.7 1.4 0.6 13 1.0 2.1 0.4
Hexanedioic-acid 0.18 0.08 0.126 0.011 1.3 1.0 0.9 1.0
Inositol 0.65 0.05 0.5370 0.0004 [1.0 0.5 0.9 0.4
Lactose 0.32 0.08 1.0 0.7 0.9 0.8 291 0.08
L-Aspartic-acid 0.6 0.4 2.4 0.3 13 0.6 5.54 0.06
L-Cystine 1.70 0.02 2.02 0.16 0.9 0.2 1.0 0.6
L-Isoleucine 0.64 0.12 0.9 0.6 1.2 0.8 1.70 0.12
L-Lactic-acid 0.73 0.04 0.9 0.4 1.1 0.5 133 0.09
L-Leucine 0.9 0.3 1.23 0.13 1.0 0.6 132 0.11
L-Lysine 1.0 0.7 11 1.0 0.8 0.3 0.9 0.5
L-Methionine 0.9 0.4 0.9 0.8 1.1 0.8 1.2 0.3
L-Proline 0.592 0.003 0.9 0.9 0.9 0.5 1.41 0.18
L-Threonine 1.62 0.04 1.2 0.4 0.9 0.5 0.66 0.10
L-Valine 0.83 0.14 1.21 0.12 1.0 0.6 1.39 0.05
Maltose 161 0.15 0.9 0.9 0.9 0.8 0.5 0.2
N-Acetyltyrosine 0.69 0.17 1.0 0.9 0.39 0.14 0.5 0.7
N-a-Acetyl-L-Lysine 0.6 0.5 13 0.5 14 0.2 290 0.10
Ornithine 1.3 0.5 2.54 0.19 0.5 0.3 0.9 0.7
Pyrimidine 0.58 0.09 1.30 0.09 0.9 0.3 1.989 0.012
Quinoline 0.8 0.5 1.3 0.5 1.1 0.7 1.83 0.15
Serine 1.3 0.9 1.57 0.14 1.0 0.8 13 0.3

200



Resultados

'Cociente de intensidades entre muestras con tetraciclina/sin tetraciclina dentro
del mismo tipo de dieta.

’Cociente de intensidades entre muestras con dieta esteatdsica/dieta control
dentro del mismo tipo de tratamiento.

3El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.

Mediante un analisis no supervisado de los datos (Heatmap), llevado a
cabo con las variables identificadas, podemos observar que la principal
separacion entre muestras se debe al tratamiento con o sin tetraciclina
(Figura 3.24). A la izquierda del grafico (colores rojo y azul)
encontramos las muestras de las ratas tratadas con tetraciclina, mientras
que a la derecha del grafico (colores verde y amarillo) encontramos las
muestras correspondientes a las ratas no tratadas. El Heatmap también
es capaz de separar de forma secundaria, dentro de un mismo tipo de
tratamiento con el farmaco, entre dieta control o rica en grasas casi de
forma completa. Por dltimo, se puede observar como algunos de los
metabolitos se encuentran alterados segun el tratamiento recibido.
Tonos azules indican niveles mas bajos de cada uno de los metabolitos
mientras que tonos rojizos indican niveles mas altos de cada uno de los

metabolitos (Figura 3.24).
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Figura 3.24. Heatmap realizado sobre las muestras de suero de ratas tratadas
con tetraciclina y dieta, analizadas por GC-MS. Distancia Euclidea. Verde:
Muestras tratadas con dieta control y sin tetraciclina; Rojo: Muestras tratadas con
dieta control y con tetraciclina; Amarillo: Muestras tratadas con dieta rica en
grasas y sin tetraciclina; Azul: Muestras tratadas con dieta rica en grasas y con
tetraciclina.

Las alteraciones mas significativas fueron el aumento en los niveles de
algunos azucares como el sorbitol, asi como la disminucién en los
niveles de algunos aminoacidos esenciales (prolina...), al igual que
pasaba en las muestras de higado. También disminuyeron los niveles de
tocoferol e inositol (Figura 3.25).

Finalmente, un andlisis de enriquecimiento funcional revelé que las
rutas metabdlicas mas alteradas, de manera significativa, fueron la
biosintesis de proteinas, el metabolismo de la galactosa y la degradacion

de valina, leucina e isoleucina (Tabla 3.22).
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Figura 3.25. Diagramas de cajas mostrando los cambios mas importantes
asociados al tratamiento con tetraciclina de las muestras de suero de ratas
analizadas mediante la estrategia de analisis metabolémico no dirigido usando la
plataforma GC-MS. Los valores estan expresados como intensidad relativa. Las
cajas denotan los rangos intercuartilicos, las lineas denotan las medianas y los
bigotes denotan los percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue calculado
usando el test U de Mann-Whitney.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 comparando
valores sin y con tetraciclina dentro del mismo tipo de dieta. Verde: Dieta control
y sin tetraciclina; Rojo: Dieta control y con tetraciclina; Amarillo: Dieta rica en
grasas y sin tetraciclina; Azul: Dieta rica en grasas y con tetraciclina.
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Tabla 3.22. Rutas metabolicas alteradas obtenidas mediante un andlisis de
enriquecimiento funcional de las muestras de suero de ratas analizadas mediante
la estrategia de andlisis metabolémico no dirigido usando la plataforma GC-MS.

Ruta metabdlica Total Hits p-valor
Biosintesis de proteinas 19 7 9.71E-08
Metabolismo de la galactosa 25 3 0.0228
Degradacion de la valina, leucina e isoleucina 36 3 0.0491
3.4 Estudios metabolomicos en pacientes

diagnosticados con EHNA

Después de llevar a cabo estudios metabolémicos con modelos in vitro
e in vivo, el siguiente paso fue analizar muestras humanas ya que en
ultima instancia nuestro objetivo era estudiar la esteatosis hepatica, asi
como las patologias mas severas de la EHGNA, en humanos. Se llevé a
cabo un estudio con muestras de suero humano de pacientes sin lesion
hepatica (control) y pacientes diagnosticados con EHNA mediante biopsia
hepatica y scan. En un primer estudio se utilizé un nimero reducido de
muestras (10 de cada tipo) para comprobar si se apreciaban cambios
metabdlicos importantes que nos hicieran pensar si podia ser interesante
ampliar el estudio a un mayor nimero de muestras.

El estudio metabolomico se llevé a cabo mediante la plataforma GC-
MS. El estudio de las muestras de suero humano permitié la deteccion de
116 variables capaces de separar entre los dos grupos de estudio.

El analisis multivariante de estos datos por PLS-DA reveldé que con 2
CP se producia una separacién evidente de las dos clases de muestras
(Figura 3.26).
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Figura 3.26. Diagrama de scores con dos componentes principales del analisis
PLS-DA realizado sobre las muestras de suero humano de pacientes
diagnosticados con EHNA analizadas por GC-MS. Verde: Muestras de pacientes
control Rojo: Muestras de pacientes con EHNA.

Los parametros de ajuste del modelo se comprobaron mediante CV
(Tabla 3.23). El valor cercano a 1 de R? indica que el modelo explica la
varianza de los datos de forma muy buena. El valor de Q? es aceptable e

indica una correcta capacidad predictiva del modelo.

Tabla 3.23. Validacién cruzada del modelo PLS-DA con 2 CP obtenido para las
muestras de suero humano analizadas por GC-MS.

Suero humano
PLS-DA (2 CP)
RZ QZ
0.91 0.53
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A continuacién, se buscaron posibles alteraciones en el metaboloma.
Se identificaron 98 posibles marcadores en los sueros humanos,

encontrandose 22 metabolitos con un VIP>1 (Tabla 3.24).

Tabla 3.24. Variables identificadas con un VIP>1 en el analisis de muestras de
suero humano, analizadas por GC-MS.

Compuesto VIP EHNA/Control* | p-valor?
Acetamide 1.9612 1.81 0.06
Alanine 1.6493 0.66 0.03
Butanoic acid 2.182 2.222 0.11
Cholesterol 1.3393 1.12 0.04
Dihydroxybutanoic acid 1.4552 2.98 0.06
D-Turanose 1.5404 0.68 0.07
Ethanedioic acid 2.1535 0.68 0.08
Glucaric acid 1.0942 1.48 0.15
Heptanedioic acid 1.6422 1.62 0.05
L-Isoleucine 1.2356 1.24 0.14
L-Leucine 1.3321 1.61 0.08
L-Norvaline 1.9614 1.81 0.05
L-Proline 1.7082 1.43 0.05
L-Threonic acid 1.7959 1.430 0.08
L-Tyrosine 1.2772 1.62 0.13
L-Valine 1.2484 1.23 0.15
Octadecenoic acid 1.467 2.81 0.11
Propanoic acid 1.1083 2.21 0.13
Purine 1.2155 1.5 0.3
Serine 2.1349 0.284 0.009

'Cociente de intensidades entre muestras de pacientes con EHNA/muestras de
pacientes control 2El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-
Whitney.
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Mediante un analisis no supervisado de los datos (Heatmap), llevado a
cabo con las variables identificadas, podemos observar una separacion
completa de los dos grupos de muestras, pacientes control y pacientes
con EHNA (Figura 3.27. Tonos azules indican niveles mas bajos de cada
uno de los metabolitos mientras que tonos rojizos indican niveles mas

altos.

3
D-Turanose , Control
EHNA

Serine 1
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2,4-Thiazolidinedione v
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Figura 3.27. Heatmap realizado sobre las muestras de suero humano de
pacientes diagnosticados con EHNA analizadas por GC-MS. Distancia Euclidea.
Verde: Muestras de pacientes control; Rojo: Muestras de pacientes con EHNA.

Las alteraciones mas significativas encontradas en las muestras de
suero de los pacientes diagnhosticados con EHNA fueron el aumento en
los niveles de colesterol y la disminucién en los niveles de algunos

aminoacidos, tales como alanina o serina (Figura 3.28).
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Figura 3.28. Diagramas de cajas mostrando los cambios mas importantes a las
muestras de suero humano de pacientes diagnosticados con EHNA analizadas
mediante la estrategia de analisis metabolomico no dirigido usando la
plataforma GC-MS. Los valores estan expresados como intensidad relativa. Las
cajas denotan los rangos intercuartilicos, las lineas denotan las medianas y los
bigotes denotan los percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue calculado
usando el test U de Mann-Whitney.*p<0.05; **p<0.01.

Finalmente, un andlisis de enriquecimiento funcional revelé que las
rutas metabolicas alteradas de forma significativa fueron la biosintesis
de proteinas y el metabolismo de la fenilalanina y la tirosina (Tabla
3.25).

Tabla 3.25. Rutas metabdlicas alteradas obtenidas mediante un analisis de
enriquecimiento funcional de las muestras de suero humano analizadas
mediante la estrategia de andlisis metabolémico no dirigido usando la
plataforma GC-MS.

Ruta metabdlica Total Hits p-valor
Biosintesis de proteinas 19 6 3.78E-06
Metabolismo de la fenilalanina y tirosina 13 2 0.0443
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Mediante la plataforma GC-MS se obtuvo un modelo capaz de separar
las muestras control de las diagnosticadas con EHNA, pero no se
consiguio obtener una gran cantidad de informacién sobre la alteracion
del metaboloma. Por ello, se opt6 por llevar a cabo un estudio usando la
plataforma analitica LC-MS, capaz de aportar una cobertura metabdlica
distinta. Se aplico la plataforma LC-MS bajo las condiciones RP e HILIC
para asegurar una mayor cobertura del metaboloma. Para que los
resultados fuesen mas consistentes, se amplié el nimero de muestras
analizadas a 48 muestras diagnosticadas mediante biopsia hepatica y
scan con algun grado de EHGNA, y 15 muestras control. Vista la
excelente separacion entre muestras control y EHNA en el experimento
anterior, comprobamos si éramos capaces de separar no sélo entre los
dos tipos de muestra, sino también entre distintos estadios de EHGNA.
Los datos mas relevantes de la cohorte usada en el estudio pueden

observarse en la Tabla 3.26.
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Tabla 3.26. Descripcion de la cohorte en estudio. Los datos se muestran como la
media *+ desviacion estandar o como niimero de casos.

p-valor’
Control NAS<5 NAS>5 | Control Control NAS<5
(N=15) (N=28) (N=20) NAS<5 NAS>5 NAS>5

Sexo
Hombre 2 9 6
Mujer 13 19 14
Edad (afos) 42+13 56 £ 13 53+12 0.004 0.02 0.4
Esteatosis
0 15 0 0
1 0 19 0
2 0 7 6
3 0 2 14
Fibrosis
0 15 24 2
1 0 4 3
2 0 0 3
3 0 0 10
4 0 0 2
Inflamacion
0 15 16 0
1 0 12 14
2 0 0 6
Balonizacion
0 15 22 0
1 0 6 6
2 0 0 14
IMC (kg/m?) 26 +5 31 +7 32+6 0.011 0.03 0.5
Glucosa (mg/dl) 93+14 110+40 12040 0.11 0.010 0.08
Colesterol total(mg/dl) 200 + 30 200+ 30 210 +40 0.8 0.4 0.3
Colesterol HDL(mg/dl) 55+11 47+10 46=x*14 0.08 0.19 0.8
Triglicéridos (mg/dl) 11070 140+60 220+120 0.019 0.0009 0.005
AST (IU/L) 165 26 + 14 70 £ 50 0.002 < 0.0001 <0.0001
<37 15 25 5
37-74 0 1 7
>74 0 1 8
ALT (1U/L) 14+5 30 +30 90+70 0.0002 <0.0001 0.00015
<40 15 22 5
40-80 0 3 7
>80 0 2 8
GGT (IU/L) 3030 8090 110+120 0.003 0.0003 0.14
FA (IU/L) 7030 100+50 8030 0.02 0.4 0.2
HOMA-IR 20+1.1 2.7+1.3 1829 0.08 < 0.0001 < 0.0001

'El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney

NAS: puntuacion de la actividad de la EHGNA; IMC: indice de masa corporal; HDL:
lipoproteina de alta densidad; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina
aminotransferasa; GGT: y-Glutamil transpeptidasa; FA: fosfatasa alcalina.

210



Resultados

El estudio de las muestras de suero humano permitio la deteccién de
98 variables capaces de separar los tres grupos de estudio.

El analisis multivariante por PLS-DA revel6 que con 2 CP habia un
solapamiento de los grupos. Sin embargo, con 3 CP se consiguié una
separacion muy buena que permitia diferenciar entre los pacientes
control y los pacientes con estadios de EHGNA mas bajos (azul) y
estadios de EHGNA mas altos (rojo). Por ello decidimos quedarnos con 3
CP (Figura 3.29).
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Figura 3.29. A) Diagrama de scores con dos componentes principales y B)
diagrama de scores con tres componentes principales del PLS-DA realizado sobre
las muestras de suero humano de pacientes diagnosticados con EHGNA
analizadas por HILIC y RP por LC-MS. Verde: Muestras de pacientes control; Azul:
Muestras de pacientes con NAS<5; Rojo: Muestras de pacientes con NAS >5.

Los parametros de ajuste del modelo se comprobaron mediante CV
(Tabla 3.27). El valor de R? obtenido indica que el modelo explica la
varianza de los datos de forma correcta. El valor de Q? es aceptable e

indica una correcta capacidad predictiva del modelo.

211



Resultados

Tabla 3.27. Validacion cruzada del modelo PLS-DA con 3 CP obtenido para las
muestras de suero humano analizadas por LC-MS.

Suero humano
PLS-DA (3 CP)
RZ QZ
0.78 0.59

A continuacion, se buscaron posibles alteraciones en el metaboloma.
Se identificaron 81 posibles marcadores en los sueros humanos,
encontrandose 20 metabolitos con un VIP>1 (Tabla 3.28).

En los Volcano Plots (Figura 3.30) se puede observar el nimero de
metabolitos que se encuentran alterados de manera significativa, asi
como su naturaleza, comparando los distintos grupos (control, NAS<5 y
NAS>5) entre si.
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Tabla 3.28. Variables identificadas con un VIP>1 en el andlisis de muestras de
suero humano, analizadas por LC-MS.

p-valor’

Control Control NAS< 5
Compuesto VIP NAS<5 NAS>5 NAS >5
BisCysGly 1.2619 0.03 0.8 0.005
Cysteine 2.0454 0.0003 0.003 0.002
GCA 1.2258 0.03 0.6 0.012
GluCitr 1.0688 0.04 0.5 0.07
GluGln 1.3785 0.002 0.2 0.009
GluGlu 1.0449 0.015 0.04 0.31
Glulle 1.6575 0.003 0.04 0.04
GluLeu 1.3285 0.006 0.05 0.19
GluOrn 1.1561 0.03 0.08 0.6
Glutamate 1.441 0.0007 0.04 0.5
GluTyr 1.501 0.0013 0.0005 0.6
GluVval 1.7494 0.00016 0.009 0.03
Glycine conjugated 1.0275 0.11 0.7 0.02
GSH 1.182 0.003 0.5 0.06
GSSG 1.7561 0.0002 0.3 0.03
Methylthioadenosine 2.0222 0.00011 0.00019 0.07
AcOft 2.4376 <0.0001 0.0011 0.0009
SAM 1.9354 0.0011 0.0005 0.05
Taurine conjugated  1.1666 0.11 0.7 0.019
TCA 1.4039 0.010 0.6 0.003

'El valor estadistico p fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.GCA: acido
glicocdlico; GSH: glutation reducido; GSSG: glutation oxidado; AcOft: acido
oftalmico; SAM: S-(5-adenosil)-L-metionina; TCA: acido taurocélico.

213



Resultados

-logyo(p value)

-logyo(p value)

Cont

11 metabolites

significantly higher
in NAS<5 patients

rol vs NAS<5

2 metabolites
significantly higher
in Control patients

.
*
'Y
o*
e
N .

T T T T T T T
15 10 05 0.0 05 1.0 15
logo(FOC)

NAS<5 vs NAS>5
7 metabolites 7 metabolites
significantly higher significantly higher
in NAS>5 patients in NAS<5 patients
.
.
.
. .
. L]
>
L]
T T T T
2 -1 0 1 2

-logyo(p value)

Control vs NAS>5

17 metabolites
significantly higher

7 metabolites
significantly higher

e 4 in NAS>5 patients in Control patients
I
e
w0 o .
.e
o
. . @
e® o o o*
o -
T T T T
2 -1 0 1
logz(FOC)
Metabolyte Type

* Transmethylation pathway
+ Urea cycle
+ y-glutamyl-dipeptides
+ Thiol-containing metabolites
+ Bile Acids

Insignificant change

Figura 3.30. Volcano plots de los metabolitos alterados significativamente en las
muestras de suero humano de pacientes diagnosticados con EHGNA analizadas
por HILIC y RP por LC-MS. Comparaciéon de metabolitos entre los grupos Control,
NAS<5 y NAS>5; p valor < 0.05, fold change absoluto > 1.5. El valor estadistico p
fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.
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Las alteraciones mas significativas fueron el aumento en los niveles de
betaina, cisteina, glutamato, algunos glutamil-dipéptidos (GluLeu,
Gluval, GluPhe...), algunas sales biliares (TCA y GCA) y compuestos
relacionados con EO (GSSG, SAM, AcOft) en los pacientes diagnosticados
con EHGNA (Figura 3.31).
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Figura 3.31. Diagramas de cajas mostrando los cambios mas importantes en las
muestras de suero humano de pacientes diagnosticados con EHGNA analizadas
mediante HILIC y RP por LC-MS. Los valores estan expresados como intensidad
relativa. Las cajas denotan los rangos intercuartilicos, las lineas denotan las
medianas y los bigotes denotan los percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue
calculado usando el test U de Mann-Whitney.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
GCA: acido glicocélico; TCA: acido taurocdlico; GSSG: glutatiéon oxidado; SAM: S-
(5-adenosil)-L-metionina; AcOft: acido oftalmico.
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3.5 Desarrollo y validacion de un meétodo dirigido para

evaluar marcadores de estrés oxidativo

3.5.1 Desarrollo del método UPLC-MS/MS

Como se ha comentado anteriormente, el EO tiene un papel destacado
en la esteatosis hepatica y en el dafio hepatocelular asociado a ella [189].
De hecho, en los estudios metabolémicos no dirigidos, tanto en modelos
experimentales in vivo como en modelos in vitro de esteatosis, pudimos
comprobar la aparicién de cambios significativos en algunos indicadores
de EO. Es por ello que desarrollamos un método UPLC-MS/MS para el
analisis dirigido de biomarcadores de EO en diferentes matrices
biolégicas. El objetivo era disponer de un método cuantitativo que de
forma rapida permitiera identificar cambios en biomarcadores
especificos de EO. Como marcadores se propusieron: i) sustancias que
contenian azufre, como GSH, GSSG, SAM y SAH; ii) Phe y tirosinas (I-Tyr,
N-Tyr, Cl-Tyr, o-Tyr, m-Tyr y p-Tyr) como marcadores de dafio oxidativo a
proteinas; iii) 8-OH-dG y 2-dG, como indicadores de dafno a DNA; vy iv)
MDA y 8-IsoPGF, los cuales son marcadores de peroxidacién lipidica.
Ademas, se incluyé el AcOft como indicador de la disminucion del
glutation.

El método analitico permitié la determinacién de estos 16 analitos y
de 2 Pl deuterados (Phe-d5 y 8-IsoPGF-d4), los cuales se usaron para
minimizar la imprecisiéon en las medidas y para compensar el posible
efecto matriz [270]. La correcta separacion cromatografica de todos los
compuestos se consiguié en 7 min usando cromatografia de fase reversa
con agua desionizada y acetonitrilo (0.1% acido formico) como eluyentes
(Figura 3.32).
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Figura 3.32. Cromatogramas SRM obtenidos a partir una disoluciéon patron mixta
que contenia todos los biomarcadores de estudio y los patrones internos
(Tug/mL) aplicando el método UPLC-MS/MS descrito.

217



Resultados

Las condiciones de MS, incluyendo las transiciones MRM para cada
compuesto, fueron obtenidas automaticamente por infusion directa de
cada patron preparado individualmente a 1ug/mL en PBS, con la fuente
de electrospray operando en modo positivo (ESI+) y negativo (ESI-)
usando el software QuanOptimizer® (Tabla 3.29). La concentracién de
los metabolitos fue obtenida mediante las curvas de calibracion (area
analito/area Pl vs concentracion), usando 8-1soPGF-d4 como Pl de la 8-
IsoPGF (analizados en ESI-) y Phe-d5 como Pl del resto de analitos

(analizados en ESI+).

Tabla 3.29. Parametros MRM seleccionados para la determinacion de los 16
biomarcadores de EO y los 2 Pls.

Compuesto Modo Transicion Voltaje del cono  Energia de colision
ESI MRM: V) (eV)
GSSG + 613.2 > 355.0 60 15
GSH + 433.1 > 201.0 20 20
SAM + 398.9>136.0 22 17
SAH + 385.1>136.0 35 25
I-Tyr + 308.1>291.0 40 15
AcOft + 290.2 > 161.1 15 15
8-OH-dG + 284.0 > 168.0 30 15
2-dG + 268.0 > 152.0 25 15
MDA + 235.0 > 159.0 30 30
N-Tyr + 227.1>181.0 25 10
Cl-Tyr + 216.0 > 170.0 30 15
o-Tyr + 182.1>136.0 20 10
m-Tyr + 182.1 > 136.0 20 10
p-Tyr + 182.1>136.0 20 10
Phe + 166.1 > 120.1 20 20
8-1soPGF - 353.2>193.3 35 25
Phe-d5° + 171.1> 125.1 20 20
8-1s0PGF-d4’ - 357.2>197.3 35 25

1(m/z) precursor > (m/z) producto
2Usados como patrones internos.
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3.5.2 Optimizacion de la deteccion de MDA y GSH

Durante el desarrollo del método se requiri6 de una etapa de
derivatizacion para evitar la degradacion de algunos analitos labiles,
mejorando asi la estabilidad, deteccién y cuantificacion de algunos
compuestos. Por esta razén el MDA y el GSH se determinaron después de
llevar a cabo una reaccién con DNPH [229-231] NEM [79,232],
respectivamente. Para optimizar el procedimiento de derivatizacién, se
prepararon por separado disoluciones de MDA y de GSH en PBS (1
ug/mL) y se analizaron después de la reacciéon con el reactivo de
derivatizacion correspondiente a diferentes concentraciones (0,25 a 2
mM DNPH y 2,5 a 50 mM NEM) (Figura 3.33).

A MDA.DNPH B GSH-NEM
6 1 45 1
40 A
54 %5 4
94 3301
2 235
x3 =20
-] ]
521 5151
1 10
5 4
0 0
0 500 1000 1500 2000 2500 0 10 20 30 40 50 60
Conc. DNPH (pM) Conc. NEM (mM)

Figura 3.33. A) Efecto de la concentracién de DNPH en la derivatizacién de la
disolucién de MDA preparada en PBS a 1ug/mL. B) Efecto de la concentracién de
NEM en la derivatizacién de la disolucion de GSH preparada en PBS a 1ug/mL.

Para el MDA, el mayor rendimiento en la derivatizaciébn se obtuvo
usando una concentracién de DNPH en el rango de 0.5 - 2 mM, mientras
que la mayor respuesta para el GSH se obtuvo usando el NEM en un
rango de concentracion de 5 - 10 mM. En base a ello, y para asegurar
una completa derivatizacion de MDA y GSH en las matrices biologicas
estudiadas, se seleccionaron las concentraciones de DNPH 1 mM y NEM

10 mM como las éptimas.
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Ademads, se comprobd si la utilizacion de los reactivos de
derivatizacion producia interferencias en la determinacién de los otros
analitos. Con este fin, diferentes disoluciones que contenian todos los
analitos de estudio (desde 0,125 hasta 1 ug/mL) fueron tratadas con i)
DNPH 1T mM, ii) NEM 10 mM, iii) ambos reactivos DNPH 1 mM y NEM 10
mM juntos, o iv) sin ningun reactivo de derivatizacién (Figura 3.34).
Aparte del MDA y el GSH, la respuesta del resto de analitos no se vio
afectada significativamente por la presencia de los reactivos de

derivatizacion seleccionados.

3.5.3 Validacion del método UPLC-MS/MS

Para tener en cuenta el posible efecto matriz y el sesgo, se preparé un
pool de muestras para cada matriz biologica testada que se fortificd, con
tres niveles de concentracién diferentes para cada compuesto (baja (25
ng/mL), media (100 ng/mL) y alta (500 ng/mL)), de acuerdo con el
procedimiento descrito por Matuszewski et al. [271]. El pool de muestras
fortificadas y los blancos (pool de muestras sin fortificar) fueron
analizadas mediante el método UPLC-MS/MS desarrollado vy las
recuperaciones obtenidas fueron evaluadas. El efecto matriz se midié en
un rango de 80.0 a 124.2 % para todos los compuestos en todas las
matrices biolégicas testadas, lo que muestra una ausencia tanto de
aumento de la ionizacion como de supresién idnica que afecte a la
determinacion de los analitos en estudio bajo las condiciones analiticas
descritas (Tabla 3.30).
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Figura 3.34. A) Efecto de la DNPH 1TmM y NEM 10 mM en la respuesta de los
analitos en estudio preparados en PBS a una concentracion de 1 yg/mL , B) 0.5
pg/mL, C) 0.25 pyg/mLy D) 0.125 pg/mL.
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Tabla 3.30. Resultados obtenidos al evaluar el efecto matriz del método UPLC-
MS/MS desarrollado cuando se analizan diferentes matrices biol6gicas.

Analito Matriz Bioldgica *
Células de hapatocitos Medio de cultivo de Suero Tejido hepético
hepatocitos
% % % % % % % % % % % %
w ™M ® GV () ) w ™M @B (GYI () I )]
GSSG* 97.7 1079 1157 98.3 1017 832
GSSG® 976 819 876 116.7 1149 109.3
GSH’ 109.9 1087 1103 931 917 877
GSH?® 99.4 95.9 86.0 109.6 106.6 106.6 102.0 102.0 101.9 106.6 1089 115.2
SAM? 1106 1177 1118 804 910 819 865 99.8 836 1184 109.8 118.0
SAM?® 82.4 97.9 96.9 117.8 1126 111.0 106.7 1011 93.1 105.3 105.0 107.1
SAH? 99.9 1177 1103 107.6 1140 1233 109.6 106.3 84.9 113.3 105.0 816
SAH? 823 837 1018 837 897 913 863 823 964 868 846 821
I-Tyr? 93.5 96.5 94.7 101.2 101.1 9438 83.1 81.2 80.6 87.3 87.7 98.4
AcOft 917 99.0 955 941 934 928 83.8 833 84,0
AcOft® 96.1 898 912
8-OH-dG> 877 934 920 86.1 864 879 814 800 797 101.8 91.0 93.0
2-dG? 848 881 761 1037 978 971 90.7 889 861 1009 873 808
MDA’ 109.8 107.1 110.6 1225 113.0 89.1 84.8 946 83.6 101.4 81.0 92.3
N-Tyr 108.9 104.6 100.1 106.7 1015 101.0 94.4 89.7 99.3 97.1 80.1 88.6
Cl-Tyr’ 97.3 100.7 100.0 98.0 999 995 86.0 865 101.6 905 1004 98.9
o-Tyr? 91.8 97.1 95.7 98.1 95.5 99.5 87.5 842 924 97.2 947  102.5
m-Tyr? 93.8 95.3 92.0 92.0 85.4 87.1 83.9 796 84.1 106.7 81.0 85.7
p-Tyr’ 89.4 97.0 94.6 92.0 91.6 103.1 90.5 90.1 88.1 1005 97.3 1242
Phe® 93.2 89.3 85.4 93.3 86.5 80.6 97.5 848 88.9 101.6 1025 1124
8-1soPGF?  107.1 1145 1103 105.2 1041 952 101.7 1064 979 97.6 1025 101.0

' Efecto matriz expresado como RME (%), calculado como el ratio: (respuesta del
analito en una muestra fortificada - respuesta del analito en una muestra no
fortificada)/respuesta del analito en el correspondiente QC, multiplicada por 100
(valores medios, n = 3). Las concentraciones nominales fueron 500 ng/mL
(concentraciones altas o A), 100 ng/mL (concentraciones medias o M) y 25
ng/mL (concentraciones bajas o B).? Valores obtenidos analizando la Fraccion 1
de la muestra (descrito en la secciéon de Tratamientos de muestras). * Valores
obtenidos analizando la Fraccion 2 de la muestra (descrito en la seccion de
Tratamientos de muestras). * Valores obtenidos analizando la Fraccion 3 de la
muestra (descrito en la seccion de Tratamientos de muestras).

El método analitico se validé en términos de linealidad, LLOQ, ULOQ,
exactitud y precision siguiendo los criterios de cumplimiento
establecidos en la “Guia para la validacién de métodos para la industria
bioanalitica” de la FDA [272]. La exactitud y la precision fueron evaluadas
aplicando el método desarrollado en el analisis de controles de calidad
fortificados con cantidades conocidas de los biomarcadores estudiados.
La Tabla 3.31 muestra los resultados obtenidos en el estudio de la

exactitud.
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Tabla 3.31. Resultados obtenidos al evaluar la exactitud del método UPLC-MS/MS
desarrollado.

Analito Exactitud*
Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
%(A) % M) %(B) %(A) % (M) % (B) %(A) % (M) % (B)
GSSG 3.3 -6.5 -2.5 45 -7.3 7.1 1.7 5.4 -1.8
GSH 9.9 12.8 8.8 9.4 -6.5 -1.5 3.7 -8.2 -5.2
SAM -9.2 -8.0 -15.6 -35 5.4 -14.6 -12.5 43 -13.7
SAH 0.7 -1.5 -3.2 1.8 -8.4 -9.4 1.3 -0.6 -6.5
1-Tyr -0.3 6.3 6.5 4.2 0.5 13.1 -12.9 -6.1 -0.5
AcOft -2.5 -8.2 -9.0 9.9 9.1 12.9 6.5 13.0 11.7
8-OH-dG 2.4 -2.1 -16.6 -8.9 1.1 13.9 -11.2 1.3 19.8
2-dG 6.2 5.8 7.3 2.8 5.7 1.2 2.8 5.7 1.2
MDA 9.4 -0.5 5.3 5.8 -15.0 3.4 3.1 -15 5.2
N-Tyr 3.1 -104  -11.3 6.7 7.7 25 133 -124 -4.8
Cl-Tyr 0.8 5.1 9.0 -13 -39 76 6.8 -100 -15.8
o-Tyr -1.6 2.4 5.6 2.3 -4.0 6.1 -6.3 7.3 9.0
m-Tyr -0.5 -3.0 -10.6 0.5 25 7.0 5.6 -1.0 18.8
p-Tyr -3.0 5.8 7.3 -8.6 -85  -14.8 7.2 -8.7 -17.4
Phe 0.9 2.5 -6.7 -3.9 2.6 6.4 4.2 34 5.9
8-Iso0PGF  -9.1 1.1 12.7 5.8 -8.4 75 -6.1 -0.8 10.2
'"Expresada como Error de Media Relativo (RME %, Relative Measurement Error),
calculado como el ratio: (concentraciones calculadas - concentraciones

nominales)/concentracién nominal, multiplicada por 100 (valores medios, n = 5).
Las concentraciones nominales fueron 500 ng/mL (concentraciones altas o A),
100 ng/mL (concentraciones medias o M) y 25 ng/mL (concentraciones bajas o
B).

El RME de los datos se encuentra en el rango -16.6 a 19.8 %
mostrando que no hay diferencias significativas entre el valor buscado y
el valor de concentracion real obtenido. Ademas, como puede verse en la
Tabla 3.32, también se evalu6 la precision. Los términos de repetibilidad
y reproducibilidad fueron determinados a tres niveles de concentracion
(n=5) para todos los analitos, obteniendo una RSD maxima de 17.2 y

16.0 %, respectivamente.
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Tabla 3.32. Resultados obtenidos al evaluar la precision del método UPLC-MS/MS
desarrollado.

Analito Repetibilidad® Reproducibilida®
Bloqu Bloqu Bloqu
el e2 e3
% %M % % %) %( % %) %( W (%
A B) A B) A B) A M B
GSSG 5.6 4.2 9.1 4.9 5.5 8.6 3.0 2.9 5.4 45 41 7.7
GSH 3.5 3.3 3.1 4.3 3.8 11.0 2.0 3.4 10.7 42 104 10.1
SAM 2.5 2.7 8.6 5.6 9.5 7.8 6.0 6.3 3.0 6.2 6.5 6.4
SAH 3.1 3.0 2.4 1.8 2.1 4.6 1.3 15 2.4 21 43 41
I-Tyr 2.6 2.8 0.5 3.7 2.2 3.8 3.2 4.4 3.6 8.3 6.0 6.1
AcOft 25 14 1.6 15 1.7 2.4 2.4 4.2 35 5.5 9.5 1;).
8-OH- 3.3 3.2 5.6 6.2 2.6 3.1 6.9 1.3 2.7 83 28 160
dG
2-dG 4.4 4.3 6.2 3.0 45 2.2 3.0 4.5 2.2 55 69 47
MDA 3.7 3.8 6.5 5.9 12.3 9.7 4.0 3.2 1.9 76 98 80
N-Tyr 1.3 3.5 2.9 1.7 2.5 2.2 2.7 3.1 2.7 51 36 65
Cl-Tyr 2.5 3.6 0.7 3.0 25 2.0 2.2 1.2 1.8 38 38 44
o-Tyr 1.3 15 4.2 4.3 2.6 15 15 1.9 17 3.4 29 31
m-Tyr 2.2 2.2 2.6 1.3 4.9 7.5 2.0 3.2 3.1 33 34 128
p-Tyr 2.3 3.4 2.8 2.3 4.7 17.2 2.0 0.5 6.0 33 35 109
Phe 1.2 15 1.2 1.6 14 3.1 2.5 1.3 2.9 3.0 13 24
8- 5.0 6.4 8.8 4.8 3.3 4.4 3.7 3.0 3.9 4.5 57 6.1
I1soPGF

1Expresado como RSD %. Valores medios de RSD (n = 5). Las concentraciones
nominales fueron 500 ng/mL (concentraciones altas o A), 100 ng/mL
(concentraciones medias o M) y 25 ng/mL (concentraciones bajas o B).

Por ultimo, se evaluaron los parametros de ajuste del método analitico.
Las curvas de calibracién fueron lineales para todos los analitos en un
rango de concentraciones de 2 6 3 6rdenes de magnitud, dependiendo
del compuesto, con un coeficiente de regresién > 0.994 en todos los
casos. El limite de deteccion (LOD), el LLOQ y el ULOQ también fueron
determinados (Tabla 3.33). El valor del LLOQ obtenido estaba en el

rango de 1.2 a 19.5 ng/mL dependiendo del compuesto.
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Tabla 3.33. Parametros de ajuste del método UPLC-MS/MS desarrollado.

Analito ULOQ? LLOQ? LOD® (RY*
GSSG 625 9.8 4.9 0.994
GSH 1250 4.9 2.4 0.998
SAM 1250 4.9 2.4 0.997
SAH 1250 2.4 1.2 0.998
I-Tyr 1250 2.4 1.2 0.999
AcOft 1250 2.4 1.2 0.9997
8-OH-dG 1250 4.9 2.4 0.998
2-dG 1250 19.5 9.8 0.996
MDA 1250 9.8 4.9 0.998
N-Tyr 1250 4.9 2.4 0.998
Cl-Tyr 1250 2.4 1.2 0.9992
o-Tyr 1250 1.2 0.6 0.9992
m-Tyr 1250 4.9 2.4 0.998
p-Tyr 1250 9.8 4.9 0.998
Phe 1250 9.8 4.9 0.998
8-1s0PGF 1250 9.8 4.9 0.997

' Limite de cuantificacion superior (ULOQ), expresado como ng/mL. ? Limite de
cuantificacion inferior (LLOQ), expresado como ng/mL. ® Limite de deteccion
(LOD), expresado como ng/mL.* Coeficientes de regresion.

3.5.4 Aplicacion del método UPLC-MS/MS desarrollado a sistemas

biol6gicos in vitro e in vivo.

3.5.4.1 Induccion de estrés oxidativo en cultivo de hepatocitos de

rata

Se trataron hepatocitos de rata con cumene hidroperéxido 500 uM, un
conocido inductor de EO, durante 24h. A continuacion, tanto el extracto
celular como el sobrenadante fueron analizados con el método de EO
propuesto, halldndose diferencias en los niveles de varios de los

metabolitos estudiados (Figura 3.35).
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Figura 3.35. Biomarcadores de EO detectados en cultivo de hepatocitos de rata
expuestos a cumene hidroperoxido 500 uM durante 24 h. A) Monocapa celular;
B) Medio de cultivo. Los datos estan expresados como media+DS (n=6). Réplicas
analiticas n=2. Las cajas denotan los rangos intercuartilicos, las lineas denotan
las medianas y los bigotes denotan los percentiles 10 y 90. El valor estadistico p
fue calculado usando el test U de Mann-Whitney.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
Los metabolitos por debajo del LOQ no estan representados.
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3.5.4.2 Induccion de estrés oxidativo en ratas tratadas con

paracetamol

Se trataron ratas con paracetamol por via oral durante una semanay a
continuacién se analizaron las muestras de tejido hepatico y suero con el
método de EO propuesto. Tal y como muestra la Figura 3.36, el método
analitico permitié identificar cambios significativos en los niveles de
algunos de los metabolitos analizados, tanto en muestras de suero como

de tejido hepatico, tras el tratamiento con el farmaco.

3.5.5 Aplicacion del método de EO desarrollado a muestras de tejido

hepatico y suero en pacientes con EHNA

Multiples factores estan relacionados con la progresion a esteatosis
hepatica, inflamacién y fibrosis, siendo el EO considerado como un
factor clave que favorece la progresion del higado graso simple a EHNA
[273]. Para demostrar la potencial utilidad de esta nueva aproximacién
analitica en la evaluacién de muestras clinicas, se aplicé el analisis
comparativo de muestras de tejido hepatico y suero humano en
pacientes con y sin EHNA. Se observaron cambios significativos en
algunos de los marcadores de EO comparando muestras control frente a

EHNA. Los resultados pueden verse en la Figura 3.37.
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Figura 3.36. Biomarcadores de EO detectados en ratas tratadas con paracetamol
durante una semana. A) Tejido hepdtico de ratas tratadas con vehiculo control
(n=8) y ratas tratadas con paracetamol (n=8); B) Muestras de suero de ratas
tratas con vehiculo control (n=8) y ratas tratadas con paracetamol (n=8). Las
cajas denotan los rangos intercuartilicos, las lineas denotan las medianas y los
bigotes denotan los percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue calculado
usando el test U de Mann-Whitney.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Los
metabolitos por debajo del LOQ no estan representados.
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Figura 3.37. Biomarcadores de EO detectados en pacientes diagnosticados con
EHNA. A) Tejido hepatico humano de pacientes control (n=16) y pacientes con
EHNA (n=17); B) Muestras de suero de pacientes control (n=7) y pacientes con
EHNA (n=10). Las cajas denotan los rangos intercuartilicos, las lineas denotan las
medianas y los bigotes denotan los percentiles 10 y 90. El valor estadistico p fue
calculado usando el test U de Mann-Whitney.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Los
metabolitos por debajo del LOQ no estan representados.

229



Resultados

3.6 Uso del acido oftalmico como potencial marcador

sérico para el diagnostico de la EHGNA

Con los estudios llevados a cabo en la seccion 3.5, se puso en
evidencia la potencial aplicabilidad clinica del acido oftdlmico para
diferenciar entre muestras sin ningldn tipo de lesion y muestras de
pacientes con EHNA, por lo que quisimos estudiar la capacidad de este
metabolito para ser usado como nuevo biomarcador a la hora de
clasificar pacientes con esteatosis y estratificar los diferentes estadios de
EHGNA.Para ello, se estudiaron las diferencias encontradas en los niveles
de AcOft entre pacientes con algun tipo de grado de esteatosis (desde
simple hasta esteatohepatitis) y pacientes sin esteatosis hepatica
(controles). El estudio se llevo a cabo con muestras de suero humano de
dos grupos de pacientes distintos: i) pacientes sin obesidad moérbida, y

ii) pacientes con obesidad moérbida.

Cohorte 1: Pacientes sin obesidad morbida y con diferentes grados de
EHNA

Se estudiaron 54 pacientes. 14 fueron pacientes control y 40 pacientes
con esteatosis hepatica y diferentes grados de EHGNA (8 no EHNA, 11
indeterminados y 21 con EHNA) segun el criterio de Kleiner [51]. Las
principales variables y caracteristicas de los pacientes pueden observarse
en la Tabla 3.34.
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Tabla 3.34. Descripcion de la cohorte 1. Los datos se muestran como la media *
desviacién estdndar o como ndamero de casos.

CONTROL NAS 0-2 NAS 3-4 NAS 5-8
(N=14) (N=8) (N=11) (N=21)

Edad (afios) 37+14 52+ 14 54+11 51+12
Sexo
Hombre 1 3 4 6
Mujer 13 5 7 15
Esteatosis
0 14 0 0 0
1 0 8 4 0
2 0 0 5 6
3 0 0 2 15
Fibrosis
0 14 8 3 2
1 0 0 4 3
2 0 0 2 4
3 0 0 1 10
4 0 0 1 2
Inflamacion
0 14 5 3 0
1 0 3 8 14
2 0 0 0 6
3 0 0 0 1
Balonizacion
0 14 6 3 0
1 0 2 6 6
2 0 0 2 15
IMC(kE/mZ) 28+ 6 28+ 4 32+7 32+6
Glucosa (mg/dl) 88+ 11 124 + 61 116 + 26 116 + 40
Colesterol total (mg/dl) 178 +43 207 + 25 194 + 54 214 + 49
Colesterol HDL (mg/dl) 50+ 13 48 £ 10 52+9 44 + 14
Triglicéridos (mg/dl) 90+ 69 118+ 94 128 + 74 192+ 114
AST (1U/L) 16+4 30+ 11 39+17 60+ 47
<37 14 7 7 5
38-74 0 1 3 7
>74 0 0 1 9
ALT (1U/L) 13+3 36 % 36 45 + 33 69 + 69
<40 14 6 6 5
41-80 0 1 3 8
>80 0 1 2 8
GGT (1U/L) 21+21 66+ 113 105 + 107 87 + 283
FA (1U/L) 71+21 96 + 48 108 + 24 83 + 39
HOMA 1.9+1.0 4+ 20 5+3 10+ 26
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Cohorte 2: Pacientes con obesidad morbida y con diferentes grados de
EHNA

Se estudiaron 85 pacientes: 19 control y 66 con esteatosis hepatica y
diferentes grados de EHGNA (23 no EHNA, 28 indeterminados y 15 con
EHNA) segun el criterio de Kleiner [51]. Las principales variables y

caracteristicas de los pacientes pueden observarse en la Tabla 3.35.

Tabla 3.35. Descripciéon de la cohorte 2. Los datos se muestran como la media +
desviacién estdndar o como nimero de casos.

CONTROL NAS 0-2 NAS 3-4 NAS 5-8
(N=19) (N=23) (N=28) (N=15)
Edad (afios) 38+13 41 £ 10 43+11 45 + 14
Sexo
Hombre 7 4 16 9
Mujer 12 19 12 6
Esteatosis
0 19 10 0 0
1 0 12 15 0
2 0 1 7 3
3 0 0 6 12
Fibrosis
0 19 5 2 1
1 0 15 23 7
2 0 3 2 5
3 0 0 1 2
4 0 0 0 0
Inflamacion
0 19 15 8 0
1 0 8 18 11
2 0 0
3 0 0 1 1
Balonizacion
0 19 21 9 1
1 1 12 6
2 1 7 8
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En la Figura 3.38 pueden observarte los resultados obtenidos para los
valores de AcOft y del ratio GSH/GSSG en la cohorte 1 (Figura 3.38.A) y
en la cohorte 2 (Figura 3.38.B). En los dos experimentos se encontrd una
relacion directa entre el nivel de AcOft hallado en las muestras de suero
y el grado de NAS-Score de los pacientes, aumentando los niveles de
dicho biomarcador conforme lo hacia el grado de la lesién. En el caso del
ratio GSH/GSSG ocurrié al contrario, disminuyendo los niveles de éste

conforme aumentaba el grado de lesién.
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Figura 3.38. Niveles de AcOft (arriba) y del ratio GSH/GSSG (abajo) detectados en
muestras de suero humano clasificadas segun distintos estadios de EHGNA. A)
Cohorte 1: control (n=14), NAS <5 (n=19), NAS > 5 (n=21); (B) Cohorte 2: control
(n=19), NAS < 5 (n=51), NAS > 5 (n=15).

Ademas, se estudio la relacién existente entre los valores medidos de

AcOft y el grado de fibrosis de los pacientes. Se obtuvo de nuevo una
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muy buena correlacién entre dichos valores y la progresion a estadios de
fibrosis mas severos (Figura 3.39).
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Figura 3.39. Niveles de AcOft detectados en muestras de suero humano
clasificadas segun distintos grados de fibrosis. A) Cohorte 1: control (n=14),
Fibrosis 0-1 (n=20) vy Fibrosis 2-4 (n=20); B) Cohorte 2: control (n=19), Fibrosis
0-1 (n=53) vy Fibrosis 2-4 (n=13).
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4.1. Busqueda de biomarcadores de la EHGNA mediante analisis

metaboloémico no dirigido en modelos in vitro/in vivo

Para llevar a cabo el analisis no dirigido de biomarcadores, nuestro
laboratorio dispone de dos plataformas analiticas (LC-MS y GC-MS). Cada
una de ellas ofrece una cobertura metabodlica diferente y se usé en
funcion de la cantidad de muestra disponible e interés en el seguimiento
de metabolitos concretos o clases de estos (Tabla 4.1). De forma
general, se us6 la plataforma GC-MS para cubrir un amplio rango de
analitos polares y la plataforma LC-MS para cubrir metabolitos de

caracter menos polar, principalmente lipidos.

Tabla 4.1. Resumen de los estudios de andlisis no dirigidos en modelos in
vitro/in vivo.

Plataforma Plataforma
GC-MS LC-MS
Células HepaRG
Modelos in vitro Células HepG2 ° °
Hepatocitos humanos °
Higado de rata °
Modelos in vivo Suero de rata ° °
Suero humano ° °

e Indica las plataformas utilizadas.

4.1.1 Alteraciones metabodlicas mas importantes detectadas en los

modelos in vitro

La principal ventaja de los modelos in vitro en el estudio de la
progresion de la EHGNA, u otras patologias, es que facilitan el estudio de
los mecanismos bioquimico-moleculares implicados. Como
contrapartida, estos modelos constituyen una aproximacion simplista de
la enfermedad y su evolucién. En el caso concreto de la EHGNA, son muy

escasos los estudios que han utilizado modelos in vitro, siendo los mas
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usados los cultivos de células primarias (hepatocitos) y lineas de
hepatoma (HepaRG, HepG2...) [89]. Estos estudios se han centrado
fundamentamente en el analisis de la esteatosis inducida por farmacos y
en la propuesta de estrategias que permitan identificar moléculas con
propiedades esteatogénicas. La importancia de identificar farmacos
esteatdsicos no solo estriba en anticipar su capacidad para inducir dafio
toéxico de tipo esteat6sico, sino también en la posibilidad de que
contribuyan a aumentar la esteatosis iniciada por otros mecanismos o
causas (sindrome metabdlico, obesidad...) pudiendo acelerar o agravar la
enfermedad. Farmacos de distintas clases se han asociado con esteatosis
hepatica en humanos y en modelos experimentales, y se ha sugerido que
podrian favorecer el desarrollo de la esteatosis en pacientes
susceptibles debido a otros factores de riesgo [123,269,274,275].

Mediante la plataforma GC-MS se analizaron los cambios
metabolémicos inducidos por farmacos esteatésicos en células HepaRG y
HepG2. Las alteraciones observadas afectaron principalmente a los
hiveles de aminodcidos, acidos organicos y productos relacionados con
el metabolismo de proteinas, encontrandose un numero reducido de
estos metabolitos comunes para ambos modelos (Tabla 3.7).

Las principales alteraciones metabdlicas encontradas en el estudio con
células HepaRG fueron el incremento en los niveles de aminoacidos
ramificados, tales como valina, leucina e isoleucina (Figura 3.6). Estudios
previos ya habian evidenciado el aumento de los niveles de aminoacidos
esenciales en muestras de tejido hepdtico y suero humano de pacientes
con esteatosis y EHNA [178], asi como en muestras de higado de
roedores tratadas con dietas ricas en grasas [177,187], sugiriendo un
desequilibrio en la tasa de recambio entre la sintesis y degradacién de
proteinas.

En cuanto a las principales alteraciones encontradas en el estudio con
células HepG2, cabe destacar el incremento en los niveles de inositol y la

disminuciéon en los niveles de glutamina, asi como en los niveles de
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acido lactico y acido glucénico (Figura 3.9). El inositol es esencial para la
el buen funcionamiento de las membranas celulares y las vias de
sefalizacién (mensajeros quimicos) del organismo. Forma parte de la
composicién de las membranas y tiene la funcién de ayudar al higado a
procesar las grasas. Ademas, es necesario para el buen estado de las
células y para el metabolismo de los lipidos [276]. No hemos encontrado
estudios previos que relacionen la alteracién de los niveles celulares de
inositol con enfermedades hepaticas. Es posible que el aumento en los
hiveles que hemos observado pueda deberse al aumento de los niveles
de lipidos y la implicacion del inositol en el metabolismo de éstos. En
cuanto a la disminucion de los niveles de glutamina encontrados, esta de
acuerdo con informacion bibliografica precedente, donde se asocia un
déficit de glutamina a la esteatosis hepatica [277]. Asi mismo, algunos
estudios relacionan la alteracién en los niveles de glucosa con la
esteatosis hepatica [278], lo que podria explicar la alteracién observada
en los niveles de acido glucénico, dado que éste se genera normalmente
por oxidacién de la glucosa. Por ultimo, destacar que la esteatosis
hepatica se ha descrito como precursora de acidosis lactica [279],
pudiendo ser la causa de la alteracion en los niveles intracelulares de
acido lactico encontrados.

Las diferencias observadas en las rutas metabdlicas alteradas en
ambos tipos de células hepaticas tras el tratamiento con farmacos
estatésicos, asi como en los metabolitos con cambios mas significativos
(aminoacidos ramificados en HepaRG, y glutamina, acido lactico, e
inositol en HepG2) pueden deberse a que las HepaRG son células mas
diferenciadas, pudiendo verse reflejado este grado de diferenciacién en
diferencias metabdlicas importantes. En este sentido, estudios previos
realizados en nuestro laboratorio ya habian mostrado diferencias
significativas en la respuesta de las células HepG2 y HepaRG a la
exposicion a farmacos esteatogénicos, lo que se traducia no sélo en

diferencias en la acumulaciéon de lipidos, sino también en parametros
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celulares asociados a este mecanismo de toxicidad, tales como la
generacién de ROS o la disfuncién mitocondrial [280]. Por otro lado, es
necesario tener presente que las células HepaRG s6lo se diferencian en
cultivo si son mantenidas durante un periodo prolongado en presencia
DMSO 2%. No existe un consenso generalizado sobre los efectos
potenciales de este solvente sobre el metabolismo celular, pero se ha
sugerido que la utilizacion de las concentraciones relativamente elevadas
necesarias para la diferenciacion de las células HepaRG puede alterar el
metaboloma celular, e incluso inducir cierto nivel de citotoxicidad [281].

El nimero de variables detectadas fue mucho mayor en las células
HepG2 que en las HepaRG (408 vs 103, respectivamente). Sin embargo,
el nimero de metabolitos identificados con un VIP>1 fue muy similar (27
en ambos casos) y de idéntica naturaleza, en su mayoria aminoacidos vy
acidos organicos. Debido a esto y al laborioso proceso experimental
requerido a la hora de llevar a cabo los experimentos con células
HepaRG (4 semanas de duracion), frente a los experimentos con células
HepG2 (5 dias), optamos por ampliar el analisis de los cambios
metabolomicos inducidos por los farmacos esteatésicos utilizando

Unicamente el modelo de células HepG?2.

El estudio del lipidoma mediante la plataforma LC-MS, nos permitio
centrarnos en las alteraciones metabolicas lipidicas en las células HepG2
y los hepatocitos humanos en cultivo. Cabe destacar que hasta el
momento no hemos encontrado estudios dirigidos al estudio del
lipidoma en estas células y su alteracién por efecto de farmacos. Las
principales alteraciones observadas en el estudio con células HepG2
fueron el incremento en los niveles de carnitinas, Cer, DG, PE, PS, ChE y
TG (Figura 3.12). En cuanto a las principales alteraciones encontradas en
hepatocitos humanos, relacionadas con especies lipidicas, fueron el
incremento en los niveles de DG, TG (como en el modelo celular HepG2)
y acido palmitico, sin embargo también se observé una disminuciéon en
los niveles de PC, LisoPC, PE, PS y SM (Figura 3.15).
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La acumulacién de TG en las células hepaticas es una de las
principales caracteristicas de la esteatosis. Nuestro estudio revelé un
aumento de TG tras el tratamiento con fairmacos esteatésicos tanto en
células HepG2 (Figura 3.12) como en hepatocitos humanos (Figura
3.15). El incremento de los depédsitos de TG es un hit en el desarrollo de
esta patologia y ha sido observado previamente en el higado de
pacientes con esteatosis [140,189,282], en modelos animales con dieta
esteatosica [177,283-285] o tratados con farmacos esteatdésicos [286-
288], asi como en modelos celulares de hepatoesteatosis in vitro
[121,125,202]. Se han identificado diferentes mecanismos relacionados
con la acumulacién de TG y la esteatosis hepatica inducida por farmacos
[236,289]. Uno de los factores que mas relevancia tiene es la reduccion
de la B-oxidacién de AG debido a alteraciones mitocondriales [236,289-
291]. Hay evidencias importantes que demuestran que el aumento de los
niveles de AG libres puede favorecer el desarrollo de la enfermedad,
incrementando el EO y activando rutas inflamatorias [292]. Por lo tanto,
la mayor acumulaciéon de AG en forma de TG se piensa que puede ser
debida a una respuesta adaptativa y como mecanismo de proteccion de
las células ante la disponibilidad excesiva de los AG libres del higado
[268,274,293]. Una deficiencia en la sintesis de TG ha demostrado
producir una mejora (disminucion) en la esteatosis hepatica, pero
también un incremento en la citotoxicidad, la fibrosis y el dafio hepatico
[285,294].

Junto con la acumulacién de TG, el incremento en los niveles de DG es
el patrén lipidémico mas comin asociado a la esteatosis hepatica y ha
sido descrito en muestras de tejido hepatico [140,282,295] y suero
[179,296,297] de pacientes con esteatosis. Este aumento de DG puede
observarse en los modelos in vitro de HepG2 y hepatocitos humanos
(Figuras 3.12 y 3.15). Los DG son intermediarios en la sintesis de TG y el
aumento en sus niveles intracelulares pueden ser una consecuencia del

elevado trafico de AG libres y su conversion a monoglicéridos (MG), DG y

241



Discusion

finalmente TG (Figura. 4.1). Ademads, se ha demostrado que algunas
transferasas especificas de DG estan implicadas en la progresion de la
EHGNA y la fibrosis hepatica [298,299].
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Figura 4.1. Principales rutas lipidicas. La parte correspondiente al enlace de
glicerol esta marcada en azul y los grupos polares de los diferentes fosfolipidos
estan marcados en diferentes colores. AG: 4cido graso; MG: monoglicéridos; DG:
diglicéridos; TG: triglicéridos; PA: acido fosfatidico; PC: fosfatidilcolinas; PE:
fosfatidiletanolamina. Figura adaptada de la referencia [217].

A diferencia de los TG, que estan considerados como componentes no
téxicos en la esteatosis, la lista de posibles metabolitos lipotdxicos
incluye AG, PL, ceramidas, DG, etc [274,293]. Ademas del aumento ya

mencionado en DG, tras la exposicion de células HepG2 a farmacos
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esteatogénicos también se observan incrementos en los niveles de
algunas de estas moléculas lipidicas, incluyendo PL (PE, PS) (Figura
3.12). Estudios previos han mostrado niveles elevados de PL y LisoPL en
muestras de biopsias de higado y muestras de suero en pacientes con
esteatosis hepatica [179,189,282,296], en células HepaRG cargadas con
palmitato [202] y en modelos de raton con enfermedad del higado graso
y obesidad [177,180]. Un aumento en los niveles de PL y LisoPL
(provenientes de la degradacién hidrolitica de fosfolipidos por medio de
la fosfolipasa A2) sugiere un mayor flujo de fosfolipidos [189]. Los
niveles elevados de PL y LisoPL en higado se han relacionado con el
origen y progresion de un dano necro-inflamatorio de los hepatocitos vy,
en consecuencia, se ha encontrado una induccién de genes de la
fosfolipasas A2 asociado a la EHNA [140,300]. A diferencia de lo
observado en HepG2, se observé una disminucion en los niveles de
algunos PL (PE, PS, PC) en hepatocitos humanos expuestos a moléculas
esteatdsicas (Figura 3.15). Estas diferencias pueden atribuirse no sélo a
posibles diferencias existentes en el comportamiento funcional y el
grado de diferenciacion de ambos tipos de células (hepatocitos primarios
vs. células de hepatoma), sino también a diferencias en el set de
compuestos y las concentraciones de los mismos utilizadas en cada caso
(Tablas 2.3 y 2.5). Para el tratamiento de los hepatocitos humanos se
utiliz6 un nimero reducido de compuestos, dadas las limitaciones en la
disponibilidad de estas células para el desarrollo de los experimentos.
Las células HepG2 fueron tratadas con un numero mas amplio de
compuestos y en el grupo de farmacos esteatdsicos se incluyeron
algunos que no soélo inducen estatosis, sino que también son
fosfolipidésicos. Este es el caso de la amiodarona, un farmaco con
propiedades esteatogénicas pero que también se ha descrito como un
potente inductor de fosfolipidosis hepatica [121,301]. De hecho la

concentracion de amiodarona que aumenta de forma significativa el
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contenido intracelular de fosfolipidos en células HepG2 es menor que la
hecesaria para inducir esteatosis (aumento de TG) [121,301].

A la hora de valorar estos resultados, hay que tener en cuenta que los
hepatocitos humanos se obtienen a partir de pequefas biopsias
hepdaticas de pacientes y por ello son muy escasos y dificiles de
conseguir. Ademas, los hepatocitos humanos empleados en nuestro
estudio se obtuvieron de un Unico donante, por lo que también habria
que considerar que la respuesta observada puede estar condiciona por
las caracteristicas individuales del mismo y los resultados obtenidos
deberian ser confirmados utilizando un mayor nimero de donantes.

Destacar finalmente que, hasta el momento, no se habia abordado un
estudio de la esteatosis inducida por farmacos en modelos in vitro de
caracteristicas similares al desarrollado en la presente Tesis, en la que se
han comparado varios modelos celulares hepaticos (HepaRG, HepG2 y
hepatocitos primarios), se ha incluido un namero elevado de farmacos y
se han usado tanto plataformas LC-MS como GC-MS como técnicas de
analisis metabolémico. Nuestros estudio metabolémico permite abordar
la esteatosis desde un enfoque diferente al aportado por otros estudios
realizados anteriormente utilizando otras aproximaciones analiticas,
proporcionando asi informacion no accesible a través de otras técnicas
alternativas (gendmica, transcriptomica o la proteémica) [69,73]. El
metaboloma y los cambios metabolomicos representan una
aproximaciéon mas cercana al fenotipo que los genes, mRNA o proteinas
[69, 74, 75], y por lo tanto, la metabolémica es mas informativa del
estado funcional de las células que otras técnicas de analisis y puede

complementar la informacién aportada por las otras 6micas.
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4.1.2 Cambios metabodlicos mas importantes detectados en el modelo

in vivo de rata

Como se ha destacado anteriormente, si bien los modelos in vitro
aportan informaciéon de gran valor a la hora de establecer los
mecanismos bioquimico-moleculares que subyacen en la EHGNA, ofrecen
una vision muy simplificada de la misma. Los modelos experimentales en
animales aportan una visibn mas completa de esta patologia,
posibilitando que se puedan integrar y relacionar los multiples factores
que condicionan su desarrollo y evolucion. La esteatosis es una
condicion multifactorial, cuya aparicion es el resultado de un conjunto de
causas o factores desencadentantes de naturaleza farmacoldgica o de
otra indole. En este sentido, ya se ha apuntado en un apartado anterior
que el consumo de farmacos con capacidad esteatogénica podria actuar
como un factor potenciador de la esteatosis de base que presentan
determinados individuos, o incluso activar o desencadenar su progresion
hacia formas mas severas de la EHGNA. Con el objetivo de explorar este
posible efecto adicional, se realizo un estudio metabolomico exhaustivo
en un modelo experimental in vivo de esteatosis (ratas alimentadas con
una dieta rica en grasas) en combinacién con la administracion de un
farmaco esteatosico (tetraciclina). Siguiendo la tendencia observada en
los modelos in vitro, el tratamiento con tetraciclina y el uso de una dieta
rica en grasas indujo un aumento en los niveles hepaticos de TG. En
paralelo se observé una disminucién en los niveles de AG (Figura 3.18).
Estos cambios sugieren un incremento en el flujo de sintesis de TG a
partir de AG, tal y como ha sido asociado previamente a la exposicion a
tetraciclina [121,289]. Sin embargo, la elevacién de los niveles
intrahepaticos de TG no estuvo acompafiada de su aumento en suero
(Tabla 3.14). Esto puede estar relacionado con la capacidad de la
tetraciclina de inhibir la actividad de la proteina microsomal de

transferencia de TG [302], clave en el ensamblaje y la exportacién
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hepatica de TG en forma de lipoproteinas, causando de este modo la
disminuciéon de los niveles plasmaticos de TG. También se detectaron
cambios en los niveles hepaticos (Figura 3.18) y séricos (Figura 3.20) de
sales biliares tras la exposicion a la tetraciclina, en ausencia de efectos
destacables debidos al tipo de dieta administrada. El tratamiento con
tetraciclina indujo un incremento en los niveles de las sales biliares
conjugadas con taurina (T20HCA y T30HCA) acompanado de un
incremento en los niveles de taurina, asi como una disminucion de las
sales biliares conjugadas con glicina (G2OHCA y G3OHCA) y de los
niveles de glicina. Esta tendencia diferente de los niveles de sales biliares
conjugadas con taurina y glicina se ha descrito en trabajos previos donde
se estudiaba la sintesis, composicién y toxicidad de BAs en muestras de
tejido hepatico humano, y se ha asociado a una mayor o menor
hidrofobicidad (asociada a una mayor o menor toxicidad) de las mismas
[188]. Ademas, ambos tipos de sales biliares no se encuentran en la
misma proporcion en el organismo, en concreto las conjugadas con
taurina son la clase mayoritaria en el higado de rata, pudiendo verse
alteradas de forma diferente [87]. Estudios previos ya habian puesto de
manifiesto las alteraciones en los niveles de distintas sales biliares en
diferentes tipos de muestras, incluidas tejido hepatico, suero u orina, en
ratas tratadas con tetraciclina [170,172,303].

Se detectaron también cambios en los niveles de varios metabolitos
relacionados con el EO. El tratamiento con tetraciclina indujo un
incremento en los niveles hepaticos de GSSG y SAH (Figura 3.18) y en los
niveles plasmaticos de SAH, tirosina y fenilalanina (Figura 3.20),
indicando una disminucion en la capacidad antioxidante global. Esto
estaba conforme con las alteraciones en los niveles de metabolitos
relacionados con EO descritas tanto en estudios celulares con farmacos
esteatdsicos como en muestras de tejido hepatico y suero de pacientes
con esteatosis hepatica [270]. En el mismo sentido, la disminucién

observada en los niveles séricos de tocoferol (Figura 3.25) puede
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atribuirse a la situacion de EO asociada a la esteatosis, en la que la célula
debe compensar la produccién de agentes oxidantes con un mayor
consumo de agentes implicados en la defensa antioxidante. Es por ello
que en pacientes con esteatosis, se han encontrado niveles reducidos de
antioxidantes vitaminicos como el a-tocoferol debido probablemente al
agotamiento de los mismos [304]. Otra alteracion observada fue la
disminucion en los niveles hepaticos de NAD* (Figura 3.18), que puede
estar relacionada con la alteracién del estado redox causado por la
inhibicion de la B-oxidacion mitocondrial, asociada al aumento de TGy a
la esteatosis hepatica [305]. Finalmente, se detecté un aumento en los
niveles totales de carnitinas en suero (Figura 3.20). Resultados similares
se han descrito en muestras de suero de ratas tratadas con tetraciclina
[172] y en suero de pacientes con esteatosis [178].

El higado es el 6rgano central en el metabolismo de los aminoacidos y
el deterioro de su funcién se evidencia en la alteracién de los niveles
intrahepaticos de aminoacidos (Figura 3.23). Estos hallazgos estan de
acuerdo con resultados anteriores que indican un aumento de los
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptéfano...) y una
disminucién de los aminodacidos ramificados (isoleucina, leucina,
valina...) en pacientes con problema hepaticos, tales como esteatosis o
estadios mas severos [306-308]. Por otro lado, el aumento en los niveles
hepaticos de azlcares (Figura 3.23), esta en concordancia con la
informacion bibliografica disponible que sugiere que el aumento de
glucosa y monosacaridos en general es una de las alteraciones
metabdlicas mas comunes asociada a la esteatosis hepatica [309].
Finalmente, se encontré una disminucién en los niveles hepaticos de N-
acetilglucosamina, que ha sido relacionada en estudios previos con
enfermedades hepaticas [310].

En cuanto a la disminucién en los niveles de inositol encontrados en
suero (Figura 3.25), coincide con la informacion bibliografica disponible.

El inositol es una sustancia que actia como mensajera en la via de la
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insulina y que esta involucrada en el metabolismo de grasas. La
aparicion de esteatosis puede afectar a la resistencia insulinica y se ha
observado una disminucion en los niveles de inositol en modelos de rata
[311] y humanos [312] con problemas insulinicos.

En este estudio metabolémico se planted el analisis comparativo de los
efectos metabdlicos relacionados con la esteatosis hepatica de origen
iatrogénico (administracion de tetraciclina) y de la inducida por una
alimentacion prolongada con una dieta rica en grasas. El analisis no
supervisado de los datos (Heatmap) obtenido tras analizar las muestras
de suero e higado mediante las plataformas LC-MS y GC-MS revel6 que la
separacion principal de los grupos es debida al efecto del farmaco
(Figuras 3.17, 3.19, 3.22 y 3.24). En todos los casos se consigue una
separacion éptima de los grupos con y sin tratamiento con tetracilina.
Sin embargo, no ocurre lo mismo en el caso de la dieta, no observandose
una separacion completa de los grupos (dieta control y esteatésica), a
excepcion de las muestras de tejido hepatico analizadas por LC-MS, para
las que se logra una separacion 6ptima de los 4 grupos mediante el
Heatmap (Figura 3.17). A pesar de ello, esta separacién sigue siendo
secundaria, prevaleciendo el tipo de tratamiento farmacolégico como
separacion principal.

En cuanto a los metabolitos discriminantes para cada una de las
condiciones, puede observarse que en el caso de los andlisis llevados a
cabo mediante la plataforma LC-MS hay una gran cantidad de
metabolitos (TG, AG, BA, compuestos relacionados con EO...) que
presentan diferencias significativas al comparar muestras con y sin
tetraciclina (Figuras 3.18 y 3.20, Tablas 3.16 y 3.17). Sin embargo, no
ocurre asi al analizar el efecto del tipo de dieta. S6lo en el caso de los TG
y AG en las muestras de tejido hepatico (Figura 3.18, Tabla 3.16) y de
los AG en las muestras de suero (Figura 3.20, Tabla 3.17) se observan
cambios significativos debidos al tipo de dieta, de forma adicional a los

efectos inducidos por el tratamiento farmacolégico. Por altimo, tras el
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analisis de las muestras mediante la plataforma GC-MS (Figuras 3.23 y
3.25, Tablas 3.19 y 3.21), las unicas diferencias significativas fueron
debidas a la esteatosis de tipo iatrogénico. Estos resultados parecen
indicar que los cambios metabolédmicos observados son debidos
fundamentalmente al tratamiento con tetraciclina y, en menor grado, al
efecto de la dieta. Sin embargo, cabe resaltar, que la mayor acumulacién
de TG en el higado se produce al sumar el efecto de la tetraciclina y la
dieta, alcanzandose niveles de TG superiores a los obtenidos al estudiar
el efecto del farmaco o de la dieta por separado (Figura 3.18). Este
hecho apoyaria nuestra hipotesis inicial de que el tratamiento con
farmacos esteatosicos puede potenciar la esteatosis hepatica iniciada por

otras causas.

4.1.3 Busqueda de la firma metabélica de la EHNA en humanos

En el estudio inicial de muestras de suero humano llevado a cabo con
la plataforma GC-MS, se compararon sueros de pacientes diagnosticados
con EHNA y de pacientes sin lesion hepatica (grupo control). Se
encontraron diferencias significativas, tales como el aumento en los
hiveles de fenilalanina y colesterol, asi como la disminucién en la
concentracion de alanina y serina (Figura 3.28). Estas observaciones
estan de acuerdo con los hallazgos observados anteriormente en
nuestros estudios con los modelos experimentales in vitro (cultivos
celulares) e in vivo (ratas), asi como con en estudios de otros autores, en
los que se ha descrito un aumento en los niveles de aminoacidos
aromaticos (fenilalanina) junto a la disminucién de otros aminoacidos
(alanina, serina) en pacientes con problemas hepaticos [306-308]. Los
niveles ligeramente mas elevados de colesterol hallados en los pacientes
con EHNA son los esperados, si tenemos en cuenta que una acumulacién
excesiva de grasas en el higado genera un aumento de la sintesis de

apolipotroteinas LDL y VLD, que se traduce en una elevacién del
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colesterol y los triglicéridos en sangre [313]. El modelo que se ha
obtenido mediante la aplicaciéon del analisis PLS-DA diferencia bien entre
las dos clases de muestras (Figura 3.26), con unos parametros bastante
buenos en términos de explicacion de la varianza de los datos y de la
capacidad predictiva del modelo, encontrandose una firma metabdlica

capaz de diferenciar entre pacientes control y con EHNA.

Dado que el nUmero de muestras disponibles para este estudio inicial
no fue muy elevado, se optd por realizar un segundo estudio con un
mayor numero de muestras aplicando en este caso la plataforma
analitica LC-MS, capaz de aportar una cobertura metabolica distinta. El
objetivo era comprobar si éramos capaces de separar no soélo entre
muestras de pacientes control o con EHNA, sino también discriminar
entre muestras control y con distintos grados de EHGNA (NAS <5 y NAS >
5), segun el criterio de Kleiner [51], mas detallado en la seccién 2.9.2. En
la Figura 3.29 se puede ver una buena separacion de los 3 grupos de
muestras en base al modelo obtenido mediante PLS-DA; encontrandose
una firma metabodlica capaz de diferenciar entre pacientes con estadios
de EHGNA bajos (NAS<5), con estadios de EHGNA altos (NAS>5) vy
pacientes control.

Se encontré un aumento en los niveles de betaina, cisteina, glutamato,
algunos glutamil-dipéptidos (GluLeu, GluVal, GluPhe...), algunas sales
biliares (TCA y GCA) y alteraciones en compuestos relacionados con EO
(disminuciéon de GSSG, aumento de SAM y AcOft) en los pacientes
diagnosticados con algun grado de esteatosis (Figura 3.31). El
incremento en los niveles de BAs y los cambios observados en los niveles
de especies relacionadas con EO, son indicativos de alteracion en la
homeostasis de los acidos biliares y disfuncion mitocondrial. Asimismo,
los cambios en los niveles de algunos aminoacidos, glutamato o
glutamil-dipéptidos sugieren alteraciones en el metabolismo energético y

el metabolismo y transporte de aminoacidos [87,189].
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En la Figura 4.2 puede verse a modo de resumen un esquema de las
alteraciones metabdlicas que pueden tener lugar en el higado humano

durante la esteatosis.
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Figura 4.2. Alteraciones metabolicas en el tejido hepatico esteatésico humano.
Se observan alteraciones en lipidos, sales biliares, aminoacidos, glutamil-
dipéptidos y en la capacidad antioxidante como resultado de una acumulacién
excesiva de grasa en el higado. Figura adaptada de la referencia [189].

La importancia de estos resultados radica en que hemos sido capaces
de observar diferencias metabdlicas significativas no s6lo entre pacientes
sin lesion hepatica y pacientes con estadios de EHGNA mas severa como
la EHNA (NAS > 5), sino también con aquellos que presentan un estadio
de EHGNA menos severo sin llegar a la EHNA (NAS<5) (Tabla 3.28 y
Figura 3.31). Todo ello resulta prometedor con vistas a un posible uso
futuro de herramientas metabolémicas para el prondéstico y diagnéstico

de la EHGNA mediante procedimientos no invasivos.
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4.2. Busqueda de biomarcadores de la EHGNA mediante analisis
dirigido

Dada la importancia del EO en la esteatosis, en la presente Tesis nos
propusimos el desarrollo de un método dirigido a la identificacién de
biomarcadores de EO en distintas matrices. El método permite la
cuantificaciébn simultanea de diferentes metabolitos que aportan
informacion sobre el estatus oxidativo global y sobre dafio oxidativo
inducido a diferentes componentes celulares (lipidos, proteinas y DNA).
Para la optimizacion y validacion del método se aplicé a modelos

experimentales in vitro/in vivo de EO.

4.2.1. Induccion de EO en modelos experimentales in vitro e in vivo

Como modelo in vitro se utilizaron hepatocitos de rata tratados con
cumene hidroperoxido 500 pM, un conocido inductor de EO. Tras 24 h
de tratamiento, se encontraron cambios significativos en las formas
tanto oxidada como reducida de glutation (GSSG y GSH) en la monocapa
celular (Figura 3.35.A). El ratio intracelular GSH/GSSG disminuyé
substancialmente, indicando wuna disminucibn en la capacidad
antioxidante global de las células, que se confirmd con el aumento de
AcOft observado en paralelo (Figura 3.35.A). Este metabolito end6geno
es un analogo estructural no sulfurado del glutation y ha sido propuesto
recientemente como un marcador indirecto de disminucién de GSH y de
induccion de EO in vivo [86]. Sin embargo, la elevacion de AcOft
intracelular en células en cultivo expuestas a inductores quimicos de EO
no ha sido documentada hasta el momento. Nuestros resultados
sugieren que el AcOft también podria ser considerado un marcador de
EO en sistemas in vitro.

Otros efectos remarcables observados en los hepatocitos expuestos a
cumene hidroperéoxido son el incremento en el ratio SAM/SAH

intracelular (Figura 3.35.A) y en los niveles extracelulares de MDA

252



Discusion

(Figura 3.35.B). El SAM es un importante precursor del GSH y participa
en muchas rutas metabolicas claves de la homeostasis hepatica actuando
como un donante de metilo a diferentes moléculas (ADN, ARN, azUcares,
fosfolipidos y proteinas) junto a la produccion de SAH [314]. Un
incremento similar en el ratio SAM/SAH ha sido documentando
previamente en cultivos de células pulmonares humanas expuestas a
altas concentraciones de peroxidos [315]. El incremento en los niveles de
MDA evidencia que el cumene hidroperéoxido induce dafno oxidativo
lipidico en cultivos de hepatocitos. Estos resultados estan en
concordancia con estudios in vitro previos que han demostrado la
capacidad de este toxico de inducir generacion de ROS, disminucién de
GSH y peroxidacién lipidica en células hepaticas [122,316].

También se evalu6 la hidroxilacion de la Phe para formar p-Tyr, m-Tyr
y o-Tyr como un indicador de dafio oxidativo a proteinas. Se encontré un
importante incremento en el ratio p-Tyr/Phe en las células y en el medio
de cultivo después de la exposicion a cumene hidroperéxido, con un
nulo o menor cambio en la producciéon de o-Tyr y m-Tyr (Figuras 3.35.A
y 3.35.B). Estos resultados sugieren un potencial dafio oxidativo a
proteinas inducido por el cumene hidroperoxido, no documentado
previamente en hepatocitos en cultivo. EIl método analitico también
estaba disenado para permitir la determinacién de especies derivadas de
p-Tyr, formadas potencialmente por el ataque de especies reactivas de
cloro, bromo, yodo y nitrégeno a proteinas [317]. Se encontraron niveles
intracelulares medibles de N-Tyr y I-Tyr en los hepatocitos en cultivo,
mientras que se detectaron Cl-Tyr y I-Tyr en el medio de cultivo (Figuras
3.35.A y 3.35.B). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre los hepatocitos control y los tratados.

La administracion de paracetamol, un conocido inductor de EO en rata
tras un tratamiento prolongado, nos permitié explorar la idoneidad del
método desarrollado en un modelo in vivo. Tras una semana de

tratamiento, se encontraron cambios en los niveles hepaticos de GSSG y
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GSH, con disminucion del ratio GSH/GSSG (Figura 3.36.A). En
concordancia con este hallazgo, se observo un aumento en los niveles de
AcOft tanto en tejido hepatico como en suero (Figuras 3.35.A y 3.36.B).
Otros efectos observados fueron el incremento en el ratio SAM/SAH en
las muestras de tejido y suero (Figura 3.36.A y Figura 3.36.B) y en los
niveles de MDA en suero (Figura 3.36.B). Estudios previos han mostrado
una disminucién de GSH y del ratio GSH/GSSG y un incremento de AcOft
y MDA en condiciones de EO [78,85]. Por el contratio, no se encontraron
diferencias significativas en los marcadores dafio oxidativo a proteinas y
DNA analizados (Figura 3.36.A y Figura 3.36.B)

En conjunto, nuestros resultados indican que la estrategia propuesta
es adecuada para la deteccién de biomarcadores de dano de EO en
células en cultivo, tanto a nivel intracelular como extracelular, asi como

en muestras de tejido hepatico y suero.

4.2.2. Marcadores de EO en pacientes con EHNA

En el analisis de muestras de tejido hepdtico y suero, se encontraron
diferencias significativas en el estado oxidativo entre los dos grupos
(pacientes control y con EHNA). En particular, el ratio GSH/GSSG era
significativamente mas bajo en los higados de pacientes con EHNA en
comparacién con los higados control (Figura 3.37.A). Es importante
tener en cuenta que un cambio en el ratio GSH/GSSG, y por lo tanto en el
estado oxidativo, puede activar muchas rutas metabodlicas de
sefalizacién, incluyendo proteina quinasa B, proteinas fosfatasas 1y 2A,
calcineurina, factor nuclear B, quinasa c-Jun N-terminal, sefial regulada
de la apoptosis quinasa 1 y la proteina quinasa activada por mitégeno,
reduciendo de ese modo la proliferacion celular y el aumento de la
apoptosis [318].

En concordancia con la disminucién del ratio GSH/GSSG, se observd un

aumento en los niveles de AcOft en las muestras de EHNA tanto de
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higado como de suero (Figuras 3.37.A y 3.37.B). En cuanto al ratio
SAM/SAH, se encontré un valor muy similar en las muestras de tejido
hepatico de ambos grupos, mientras que se observdO un aumento
significativo en el suero de pacientes con EHNA (Figura 3.37.B). Este
aumento en los niveles de SAM puede deberse a una deficiencia en la
regulacion de la glicina N-metiltransferasa (GNMT), la cual influye en el
desarrollo de la hiperlipidemia y la esteatohepatitis [319]. Se observ6 un
aumento de los niveles séricos y hepaticos de MDA en los pacientes con
EHNA, aunque dicho aumento sélo fue estadisticamente significativo en
las muestras de tejido. Nuestros resultados estan de acuerdo con
estudios previos que han mostrado una disminucién de GSH y del ratio
GSH/GSSG, asi como un incremento de AcOft y MDA, bajo condiciones de
EO [78,85]. La 8-1soPGF ha sido presentada como un marcador de dafio
lipidico [320]. Sin embargo, en nuestras muestras los niveles estaban por
debajo del LOD. Respecto al dafo en proteinas, se encontraron
diferencias significativas en los ratios p-Tyr/Phe y o-Thy/Phe entre las
muestras control y de EHNA en suero. La N-Tyr sélo fue cuantificada en
las muestras de tejido hepatico, mientras que la Cl-Tyr solamente en
muestras de suero. Sin embargo, sus respectivos ratios con la Phe no
difirieron entre los dos grupos. Por dultimo, el analisis de los
biomarcadores seleccionados para estudiar el dafio a ADN revel6 niveles
similares de 2-dG en ambos grupos (Figuras 3.37.A y 3.37.B) y niveles
de 8-OH-dG indetectables en todas las matrices bioldgicas estudiadas.
Los LOQs de nuestro método son comparables con los de otros métodos
analiticos que no usan extraccion en fase sélida [321,322] y, ademas,
nuestro método permite la deteccion de 8-OH-dG en muestras de orina
control (datos no mostrados), lo que concuerda con los estudios previos
que sugieren que la orina es el fluido biolégico ideal para cuantificacion
de 8-OH-dG [323].

En conjunto, estos resultados no sélo evidencian el dafo oxidativo

inducido en higados con EHNA sino que también confirman la potencial
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utilidad del AcOft en suero como biomarcador para seguir la progresién
de higado graso a EHNA. Ademads, también revelan que el presente
método es una herramienta analitica muy atil y versatil para analizar
biomarcadores de EO en muestras de tejido y suero en pacientes con
algun tipo de lesién hepatica, demostrando la potencial utilidad de esta

hueva aproximacién analitica en la evaluacion de muestras clinicas.

4.2.3. Acido oftalmico como nuevo biomarcador sérico de EHGNA

En el estudio llevado a cabo con muestras de suero humano
procedente de pacientes con distinto grado de EHGNA, se ha encontrado
una relacion directa entre el nivel sérico de AcOft y el grado de NAS-
Score de los pacientes, aumentando los niveles de dicho biomarcador
conforme lo hacia el grado de la lesion (Figura 3.38). Con este hallazgo
se pone de manifiesto por primera vez la posible utilidad de este
biomarcador para permitir diferenciar no sélo entre pacientes sanos y
con esteatosis, sino también entre distintos grados de esteatosis, desde
la simple hasta la EHNA. En otros estudios se ha hablado del uso de
diversos y-glutamil dipéptidos como biomarcadores de distintas
enfermedades hepaticas [324], pero sin destacar el uso del ACOft como
biomarcador capaz de diferenciar entre pacientes con esteatosis simple y
EHNA. Ademas, para confirmar dichos resultados, se midi6 también el
ratio GSH/GSSG. Como se ha comentado anteriormente, los niveles de
AcOft y GSH estan inversamente relacionados, asociandose un aimento
de los niveles de AcOft con una disminucion de GSH [86]. Esto se explica
teniendo en cuenta el mecanismo de biosintesis del ACOft. En
condiciones reductivas, la enzima y-glutamilcisteina sintetasa (GCS) esta
inhibida parcialmente por el GSH, haciendo que sélo una pequefa
cantidad de 2-aminobutarato (2AB) pueda terminar sintetizandose en

AcOft. Sin embargo, en condiciones oxidativas, se consume GSH y sus
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niveles disminuyen, permitiendo la activacion de la GCS. Esto, a su vez,

hace que se produzca una sintesis elevada de AcOft (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Mecanismo de la biosintesis del acido oftalmico. La enzima GCS esta
inhibida por el GSH en condiciones reductivas, sintetizandose una pequefa
cantidad de AcOft. Sin embargo, en condiciones oxidativas, se consume GSH,
permitiendo la activacién de la GCS. Esto permite la sintesis elevada de AcOft.
GCS; y-glutamilcisteina sintetasa; GS: glutatién sintetasa; 2AB: 2-aminobutarato.
Figura adaptada de la referencia [86].

Por lo tanto, el aumento en los niveles de AcOft deberia verse reflejado
en una disminucion de GSH y del ratio GHS/GSSG, tal y como se observa
en la Figura 3.38. Finalmente, también de forma novedosa, se ha puesto
de manifiesto la posible correlacion de este biomarcador con el grado de

fibrosis hepatica (Figura 3.39).
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Discusion

Todos estos resultados abren nuevas expectativas sobre la potencial
utilidad de AcOft como un nuevo marcador de EHGNA con utilidad
clinica. La finalidad ultima es la de facilitar el diagnostico de patologias
hepaticas de forma mas sencilla y menos traumatica que las biopsias
hepaticas. Esto podria lograrse mediante, por ejemplo, una simple
extraccién de sangre y analizando las muestras de suero obtenidas, con
el consiguiente beneficio directo tanto para las instituciones sanitarias

como para los pacientes.
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Conclusiones

El trabajo expuesto en la presente tesis, basado en el estudio
metabolomico de la EHGNA, se dividide en dos partes. En primer lugar,
la identificacion y estudio del perfil metabolomico de la esteatosis
mediante el uso de diferentes aproximaciones analiticas basadas en la
espectrometria de masas y el uso de distintos modelos in vitro e in vivo.
En segundo lugar, el desarrollo de métodos analiticos dirigidos, para la
obtencion de informacion de distintos estadios de la enfermedad y la
estratificacion de pacientes.

Basado en el trabajo descrito en la tesis podemos extraer las

siguientes conclusiones:

1) El uso de Pls, QCs, junto a un cuidadoso disefio del método de
analisis, define un marco de trabajo de calidad permitiendo
estudiar el rendimiento de la plataforma analitica antes, durante y
después del andlisis de las muestras. Esto, junto al uso de
herramientas uni- y multivariantes para el analisis de los datos,
porporciona una estrategia robusta para la identificaciéon de
alteraciones metabolémicas y el desarrollo de modelos predictivos

y/o clasificatorios.

2) La aplicacion de plataformas LC-MS y GC-MS complementarias
proporciona una mayor cobertura metabolomica de la firma
metabdlica de la EHGNA. La huella metabolémica caracteristica de
la enfermedad, en los modelos in vitro e in vivo estudiados, esta
compuesta fundamentalmente por aminoacidos, marcadores de EO
y marcadores de origen lipidico, entre los que encontramos acidos
biliares, fosfolipidos, fofatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas vy

esfingomielinas entre otros.
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3)

4)

5)

6)

7)

Las alteraciones metabdlicas observadas en el modelo de
esteatosis en ratas, que afectan fundamentalmente a aminodcidos
y compuestos lipidicos, estan en concordancia con los resultados
obtenidos en los modelos celulares, sugiriendo que el uso
complementario de ambas estrategias experimentales, in vivo e in
vitro, puede constituir una alternativa adecuada para el estudio de
la EHGNA.

El analisis metabolémico en el modelo experimental de esteatosis
en ratas sugiere que los farmacos esteatogénicos (tetraciclina)

potencian la esteatosis inducida por otras causas (dieta).

Los estudios metabolémicos en higado y suero humano muestran
alteraciones significativas en los niveles de BAs, marcadores de EO
y v-glutamil-dipéptidos que se pueden relacionar con distintos
grados de severidad de la EHGNA.

El método desarrollado para la determinacion de pardmetros de EO
proporciona una estrategia analitica simple y rapida para la
cuantificacién eficaz de una serie de biomarcadores de EO, cuya
aplicabilidad abarca diferentes matrices biolégicas (suero, tejido
hepatico, células y medio de cultivo). El presente método permite
el analisis integrado de la capacidad antioxidante global y el
potencial dano oxidativo en el ADN, lipidos y proteinas mediante

un Unico método analitico.

El andlisis de sueros de pacientes apuntan hacia el AcOft como un
candidato a biomarcador sérico de la EHGNA, permitiendo
diferenciar no sélo entre pacientes sanos y con esteatosis, sino
también entre distintos grados de esteatosis, desde la simple hasta
la EHNA.
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