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I. Introduccién

1. ENDOMETRIOSIS
1.1 Definicién

La endometriosis es una enfermedad ginecolégica crénica, estrégeno
dependiente, asociada a dolor pélvico e infertilidad. Se define por la presencia
de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina (Giudice & Kao, 2004) y
representa uno de los trastornos ginecoldgicos benignos més comunes. Se
desconoce la prevalencia exacta de la endometriosis, pero se estima que oscila
entre un 10% en mujeres en edad reproductiva y puede alcanzar hasta un 30-
50% en mujeres con dolor pélvico y/o infertilidad (Giudice, 2010; May et al.,
2010).

El endometrio es un tejido Trompas de
Falopio

complejo que se encuentra en

constante  remodelacion  (Giudice, -
2012). El crecimiento del tejido .
endometrial fuera del Utero

(endometrio ectdpico o lesidn) tiene Ovario /

dependencia hormonal del ciclo

\ Endometriosis
\

Endometrio Utero
menstrual, al igual que el endometrio /
eutdpico  (normal), produciéndose
. . - Vagina
sangrado y desprendimiento del Cuello del utero ]

mismo con la menstruacion (Figura 1).

) L. Figura 1: Aparato reproductor femenino. Localizacion
Las |eS|OﬂeS, aunqgue son mOI’fOlOglca eutépica y ectdpica del tejido endometrial
y  bioldégicamente  similares  al
endometrio eutdpico, tienen la capacidad de crecer, infiltrar e incluso
diseminarse de forma anéloga al tejido tumoral. El sangrado ciclico induce una
respuesta inflamatoria, con fibrosis y formacién de endometriomas (Overton et

al., 2007) causando, en parte, los sintomas de la enfermedad.

La endometriosis, en el contexto de las enfermedades ginecoldgicas, se
considera un desorden complejo, con etiologia multifactorial (Janssen et al.,
2013). La presentacién clinica de esta enfermedad abarca un amplio espectro
de sintomas, encontrandose desde mujeres asintomaticas hasta formas graves
y crénicas con dolores intensos y/o infertilidad, por lo que el diagndstico
basado Unicamente en los sintomas es a menudo insuficiente y se requiere la
visualizacion directa de las lesiones. No obstante, un mejor conocimiento de los
mecanismos etiopatogénicos de la endometriosis permitiria un avance
significativo en el diagndstico, tratamiento y prevencidn de esta enfermedad.



I. Introduccién

1.2 Epidemiologia

El conocimiento sobre la epidemiologia de la endometriosis es limitado por
la imposibilidad de diagnosticarla en la poblacién general debido,
principalmente, a razones éticas ya que actualmente es necesaria una
intervencién quirdrgica para confirmar visualmente la presencia de
endometriosis.

Prevalencia:
La mayoria de los estudios epidemiolégicos se realizan sobre grupos de
pacientes seleccionadas, donde la prevalencia es muy variable en funcion del
grupo de estudio (Garcia Velasco & Botros Rizk, 2010):
* En mujeres sometidas a laparoscopia por infertilidad oscila entre 2.1% y
77.1%.

* En mujeres intervenidas mediante laparoscopia por dolor pélvico varia
entre el 2.15% y el 83.6%.

e En mujeres sometidas a esterilizacién tubérica por laparoscopia fluctda
entre 1.4% vy el 50%.

1.3 Clasificacién y estadiaje de la enfermedad
1.3.1 Localizaciones anatémicas

Las localizaciones mas frecuentes de la endometriosis son el peritoneo
pélvico, los ovarios, ligamentos uterosacros y el fondo de saco de Douglas
(Figura 2), aunque ocasionalmente puede afectar a cualquier otro érgano
(vejiga, uréteres, recto, intestino, estébmago, etc.) (Hoffman et al., 2012).

Intestino  Trompa de

Falopio  Urét
delgado P réter 5 ario

Colon sigmoide

Ombligo

Fondo de saco
de Douglas

Intestino
ciego

Peritoneo
Apéndice Septo rectovaginal
y ligamentos

Vejiga uterosacro

Serona Pliegue
uterina  uterovesical

Figura 2: Localizaciones comunes de la endometriosis en abdomen y pelvis (adaptada de
(Olive & Pritts, 2001))



I. Introduccién

La extensién y localizacion de la enfermedad es muy variable, observandose
desde lesiones pequenas y aisladas hasta grandes endometriomas ovaricos con
fibrosis y adherencias que causan importantes alteraciones en la anatomia
pélvica de la mujer.

1.3.2 Formas clinicas de la endometriosis

En funcion de la localizaciéon del tejido endometrial ectépico, se distinguen
tres tipos de endometriosis (Acién & Velasco, 2013; Bulum, 2009):

1. Endometriosis peritoneal superficial

Es la forma clinica mas frecuente con lesiones superficiales en los ovarios y
en la serosa peritoneal. Las lesiones pueden presentar diferentes aspectos:
lesiones rojas (lesiones petequiales, hemorragicas, etc.), lesiones blancas (areas
de cicatrizacién).

2. Endometriosis ovarica

La afeccidon ovarica en forma de quistes también es frecuente. Estos quistes
contienen un fluido de aspecto parecido al chocolate y suelen formar
adherencias con el peritoneo de la fosa ovarica, las trompas y el intestino.

3. Endometriosis profunda

Constituye la forma mas grave de la endometriosis, siendo a su vez la menos
conocida y frecuente. Los focos de la endometriosis forman nddulos que
infiltran mas de 5 mm en el peritoneo subyacente. La fibrosis y/o posible
invasion uretral, vesical e intestinal pueden causar dafios renales irreversibles
y/o obstrucciones intestinales graves.

Desde el punto de vista histoldgico los tres tipos de lesiones comparten
rasgos comunes: presencia de estroma endometrial, sangrado crénico y signos
de inflamacién (Bulum, 2009). Ademés, pueden hallarse por separado o en
combinacién. La gravedad de la enfermedad se puede cuantificar segun el
nimero y tamano de las lesiones aunque, en general, no existe correlacién
entre el tipo de enfermedad y la sintomatologia.

1.3.3 Sistema de clasificacién
En la actualidad, el estadiaje de la endometriosis se realiza segun los

criterios establecidos por la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva
(American Society for Reproductive Medicine, 1996) (Figura 3). Se basa en un
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sistema de puntuacién en funcién de la localizacién de las lesiones, su didmetro,
profundidad y densidad de las adherencias determinadas por laparoscopia,
otorgando una serie de puntos en funcidon de estos parametros. De forma
resumida, la enfermedad se clasifica en:

* Estadio | (minima): implantes aislados y sin adherencias.
Estadio Il (leve): implantes superficiales menores de 5 c¢cm adheridos o

diseminados sobre la superficie del peritoneo y ovarios.
* Estadio Il (moderada): implantes superficiales mdltiples o invasivos.
Adherencias alrededor de las trompas o periovéricos, que pueden ser
evidentes.
Estadio IV (grave): implantes mdultiples, superficiales y profundos que incluyen

grandes endometriomas ovaricos.

AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE
REVISED CLASSIFICATION OF ENDOMETRIOSIS

E {1em 1-3cm D 3em
3 Superficial 1 2 4
§ Deep 2 4 6
R Superficial 1 2 4
z Deep 4 16 20
g L Superficial 1 2 4
Decp 4 16 20
POSTERIOR Partial Complete
CULDESAC
OBLITERATION 4 40
<1/3 Enclosure 1/3-2/3 Enclosure " 2/3 Enclosure
E R Filmy 1 2 4
= Dense 4 8 16
® L Filmy 1 2 4
Dense 4 8 16
R Filmy 1 2 4
w Dense 4 8 16
é L Filmy 1 2 4
Dense 4 8 16

*If the fimbriated end of the fallopian tube is completely enclosed, change the point assignment to 16.

Denote appearance of superficial implant types as red [(R), red, red-pink, flamelike, vesicular blobs, clear vesicles], white [(W),
opacifications, peritoneal defects, yellowbrown], or black [(B) black, hemosiderin deposits, blue]. Denote percent of total
described as R %, W__% and B__%.Total should equal 100%.

Pathology:
To Be Used with Normal To Be Used with Abnormal
Tubes and Ovaries Tubes and/or Ovaries
e — A L \/\/ '
7 e




I. Introduccién

EXAMPLES & GUIDELINES
STAGE I (MINIMAL) STAGE II (MILD) STAGE 11l (MODERATE)

PERITONEUM PERITONEUM
Superficial Endo - 1-3cm -2 6 Deep Endo = >3cm -6
R OVARY CULDESAC
Superficial Endo - (lcm -1 Superficial Endo = <lcm -1 Partial Obliteration 4
Filmy Adhesions - < 1/3 -1 Filmy Adhesions - <1/3 1 L OVARY
TOTAL POINTS 4 L OVARY Deep Endo - 13cm  -16
Superficial Endo - <lem -1 TOTAL POINTS 26
TOTAL POINTS 9
STAGE Il (MODERATE) STAGE IV (SEVERE)

~ >3cm -4
R TUBE
Filmy Adhesions - < 1/3 -1
ROVARY *© R OVARY
Filmy Adhesions - <1/3 -1 Decp Endo - 13cm -16
L TUBE Dense Adhesions - <1/3
Dense Adhesions = <1/3 - 16° L TUBE
L OVARY Dense Adhesions - >2/3 - 16
- <lem 4 L OVARY e 16
Dense Adhesions - < 1/: -4 Deep Endo - 13cm -
TOTAL POINTS 3 30 *Point assignment changed to 16 Dense Adhesions - >2/3 _- 16
* *Point assignment doubled TOTAL POINTS 114

Figura 3: Sistema de clasificacién de la endometriosis. Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva (ASRM) (American Society for Reproductive Medicine, 1997)

Este sistema de clasificacién presenta algunas limitaciones. Se trata de un
sistema de puntuacién arbitrario con escasa reproducibilidad que, por otro
lado, no es capaz de correlacionar el estadio de la enfermedad con el tipo y/o
gravedad de los sintomas y su pronéstico (Adamson, 2011).

1.4 Etiopatogenia

La etiologia exacta de la endometriosis sigue siendo desconocida. Sin
embargo, se han propuesto tres teorias que podrian explicar el origen de la
endometriosis (Augoulea et al., 2012).

1.4.1 Teoria de la implantacién

Actualmente, es la teoria més aceptada (Sampson, 1927) y propone la
menstruacién retrégrada como una de las principales causas de este desorden.
Durante la menstruacién, la mayor parte del tejido endometrial es expulsado a
través del cuello uterino pero, parte de este tejido, puede retroceder a través
de las trompas de Falopio y alcanzar la cavidad peritoneal (Figura 4). La
presencia de la enfermedad en la cavidad pélvica ha sido atribuida a la
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adhesion de estos fragmentos endometriales al epitelio del peritoneo,
invadiéndolo y desarrollando actividad angiogénica, lo que le permite
sobrevivir y crecer, dando lugar a una respuesta inflamatoria local (Giudice &
Kao, 2004).

1.4.2 Metaplasia celémica

Esta teoria sugiere que el peritoneo es un tejido pluripotente y que la
endometriosis se produce gracias a la transformacién o metaplasia del tejido
peritoneal en tejido endometridsico (Augoulea et al., 2012). Debido a que tanto
los ovarios como el progenitor del endometrio (conductos de Muller) derivan
del epitelio celémico, el fenédmeno de metaplasia podria explicar la
endometriosis ovarica (Hoffman et al., 2012).

1.4.3 Teoria de la induccién

Se considera una extensién de la teoria celomica y propone que uno o varios
factores enddgenos, bioquimicos o inmunoldgicos podrian inducir la
diferenciacién de células indiferenciadas en tejido endometrial (Vinatier et al.,
2001).

Trompa de
Falopio

Ovary

.‘ Menstruacion
retrograda
Endometrioma

Citoguinas, factores
de crecimiento

-—
/V,
Estradiol

-
|mp\ames\
endometristicos

Fluido
peritoneal

Macrofagos
MmP activados

Figura 4: Teoria de la implantacién. Principales efectores bioguimicos y celulares implicados en
la patogénesis de la endometriosis (adaptada de (Giudice & Kao, 2004))

Estas tres teorias, que a priori parecen contradictorias, podrian ser
complementarias. La transformacion de los tejidos progenitores o el
crecimiento de los restos mullerianos podria estar inducido por el tejido
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endometrial que ha alcanzado la cavidad peritoneal a través de la menstruacion
retrégrada (Acién & Velasco, 2013).

Las teorias propuestas permiten justificar la localizacién de la mayoria de las
lesiones endometridsicas. Sin embargo, todavia no es posible explicar por qué
siendo la menstruacion retrograda un fenémeno casi universal, presente en el
76-90% de las mujeres (Sourial et al., 2014), sélo en el 10% el tejido se implanta
en una localizacion ectdpica y desarrollan la enfermedad (Wu et al., 2010). En
este sentido, se ha propuesto que deben existir otros factores que estén
contribuyendo a la implantacion y desarrollo de la endometriosis.

Entre los factores etioldgicos adicionales destacan:

1. Alteraciones hormonales
En las pacientes con endometriosis la respuesta inmune e inflamatoria, la
angiogénesis y la apoptosis estén alteradas favoreciendo la supervivencia y
proliferacién del tejido endometriésico (Bulum, 2009). Estos procesos
patoldgicos son consecuencia de alteraciones en: a) la formaciéon de
estrébgenos; b) la produccién de prostaglandinas y c) la resistencia a la
progesterona (Figura 5).

A. Formacién de estrégenos

La endometriosis es un desorden estrégeno-dependiente donde la
supervivencia celular y la inflamacion son las responsables del dolor pélvico
crénico y la infertilidad. Para ello, es indispensable que exista una expresion
aberrante de estrégenos en las lesiones endometridsicas permitiendo la
proliferacién, especialmente durante la menstruacién donde no hay produccién
ovérica de estrogenos (Reza Razzaghi et al, 2012). En pacientes con
endometriosis, se han descrito varias alteraciones en rutas relacionadas con el
metabolismo del estradiol (E2) que conducen a un aumento en sus niveles
provocando la proliferacion del endometrio ectdpico (Rizner, 2009).

B. Produccién de prostaglandinas

Se han descrito dos bucles de retroalimentacién positiva que mantiene los
niveles de prostaglandina E2 (PGE2) elevados en el fluido peritoneal en
presencia de endometriosis (Wu et al., 2010):

1. Laruta PGE2 — COX2- PGE2 en los macréfagos peritoneales
2. Laruta PGE2 - E2- COX2- PGE2 en las lesiones endometriales
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El endometrio ectdpico induce inflamacién en la cavidad peritoneal lo que
conduce a la formacién de citoquinas proinflamatorias, tales como la
interleuquina 1B (IL-1B), factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y prostaglandina
E2 (PGE2) producidas por los macréfagos o las propias lesiones a través de
COX-2 (ciclooxigenasa-2). Los niveles altos de PGE2 suprimen la capacidad
fagocitica de los macréfagos (inhibiendo la expresién de MMP-9 y CD36),
reduciendo su capacidad de eliminar el tejido endometridsico (ruta 1) (Wu et al.,
2010). Por otro lado, la PGE2 es el estimulador méas potente de los enzimas
StAR y aromatasa, responsables de la sintesis “de novo” de E2, que a su vez
estimula la produccién de COX-2 y aromatasa, produciéndose una
retroalimentacién positiva, que lleva a una continua produccién de E2 y PGE2
(ruta 2) (Rizner, 2009). Ademas, la PGE2 y el E2 también inducen la expresién de
factores de crecimiento y angiogénicos (FGF-2, VEGF, FGF-9) que favorecen la
migracion del endotelio y proliferacién celular del tejido endometridsico (Wu et
al., 2010) (Figura 5).

Endometrio ectépico PROLIFERACION | Figura 5: Mecanismos de accién de
) CELULAR los estrégenos y las prostaglandinas
INFLAMACION A T en el desarrollo de la endometriosis.
l FGE-9 El  endometrio  ectépico induce
@ ‘ T inflamacién en la cavidad peritoneal,
g IL-1p favoreciendo la roliferacién
% —> TNFa —> COX2 <—— E2 : A protite y
) PGE2 angiogénesis en las lesiones. AA:
= . e
MMP-9 l T acido araquidonico; MMP-9:
cp3¢ ——— PGE2 —— A’Osm:l;asa metaloproteinasa de matriz 9, CD3é:
¢ - )
l receptor de superficie de macréfagos;
1 FGF-2: factor de crecimiento de
Fagocitosis VEGF Colesterol fibroblastos 2; VEGF: factor de
FGF-2 . ;
i G crecimiento endotelial vascular; StAR:
- l proteina de fase aguda
PROLIFERACION _ . L. h
CELULAR ANGIOGENESIS estereidogénica (adaptada de (Rizner,
\_ ) 2009; Wu et al., 2010))

C. Resistencia a la progesterona

En las lesiones endometridsicas, al igual que en el endometrio eutdpico, se
producen grandes cantidades de progesterona, pero los niveles de los
receptores de progesterona (RP) son mucho maés bajos (Bulum, 2009). La
progesterona tiene efecto antiestrogénico, mediante su unién a los RP induce
la conversion de E2 en estrona (menos estrogénica). En las lesiones
endometridsicas, por el contrario, la progesterona no se une a su receptor y el
E2 no se transforma en estrona (Bulum, 2009). En consecuencia, se acumula E2
y esto favorece la proliferacion de las lesiones (Acién & Velasco, 2013).
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2. Disfuncién del sistema inmune
El progreso de la enfermedad podria estar favorecido, ademas, por dos
factores relacionados con el sistema inmune (Acién & Velasco, 2013):

A. Anomalias intrinsecas del endometrio eutdpico que desarrollaria resistencia
a ser eliminado por el sistema inmune peritoneal.

B. Alteracién en los macrdfagos y las células NK (células asesinas) peritoneales,
siendo asi incapaces de destruir los implantes endometridsicos.

Durante el desarrollo de la endometriosis, la inflamacién media el
reclutamiento de células del sistema inmune, principalmente macréfagos y
células NK, a la cavidad peritoneal. Idealmente, los macréfagos deberian
fagocitar y eliminar los restos de células sanguineas y tejido endometrial, pero
en las pacientes con endometriosis un fallo en este proceso (Wu et al., 2010),
asi como una supresion de la actividad citotéxica de las células NK frente a
tejidos extrafios (Hoffman et al., 2012), favorece la implantacion y proliferacion
del tejido endometridsico.

La inmunidad humoral también se ha visto alterada en pacientes con
endometriosis. Se han identificado anticuerpos endometriales de la clase 1gG
indicando que la endometriosis podria ser, en parte, una enfermedad
autoinmune lo que explicaria las bajas tasas de embarazos y fertilizaciones in
vitro en presencia de endometriosis (Hoffman et al., 2012).

1.5 Factores de riesgo
Entre los factores de predisposiciéon a la endometriosis se encuentran los
genéticos, medioambientales, anatémicos, etc, que contribuyen a la
implantacion, proliferacion y descamacién ciclica del endometrio ectdpico con
la consiguiente inflamacién y fibrosis.
1.5.1 Factores genéticos
Se ha observado predisposicion familiar en estudios con gemelos idénticos

(Garcia Velasco & Botros Rizk, 2010), aunque hasta la fecha no se han
identificado genes especificamente relacionados con la enfermedad.
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1.5.2 Factores ambientales

La exposicion a dioxinas y compuestos bifenilos-policlorinados (PBC) se ha
correlacionado de manera experimental con la endometriosis en monos Rhesus,
pero no se ha podido apreciar ningun tipo de asociacién en humanos (Hoffman
et al., 2012).

1.5.3 Factores anatémicos y menstruales

Una mayor exposicion a cambios hormonales (menarquia precoz,
menopausia tardia), acortamiento del ciclo menstrual, menstruaciones
abundantes y reducido nimero de hijos incrementan significativamente el
riesgo de endometriosis (Cramer & Missmer, 2002). Ademas, se ha descrito una
relacién inversa, aunque débil, entre la endometriosis y el indice de masa
corporal (IMC). En este sentido, se ha especulado que esta asociacién podria
estar relacionada con un aumento en la tasa de ciclos anovulatorios, ciclos
menstruales irregulares o alteraciones en el metabolismo andrégeno (Garcia
Velasco & Botros Rizk, 2010; Vitonis et al., 2010).

1.6 Sintomatologia

Los sintomas de la endometriosis son muy diversos, inespecificos y comunes
en la poblacion general. Las manifestaciones clinicas abarcan un amplio
espectro de sintomas, existiendo desde mujeres asintomaéticas (30%) (Acién &
Velasco, 2013) hasta formas graves y crénicas con dolor intenso y/o infertilidad
asociada, que requieren varias intervenciones quirdrgicas.

1.6.1 Dolor

El sintoma principal y més frecuente es el dolor pélvico (ciclico o crénico),
que adopta diferentes patrones: dismenorrea severa (menstruacién dolorosa),
dispareunia intensa (coito doloroso), dolor pélvico crénico, dolor limitado a la
ovulacién y/o disquecia (defecacion dolorosa) (Bloski & Pierson, 2008). Al
tratarse de una enfermedad estrogeno-dependiente, los sintomas son mas
intensos durante el periodo menstrual y mejoran durante la gestacion y tras la
menopausia.

Los mecanismos implicados en la aparicion de dolor son la inflamacién, la
infiltracion nerviosa y las adherencias, siendo las citoquinas proinflamatorias y
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las prostaglandinas liberadas por las lesiones las principales responsables
(Giudice & Kao, 2004).

1.6.2 Infertilidad

Se postula que el componente inflamatorio asociado a la endometriosis
puede conducir a la formacién de adherencias y cicatrices, alterar la
permeabilidad de las trompas de Falopio, disminuir la receptividad endometrial
y alterar la funcién reproductiva (Halis & Arici, 2004). La endometriosis también
puede destruir el epitelio germinal, disminuyendo el nimero de ovocitos
disponibles (Weiss et al., 2009). A pesar de existir una clara asociacién entre
endometriosis e infertilidad, el mecanismo por el cual se produce es
desconocido y la explicacién de una asociacion causa-efecto sigue siendo muy
discutida.

1.7 Diagnéstico

El diagnéstico basado en la sintomatologia resulta muy dificil debido al
solapamiento con otros procesos ginecoldégicos y no ginecoldgicos
(gastrointestinales y urogenitales) (Giudice, 2010), a la variabilidad e
inespecificidad sintomética, o a la conciencia generalizada de considerar la
menstruacién un proceso doloroso. Ademés, no hay correlacién entre la
gravedad de la enfermedad y el tipo o intensidad de los sintomas (Fassbender
et al, 2013). La combinacién de estos factores conduce a un retraso en el
diagnéstico que se estima entre 8 y 12 afios (Pugsley & Ballard, 2007) desde el
inicio de los sintomas hasta el diagndstico definitivo.

Las pautas clinicas y técnicas diagndsticas en las que se basa actualmente el
diagnéstico son las siguientes:

1.7.1  Examen fisico

La exploracion fisica de la zona pélvica implica la inspeccién visual
abdominal, vaginal y rectovaginal (Dunselman et al., 2014).

1.7.2 Técnicas de imagen

A. Ecografia

La ecografia transvaginal (TVS) permite detectar endometriomas ovaricos
con una elevada precisiéon. Sin embargo, no es vélida para diagnosticar
implantes peritoneales y la endometriosis profunda (Moore et al., 2002).
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B. Resonancia Magnética de Imagen (RMI)

Permite identificar grandes focos de infiltracion profunda y su extension con
gran precision. La RMI no usa radiaciones ionizantes y el examen puede
repetirse sin efectos nocivos. La mejora en la precision de las imagenes podria
contribuir de forma significativa a la deteccidn temprana de la endometriosis.

1.7.3  Pruebas bioquimicas

En los dltimos afos, se han llevado a cabo numerosos estudios con el
objetivo de encontrar un método de diagndstico eficaz y no invasivo para la
endometriosis. La mayoria de las aproximaciones y biomarcadores propuestos
hasta el momento no poseen capacidad diagndstica suficiente para ser
trasladados a la practica clinica y, ademas, muchos de ellos contindan siendo
parcialmente invasivos.

El antigeno cancerigeno 125 (CA-125) ha sido el marcador tumoral més
utilizado en el diagnéstico y seguimiento de las pacientes con endometriosis,
pero su concentracién sanguinea carece de sensibilidad suficiente para ser
utilizado como biomarcador de endometriosis (Fassbender et al., 2013;
Kennedy et al., 2005; Mol et al., 1998).

En 2010, aparecié una revision con los biomarcadores propuestos durante
los Ultimos 25 afnos para el diagndstico de la endometriosis. En dicho trabajo,
se identificaron méas de 100 posibles biomarcadores entre los que se
encontraban glicoproteinas, citoquinas inflamatorias y no inflamatorias,
moléculas de adhesién y factores de crecimiento y angiogénicos. Sin embargo,
ninguno de ellos ha sido validado como un método de diagnéstico no invasivo
de la endometriosis (May et al., 2010).

En un estudio posterior, se evaluaron un conjunto de 28 biomarcadores
identificados en plasma (Vodolazkaia et al., 2012). El anélisis multivariante de 4
de estos biomarcadores (anexina V, VEGF, CA-125 y sICAM-I), permiti6 el
diagnéstico de un grupo independiente de pacientes con endometriosis con
una sensibilidad del 81-90% y especificidad del 63-81%. Estos resultados han de
ser evaluados de forma prospectiva en pacientes con infertilidad y/o dolor sin
evidencia ecogréfica de presencia de endometriosis (Fassbender et al., 2013;
Vodolazkaia et al., 2012).

Numerosos biomarcadores han sido investigados como potenciales
herramientas de diagndstico, muchos de ellos con resultados prometedores,
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pero ninguno ha demostrado su validez para ser trasladado a la practica clinica
(Fassbender et al., 2015; Fassbender et al., 2013; May et al., 2010). En este
sentido, la introduccién de las tecnologias “émicas” ha supuesto un gran
avance en la identificacién de nuevos biomarcadores. Estas tecnologias han
permitido el desarrollo de nuevas aproximaciones mas fiables y eficientes en la
busqueda de marcadores bioldgicos.

1.7.4 Laparoscopia

El “patron de oro” para el diagnéstico de la endometriosis es la visualizacion
directa de las lesiones por laparoscopia, preferiblemente acomparnado de la
confirmacién histolégica de las biopsias (Giudice & Kao, 2004). Aunque gracias
a la mejora de la técnica, el diagndstico se produce en fases mas tempranas de
la enfermedad, la laparoscopia continda siendo un procedimiento invasivo y
costoso que conlleva riesgos asociados (dafios en el intestino, vejiga, vasos
sanguineos, etc.) (Garcia Velasco & Botros Rizk, 2010), por lo que no es un
método apropiado para el diagndstico y seguimiento de las pacientes una vez
iniciado el tratamiento.

1.8 Tratamiento

En la actualidad, no existe un tratamiento curativo para la endometriosis
(Sourial et al., 2014) capaz de neutralizar los cuatros objetivos terapéuticos
bésicos: suprimir los sintomas, restaurar la fertilidad, eliminar las lesiones
endometridsicas visibles y evitar la progresion de la enfermedad. Los
tratamientos farmacoldgicos actuales, basados fundamentalmente en terapia
hormonal y analgésicos, Unicamente consiguen frenar de manera transitoria la
progresion de la enfermedad (Balasch, 2003). La endometriosis es una
enfermedad hormono-dependiente, es decir, las lesiones endometridsicas, de
igual manera que el endometrio eutdpico, responden a los esteroides ovaricos,
por tanto, la terapia hormonal es efectiva frente al dolor, pero no frente a la
eliminacién definitiva de la endometriosis.

Por otro lado, la intervencion quirdrgica, ademés de posibilitar el diagndstico
definitivo de la enfermedad, permite la escisién completa de las lesiones,
reduce la inflamacién y mejora la fertilidad de las pacientes. La técnica més
utilizada es la laparoscopia, pues permite la visualizacion directa de las lesiones
con una reducida invasividad, mejor recuperacion postquirirgica y menor
estancia hospitalaria.
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2. APLICACION DE LAS "OMICAS” EN ENDOMETRIOSIS
2.1 Introduccidn a las tecnologias “6micas”

El desciframiento del Genoma Humano ha contribuido al desarrollo de las
tecnologias de alto rendimiento denominadas “démicas” (gendmica,
transcriptémica, protedmica, metaboldmica, etc.), capaces de analizar y generar
datos a gran escala con elevada precisién y resolucién, y al consiguiente
desarrollo de potentes técnicas computacionales para la evaluacion e
interpretacion de los datos experimentales procedentes de este tipo de
estudios.

La combinacién de las diferentes tecnologias “dmicas” se ha definido como
Biologia de Sistemas y pretende proporcionar una visién global e integradora
de los procesos bioldgicos (Horgan & Kenny, 2011) a partir de los datos
procedentes de diferentes areas del conocimiento.

En los dltimos afos, el répido desarrollo de estas tecnologias ha facilitado el
descubrimiento de nuevos biomarcadores de distintos tipos capaces de
proporcionar informacién sobre la progresion/regresion de la enfermedad,
mejorar el diagndstico clinico o monitorizar la respuesta al tratamiento.

Los estudios “émicos” ademas de proporcionar una vision holistica de los
sistemas bioldgicos y sus alteraciones en respuesta a la enfermedad, y facilitar
el descubrimiento de biomarcadores de aplicacién clinica, también contribuyen
al conocimiento de los mecanismo moleculares implicados en la etiopatogenia
de las enfermedades.

2.2 Tipos y aplicaciones de las tecnologias “émicas”

Las distintas estrategias “Omicas” (Figura 6) proporcionan informacion
complementaria sobre el sistema bioldgico a estudiar (Davis et al., 2011). Cada
una de estas aproximaciones aporta un tipo de informacion en funcion del tipo
de molécula que estudian (genes, mensajeros, proteinas o metabolitos). Todas
ellas presentan ventajas e inconvenientes, por lo que la eleccidén de la
estrategia a utilizar dependeré de la plataforma analitica y las caracteristicas de
la matriz bioldgica disponible, asi como del disefio y objetivo del estudio.
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MUESTRA

TECNICA

Genémica
40.000 genes

Tejido, células

Microarrays

Transcriptémica
150.000 transcritos

Tejido, células

Microarrays

Proteémica
1.000.000 proteinas

Tejido, células, Biofluidos

2-DIGE; MALDI-TOF-EM
CL-ESI-EM/EM

Metabolémica
2500 metabolitos

Tejido, células, Biofluidos

RMN, EM, CL/CG-EM

Figura 6: Comparacién de las tecnologias “émicas” (adaptada de (Davis et al., 2011))

La aplicaciéon de las “émicas” en el campo de la medicina reproductiva,
denominada recientemente como reproductomica (Bellver et al., 2012) ha sido
factible gracias al aumento de la sensibilidad y resolucién de estas tecnologias
(Hamamah et al., 2010). Algunas de las aplicaciones generales en este contexto
han sido:

* Comprensién y caracterizacién de la receptividad endometrial (Diaz-Gimeno
etal., 2011)

* Fisiopatologia endometrial: ciclo menstrual e implantacién (Dominguez et
al.; Wallace et al., 2010)

¢ Endometriosis (Dutta et al., 2015; Vouk et al., 2012)

* Medicina materno-fetal y diagndstico prenatal (Diaz et al., 2013; Fanos et al.,
2013; Romero et al., 2006; Sanz-Cortes et al., 2013)

* Reproduccién asistida e infertilidad: seleccién ovocitos (Sakkas, 2014)

e Cancer ovérico, endometrial, etc. (Galazis et al., 2013; Garcia et al., 2011)

Concretamente, el uso de las tecnologias “dmicas” en el estudio de la
endometriosis ha proporcionado una visiéon integradora de la enfermedad a
través de una mejor comprensién de los mecanismos patogénicos subyacentes
a la enfermedad. Ante la necesidad de reducir el tiempo de diagndstico desde
la aparicion de los primeros sintomas, uno de los objetivos principales ha sido
la identificacidn no invasiva de biomarcadores tempranos de la enfermedad. En
este sentido, en los Ultimos anos, se han llevado a cabo numerosos estudios
con la finalidad de encontrar un método de diagndstico eficaz mediante el
analisis de tejido endometrial y biofluidos. Sin embargo, las aproximaciones y
biomarcadores propuestos no poseen capacidad diagndstica suficiente para
ser trasladados a la préctica clinica.
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2.2.1 Gendmica

La gendmica es el estudio sistemético del genoma de un organismo. El
genoma humano contiene 3.2 billones de bases y se estima que entre 30.000-
40.000 genes codifican para proteinas (Horgan & Kenny, 2011). La bidsqueda de
biomarcadores de tipo genético se basa en el anélisis de alteraciones en la
expresion o en la secuencia de genes, con el objetivo de identificar diferencias
entre individuos sanos y aquellos afectados por la patologia (GenomaEsparia &
FUAM, 2010).

* Estudios gendmicos en endometriosis

Se han llevado a cabo diversos estudios con el fin de establecer la posible
relacién entre determinadas variantes genéticas y el riesgo de desarrollar
endometriosis. Las mayores contribuciones en la bisqueda de loci de riesgo se
han conseguido gracias a los estudios de asociacién del genoma completo
(GWAS) donde al menos 6 regiones gendmicas han sido asociadas con esta
enfermedad en diferentes poblaciones (Fung et al, 2015). Sin embargo, se
requieren estudios adicionales, basados en tamafios muestrales mayores, para
confirmar los loci involucrados en la etiologia de la enfermedad (Rahmioglu et
al., 2014).

2.2.2  Transcriptémica

Estudia los niveles de transcritos (ARNm) en una determinada poblacién de
células o tejido. El transcriptoma estd constituido por el ARNm (ARN
mensajero) total contenido en una célula u organismo. El transcriptoma, por
tanto, refleja el nivel de expresion de los genes en un momento determinado y
permite comparar perfiles de expresién génica en distintas situaciones.

* Estudios transcriptémicos en endometriosis

En los estudios transcriptémicos realizados en endometriosis se ha
comparado el patrén de expresién génica del endometrio ectdpico respecto al
endometrio eutdpico procedente de la misma paciente, asi como el
endometrio eutdpico de mujeres con y sin endometriosis (Giudice, 2012). Los
resultados muestran diferencias en el perfil transcriptémico, asi como diversos
procesos bioldgicos y rutas de sefalizacion Unicas en el endometrio ectdpico
versus el endometrio eutdpico (Altmae et al., 2014).

Recientemente, varios micro ARNs (miARNSs), identificados en sangre
periférica, han sido propuestos como posibles marcadores de endometriosis
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(Tabla 1). Los miARN son secuencias no codificantes que regulan la expresion
génica a nivel postranscripcional. La estabilidad de estas moléculas y la elevada
correlacion entre su expresién en tejido y suero hace que sean candidatos
potenciales en la busqueda de nuevos biomarcadores de diagndstico y Gtiles
para orientar las intervenciones terapeuticas de la endometriosis (Fassbender
et al., 2015; Gilabert-Estelles et al., 2012).

2.2.3 Protedmica

La protedmica estudia el conjunto de las proteinas expresadas en una célula,
tejido u organismo. Esta aproximacién experimental permite la observacién
simultdnea y la identificacién de alteraciones en la expresién proteica como
reflejo de la causa o consecuencia de una determinada enfermedad (Petricoin
et al., 2002).

* Estudios proteémicos en endometriosis

La protedmica es una de las técnicas de alto rendimiento mas utilizadas en
los estudios de endometriosis. Hasta la fecha, se han realizado varios estudios
utilizando geles de electroforesis de dos dimensiones (2D-DIGE) para
identificar diferencias entre el endometrio eutépico de mujeres con y sin
endometriosis. Algunos de los resultados han sido confirmados mediante
inmunohistoquimica o western blotting, aunque no todos los resultados han
sido consistentes.

En los Ultimos afios, los estudios protedmicos, mediante la combinacién de
diversas técnicas (SELDI-TOF/MS, MALDI-TOF/MS, HPLC-MS/MS, LC-MS/MS,
2D-DIGE/MS, etc.), han analizado tanto muestras de tejido endometrial como
diversos tipos de biofluidos: plasma/suero (Dutta et al., 2015; Fassbender et al.,
2012b; Zheng et al., 2011), orina (Cho et al, 2012, El-Kasti et al., 2011;
Tokushige et al.,, 2011) y fluido endometrial (Ametzazurra et al., 2009; Casado-
Vela et al., 2009), obteniéndose resultados prometedores sobre el perfil
proteico de las pacientes con endometriosis (Tabla 1).

Aunque gracias a estos estudios se han producido numerosos avances en el
estudio de la endometriosis, es necesario incrementar la reproducibilidad de
estas técnicas y llevar a cabo estudios con un nimero mayor de muestras. El
mayor reto en este tipo de estudios es validar los resultados en un grupo
independientes de muestras (Fassbender et al., 2013).
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2.2.4 Metaboldmica

La metaboldémica se define como el estudio global de los metabolitos
presentes en un muestra bioldégica en unas condiciones determinadas. A
diferencia de las otras “émicas”, se estima que el nimero de metabolitos en
cualquier sistema bioldgico varia entre 2000 y 3000 (Figura 6), lo que supone
una reduccién en la complejidad de los datos, simplifica el anélisis y aumenta la
probabilidad de detectar cambios significativos que reflejen el problema
biolégico a estudiar (Davis et al., 2011). Los metabolitos son el productos final
de la expresion génica y proteica y, por tanto, el reflejo directo de la actividad
bioquimica, lo que proporciona una herramienta capaz de medir el
metabolismo celular y en consecuencia el fenotipo. En este sentido, la
metabolémica se ha convertido en una potente aproximacién para el
diagnéstico clinico (Patti et al., 2012).

* Estudios metabolémicos en endometriosis

Hasta la fecha, sdlo han aparecido tres estudios metabolémicos (Tabla 1) en
el campo de la endometriosis. El primer estudio publicado (Vouk et al., 2012),
realizado sobre muestras de plasma, fue un andlisis dirigido en el que se
identificaron en pacientes con endometriosis niveles elevados de éteres
derivados de fosfolipidos y esfingomielinas. Posteriormente, Chaudhury y
colaboradores empleando RMN (resonancia magnética nuclear) realizaron dos
estudios (Dutta et al., 2012; Jana et al, 2013) en los que compararon muestras
de suero procedentes de pacientes con endometriosis con respecto al grupo
control. El anélisis estadistico de los datos mostré diferencias significativas en
un conjunto de 13 y 15 metabolitos, respectivamente (Tabla 1). Los resultados
preliminares de ambos estudios sugerian un aumento en el metabolismo de la
glucosa y defectos en el sistema respiratorio mitocondrial como posibles
causas de la excesiva generacién de ROS (especies reactivas del oxigeno) en
presencia de endometriosis.
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Tabla 1: Resultados mas relevantes de los estudios “6micos” realizados en endometriosis

Plataforma Muestra Biomarcadores .
L. s .. Referencia
tecnoldgica biolégica propuestos
(Uno et al., 2010)
s CDKN2BAS, WNT4; (Adachi et al., 2010)
s y (Painter et al., 2011)
Q GWAS Tejido mir-148a, NFE2L3, (Nyholt et al., 2012)
ud HOXAT11 (Albertsen et al., 2013)
(Rahmioglu et al., 2014)
. (Burney et al., 2009)
R135a/b;
§ m o (Teague et al., 2010)
° ) miR-17-5p, miR-20a, (Aghajanova & Giudice, 2011)
E Microaravs Tejido iR.22: (Petracco et al., 2011)
& y Plasma ' (Gilabert-Estelles et al., 2012)
(2] .
Z miR-16, MiR-191, (ia et al, 2013)
o ) (Suryawanshi et al., 2013)
= miR-195 .
(Mari-Alexandre et al., 2015)
14-3-3; ina;
33; moesina; (Zhang et al., 2006)
Haptoglobina, SM-22a (Fowler et al., 2007)
(Ten Have et al., 2007)
Rab37 Rho-GDla;
(Ametzazurra et al., 2009)
2D-DIGE/MS; (Chehna-Patel et al., 2010)
< SELDITOF/MS;  Tejido VDBP ehna-ratel et av
o (Stephens et al., 2010)
= MALDI TOF- AE (Kyama et al., 2011)
9 TOF/MS: Plasma Cadena-B de (ého ot al "2012)
5 MALDI-TOF/MS; Suero fibrinégeno; o
& ) (Fassbender et al., 2012a)
& LCMSMS; rina (El-Kasti et al., 2011)
HPLC-MS/MS Citoqueratina-19; (Zheng et al,, 2011)
CFB, CFH, ITIH4, IGKC, ((Tgkij:,‘ge ett 7/"220?2;)
LRG1, APOL1, APOM, (;J ttlyete /a o1
HP, IGKC y AIBG e etal,
E fosfolipi
ESI-MS/MS Plasma  Ciores de fosfolipidosy (Vouk et al., 2012)
esfingomielinas
+E: Lactato, 3HB, Ala,
PC, Val, Leu, Thr, 2HB
S GPC, Val, Leu, Thr, 2HB, (Dutta et al., 2012)
s Lys, succinato.
g -E: Glucosa, lle, Arg
g RMN Suero +E: Lactato, ZHB, Lys,
5 piruvato, succinato,
= adipato, citrato, GPC.
E: Glucosa, Ala, (Jana et al., 2013)
creatina, Leu, lle, Asn,
Arg
GWAS: genome-wide association study, 2D-DIGE: two-dimensional-difference  gel

electrophoresis; SELDI-TOF: surface-enhanced laser desorption/ionization-time of flight;
MALDI-TOF: desorption/ionization-time  of flight; LC: liquid
chromatography; HPLC: high performance liquid chromatography, MS: mass spectrometry;

matrix-assisted  laser
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RMN: resonancia magnética nuclear. AE: aspirado endometrial; VDBP: proteina de unién a
vitamina D; +E: aumentado en endometriosis; -E: disminuido en endometriosis. 3HB: 3-
hidroxibutirato, Ala: alanina; GPC: glicerofosfocolina; Val: valina; Leu: leucina; Thr: treonina;
2HB: 2-hidroxibutirato; Lys: lisina; lle: isoleucina; Arg: arginina; Asn: asparagina

2.3 Identificacion de biomarcadores de endometriosis
2.3.1 Concepto de biomarcador

Un marcador biolégico o biomarcador es una caracteristica bioldgica que
puede medirse de manera objetiva y que puede ser utilizada como indicador
de un proceso biolégico normal, de un proceso patoldgico, asi como de la
respuesta farmacoldgica a una intervencion terapéutica (Buyse et al., 2010).

El descubrimiento de un biomarcador incluye dos etapas fundamentales
(GenomaEsparfia & FUAM, 2010):

1. Etapa de identificacion: se proponen las moléculas o genes candidatos a
convertirse en biomarcadores. El objetivo es relacionar una caracteristica
objetiva con el estado de salud o enfermedad.

2. Etapa de validacion: tiene por objeto determinar si existe una evidencia
cientifica lo suficientemente sdélida para su aplicacién en la préctica clinica.

Las caracteristicas fundamentales que debe presentar un test de diagndstico
basado en el uso de biomarcadores son: validez analitica y clinica, utilidad
clinica y seguridad. Otras caracteristicas importantes que afiaden valor al test
son la sencillez en la realizacién e interpretacién del ensayo, la obtencién
répida de resultados, minima o nula invasividad y que la relacién coste-
beneficio sea lo mas ajustada posible (GenomaEspafia & FUAM, 2010).

Una vez identificado el marcador o conjunto de marcadores, el siguiente
paso es utilizar esta informacion para intentar desarrollar un test no invasivo de
diagnéstico, prondstico o de seguimiento del proceso bioldgico a estudiar.

2.3.2 Tipos de biomarcadores

Los biomarcadores moleculares, en funcién de su aplicacién clinica, se
pueden clasificar, principalmente, en cuatro tipos:

* Biomarcadores con valor diagndstico: permiten identificar pacientes con
una patologia concreta, discriminando entre individuos sanos y enfermos.
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Este grupo también incluiria los biomarcadores de estratificacion de
pacientes, capaces de proporcionar un diagndstico mas especifico y
diferenciar subgrupos de pacientes.

Biomarcadores con capacidad predictiva: predicen el riesgo de desarrollar
una enfermedad antes de la aparicion de sus sintomas.

Biomarcadores con utilidad pronéstica: proporcionan informacién sobre la
causa probable y progresiéon de la enfermedad, pudiendo anticiparse a los
posibles cambios durante el curso de la patologia.

Biomarcadores de respuesta: predicen la respuesta del paciente a un
tratamiento concreto (Buyse et al., 2010).

2.3.3 Caracteristicas de los marcadores de endometriosis

|dealmente, un marcador o una combinacién de marcadores, que pudiese/n

medirse en biofluidos no invasivos (sangre, orina) (Figura 7) seria la forma més
eficiente de reducir los riesgos inherentes al diagnéstico quirtrgico. Estos
marcadores deberian cumplir los siguientes requisitos (Giudice, 2012):

Alta sensibilidad y especificidad

Buen valor pronéstico

Diagndstico temprano: las mujeres con estadios I-ll podrian beneficiarse de
un tratamiento laparoscopico temprano e iniciar antes el tratamiento de
infertilidad, si se diese el caso

No invasivo: un marcador no invasivo permitiria la deteccién répida de la
enfermedad y el seguimiento de la eficacia del tratamiento (Figura 7)

En general, la identificacién de un biomarcador con estas caracteristicas,

principalmente de diagndstico temprano y no invasivo, podria reducir el retraso

en el diagndstico, monitorizar el seguimiento de la enfermedad y una mejor
evaluacion pre-operativa de las mujeres con endometriosis (May et al., 2010).

Invasividad
Endometrio Fluido Endometrio Aspirado S /el .
ectépico (lesion)  peritoneal eutépico endometrial uero/Flasma Orina
Laparoscopia Biopsia Aspirado  Puncién venosa

Figura 7: Muestras analizadas en la bisqueda de biomarcadores de endometriosis. (Adaptada
de (Giudice, 2012))
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La identificacion de biomarcadores de diagndstico es una de las prioridades
en la investigacion de la endometriosis. Algunas de las limitaciones, hasta el
momento, han sido:

1. La disparidad en el disefio de los estudios como consecuencia de la falta
de consenso sobre el fenotipo de las mujeres con endometriosis
(sintomaticas/asintomaéticas, fértiles/infértiles, etc.) y los distintos criterios
utilizados para seleccionar el grupo de mujeres utilizado como control.

2. La discrepancia entre los resultados de los estudios debido a la amplia
gama de técnicas utilizadas, a las distintas estrategias seguidas en el
reclutamiento de pacientes y recogida de muestras y al posible impacto de
la fase del ciclo menstrual (FCM).

3. La imposibilidad de comparar estudios por la variabilidad en los tamafos
muestrales, condicionado principalmente por el grupo control y la
necesidad de descartar visualmente la presencia de endometriosis, la
relativa subjetividad en el estadiaje de la enfermedad y la incompleta
caracterizacion clinicas de las mujeres (FCM, tratamientos, etc.). Todos
estos factores, ademas, limitan la reproducibilidad de los estudios.

4. La ausencia, en la mayoria de los estudios, de una validacién externa con
un grupo de muestras independientes (Fassbender et al., 2013; Giudice,
2012; May et al., 2010).

3. METABOLOMICA
3.1 El metaboloma

Los metabolitos son moléculas de bajo peso molecular (<1500 Da) que
resultan de la actividad celular. La presencia/ausencia o cambio relativo de un
determinado compuesto puede ser un indicador directo de la actividad
bioquimica de la célula u organismo en un momento determinado. Ademas, los
metabolitos pueden ser reactivos, intermediarios o productos de la accién de
varias enzimas, por lo que la caracterizacion del perfil metabdlico de un
determinado sistema proporciona una vision integrada de muchos procesos.

El metaboloma, considerado como el conjunto de metabolitos presentes en
un sistema bioldgico en unas condiciones dadas, se utiliza, por tanto, en el
diagndstico clinico como reflejo de un estado patoldgico especifico o de los
factores de riesgo que predisponen a éste. El metaboloma se compone de los
metabolitos originados en distintos procesos (Dunn et al., 2011):
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- Metabolitos enddgenos: sintetizados y consumidos por el propio sistema
bioldgico.

- Metabolitos exégenos: importados del exterior y metabolizados (farmacos,
alimentos, etc.).

- Metabolitos microbianos: procedentes mayoritariamente de la microbiota
intestinal.

La complejidad y tamafio del metaboloma es dependiente del organismo y
del tipo de muestra (suero/plasma, orina, liquido cerebroespinal, liquido
amnidtico, saliva, extractos celulares/tisulares, etc.). A su vez, los metabolomas
de ciertas muestras pueden estar interconectados. Por ejemplo, el
suero/plasma y la orina son biofluidos que integran el metabolismo de varios
organos y el de la microbiota (Dunn et al., 2011).

3.2 Aplicaciones de la metabolémica

La metabolémica complementa la informacién proporcionada por la
bioquimica clasica, la biologia molecular y la fisiologia, dando lugar a una
nueva vision de las rutas implicadas en los procesos bioldgicos (Vinayavekhin et
al, 2010). La metabolémica se emplea tanto para la identificacién de
biomarcadores como para intentar entender la etiologia molecular de las
enfermedades. Los datos derivados de un estudio metabolémico pueden ser
analizados de diferentes maneras en funcién del objetivo del estudio.

Se han realizado estudios metabolémicos sobre una gran variedad de
organismos (bacterias, levaduras, plantas, mamiferos, etc.) empleando distintos
tipos de biofluidos, células o tejidos. Centrandonos en las aplicaciones
biomédicas dirigidas al diagndstico, los estudios realizados pueden dividirse en
las siguientes areas de investigacién: enfermedades metabdlicas (Abu Bakar et
al., 2015), céncer (Puchades-Carrasco et al., 2013; Slupsky et al., 2010; Wang et
al., 2010), enfermedades infecciosas (Dessi et al., 2014; Sitole et al., 2013; Zhou
et al., 2015), cardiovasculares (Kordalewska & Markuszewski, 2015; Lewis et al.,
2008), desérdenes neuroldgicos (Dumas & Davidovic, 2013), y medicina
reproductiva y ginecologia (Fanos et al., 2013; Murri et al., 2014; Nel-Themaat &
Nagy, 2011).

3.3 Tipos de estudios metabolémicos
En términos generales, se emplean dos estrategias en funcién del

conocimiento previo sobre el problema bioldgico y el objetivo del estudio:
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* Andlisis dirigido: es el que se realiza cuando existe un conocimiento previo
de los metabolitos implicados en el proceso biolégico bajo estudio. Este
enfoque permite escoger la técnica analitica mas adecuada y optimizar el
tratamiento/procesado de la muestra en funcién de la naturaleza vy
abundancia de los metabolitos a analizar. Estos estudios se centran en la
deteccidon y cuantificacién de un nldmero reducido de compuestos
relacionados directamente con el problema biolégico y proporcionan una
medida o valor absoluto de la concentracién de los metabolitos con una
elevada especificidad y precisién (Dunn et al., 2011; Patti et al., 2012).

* Anélisis no dirigido o anélisis del perfil metabdlico: se emplea cuando no se
parte de una hipdtesis sobre los mecanismos implicados o metabolitos
alterados en un determinado sistema bioldgico. Con esta aproximacién, en
contraposiciéon al enfoque anterior, el analisis no se restringe a un grupo
seleccionado de compuestos, lo que se pretende es analizar
simultaneamente tantos metabolitos como sea posible para obtener una
vision global del problema de interés. En estos estudios, aunque se pueden
obtener valores de concentracién absolutos, generalmente, se calculan las
concentraciones relativas de los metabolitos analizados y se analizan sus
variaciones entre dos o mas condiciones (Dunn et al., 2011; Patti et al., 2012).

3.4 Plataformas analiticas

Las principales plataformas analiticas utilizadas en metaboldémica son la
espectrometria de masas (EM) y la espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN). Ambas técnicas son adecuadas para el anélisis metabolémico
pero tienen diferentes fortalezas y debilidades, por lo que pueden considerarse
complementarias (Tabla 2).

3.4.1 Espectrometria de Masas (EM)

El funcionamiento de la EM se basa en la formacién de especies idnicas con
carga positiva o negativa a partir de la muestra bioldgica de interés, la
separacion de estos iones en funcidén de su relacion masa/carga (m/z) y la
posterior deteccién de estos compuestos. Las etapas de separacién vy
deteccion de los iones se realiza en condiciones de vacio con el fin de reducir
las colisiones entre i6n-idn, las cuales pueden influir en la resolucién, precisién
y sensibilidad del instrumento (Dunn et al., 2011). Esta técnica se caracteriza por
su gran sensibilidad, permitiendo la deteccidon de metabolitos secundarios del
orden de picomolar-fentomolar.
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Las distintas modalidades de EM (Figura 8) se definen por las tecnologia y
condiciones empleadas en cada una de las etapas anteriormente descritas:
jonizacién, separacién y deteccion.

g Ty o _ B N
Muestra Espectrometro de Masas Sefial
— Fuente de Analizador Disteckai
ionizacién de masas
—_ ’
-]
Electroesprai (ESI) Cuadrupolo [Q)
Matrix-Assistad Laser -
Desorption/lonization Tiempo de vuelo Caja de Faraday
(MALDY) (TOF)
Surbacesanhimied ser o Multiplicador de
desorption/ionizatian Trampa iénica electrones
(SELDI) Laatiih |
>
- A N it Nz J

Figura 8: Tecnologias utilizadas en los estudios metabolémicos por EM para el andlisis de
muestras biolégicas

La EM se emplea para el anélisis de muestras sdlidas (células o tejidos),
liquidas y gaseosas, aunque previamente se requiere un pre-procesado de las
muestras para la adecuada extraccién y separacién de los metabolitos. En la
EM, durante la obtencién del espectro, la muestra se destruye y no puede
recuperarse. La interaccién entre la muestra y el instrumento puede causar
variaciones durante las medidas a corto-medio plazo, lo que reduce la
reproducibilidad de la técnica. Todo ello hace necesario la utilizacion de
controles de calidad durante las medidas.

3.4.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de RMN es una potente herramienta analitica
tradicionalmente utilizada en biologia estructural, quimica organica/inorganica
y descubrimiento de farmacos (Emwas, 2015). Méas recientemente, se esta
también empleando en estudios metaboldémicos para la identificacidon y
cuantificacién de compuestos presentes en una muestra biolégica.

La RMN tiene la capacidad de extraer informacién de forma no destructiva a
partir de una gran variedad de muestras, desde tejido intacto, utilizando una
sonda HR-MAS (high resolution-magic angle spinning), a extractos celulares o
tisulares y biofluidos. El anélisis, tanto de los biofluidos como del tejido intacto,
puede realizarse directamente, sin la necesidad de separacidon o extraccién
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previa de los metabolitos. La principal ventaja de la RMN frente a la EM es la

reproducibilidad.

Tabla 2: Ventajas y limitaciones de la RMN y la EM en relacién con los estudios

metabolémicos

RMN EM
Sensibilidad Baja sensibilidad, del orden de  Elevada sensibilidad, del orden
micromolar (10°¢) de picomolar (10" con técnicas
estandar
Reproducibilidad Muy alta Moderada

Preparacién muestras

Minima: afiadir tampén, D2O y
compuesto de referencia si se
requiere

Necesaria la  extraccién o
separacion de los metabolitos

mediante cromatografia

Volumen muestra

Normalmente 300-500 pL.
Pueden analizarse 50 pL

empleando capilares

Inferior a 100 pL

Recuperacién muestra

No se destruye la muestra,
puede ser recuperada,
almacenada y reanalizada

posteriormente

destructiva, no es
posible recuperar la muestra

Técnica

Anélisis de tejido

Si. Tejido intacto utilizando
una sonda HR-MAS

No. Se requiere extraccion

previa de los metabolitos

Tiempo adquisicién
experimentos

5 min. Experimentos estandar
1D ("H-RMN)

10 min. UPLC-MS

Tipos de metabolitos
detectados

Todos los metabolitos que
posean un hidrogeno ('H) en
su  estructura, asumiendo

concentraciones del orden 10

Mayor cantidad y variedad de
metabolitos. Se requiere
extraccién y separacion
cromatografia  especifica en
funcién del tipo de metabolito a

identificar

Identificacién de
metabolitos

Se combina la informaciéon de
los experimentos 1Dy 2D y las
bases de datos. La
identificacion es mas directa
que con EM

Una vez conocida la masa y el
tiempo de retencion, se requiere
adicional  para
patréon de
fragmentacion del compuesto

un  analisis
conocer el

(Emwas et al., 2013; Emwas, 2015)

4. RMN

La RMN es una técnica espectroscopica basada en las propiedades

magnéticas de los

nicleos atémicos.

Como

cualquier otra técnica

espectroscopica utiliza la radiacion electromagnética para obtener informacion

de la materia.
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En las aplicaciones biomédicas de la RMN, el &tomo de hidrégeno ('H) es el
nucleo cominmente utilizado, por la ubicuidad de estos atomos en las
moléculas orgénicas, por presentar una abundancia natural del 99,98% y por
poseer las caracteristicas quimicas necesarias para ser detectado por RMN.

4.1 Propiedades magnéticas de los nticleos

Los nlcleos atémicos poseen una propiedad llamada espin, caracterizada
por el nimero cuéntico de espin nuclear (). El espin es una propiedad
intrinseca de las particulas, al igual que la carga o la masa, que les permite girar
sobre si mismos creando un campo eléctrico y magnético. El espin se dice que
estad cuantizado, es decir, sélo puede adquirir determinados valores enteros o
semienteros. Los nucleos magnéticamente activos son aquellos cuyo espin
resultante es distinto de cero, es decir, aquellos &tomos con un niimero impar
de protones y/o neutrones. El caso més sencillo es el dtomo de 'H, formado por
un Unico protén (+), cuyo valor de I=1/2.

Cada nucleo puede tener dos estados o niveles de energia (m). Los valores
de m sdélo pueden ser m=+/ o m=-/. Para el &tomo de 'H sus valores permitidos
son: m=+1/2 y m=-1/2 (Keeler, 2005). En ausencia de un campo magnético, los
estados del espin se distribuyen de forma aleatoria y son energéticamente
equivalentes. En el interior de un campo magnético estatico (imén) éstos se
alinean en la misma direccién que el campo magnético (Bo) y se produce un
desdoblamiento de los niveles de energia, dando lugar a dos configuraciones
diferentes: los nicleos con espin positivo (m=+1/2) se orientaran paralelamente
a Bo (estado de minima energia) y los nicleos con espin negativo (m=-1/2) se
orientarén en sentido contrario a Bo (estado de mayor energia). La diferencia
de energia (AE) entre ambos estados serd proporcional a la intensidad del
campo magnético (Figura 9).

Figura 9: Desdoblamiento de los Ez
niveles de energia en presencia de o l’ m=-1/2
un campo magnético externo. Las .
esferas representan los nucleos
atdmicos que estan alineados de
forma paralela (verde) o antiparalela AE(ExEy) = hv
(rojo) con el campo magnético. AE
(E2-E1)=hv  (AE: incremento de .
energia; h: constante de Plank, v: E
frecuencia (Hz)) T— P m=t12

Energia relativa

Intensidad del Campo Magnético
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Al irradiar la muestra con un pulso de radiofrecuencia (RF) de 90°, también
llamado campo magnético externo (B), el protdn ("H) que se encuentra en el
estado de energia mas bajo sufre una transicion y pasa al estado de energia
mas alto absorbiendo un fotdn cuya energia es precisamente la diferencia de
energia entre los dos estados (AE). Cuando el puso de RF cesa, la vuelta al
equilibrio (relajacion) se produce a través de la emisién del exceso de energia
en forma de onda de RF llamada FID (Free Induction Decay) —dominio tiempo-,
que posteriormente es procesada matematicamente y transformada en una
funcién de frecuencias, mediante la Transformada de Fourier (TF), adquiriendo
el aspecto de un espectro de RMN. Por tanto, un espectro de RMN esta
constituido por la superposicién de las frecuencias de todos los 'H presentes
en la muestra (Figura 10).

Vector de
... magnetizacion

]
l@i RF (90°)

\

Campo Magnético (Bo)

Campo Magnético (B,)

z _

Frecuencia

—_—
Campo Magnético (Bo)

Transformada
de Fourier (TF)

Campo Magnético (B,)

FID

Campo Magnético (B,)

_
Tiempo

Figura 10: Esquema general de la adquisicién de un espectro RMN. La RMN emplea pulsos de
RF (90°) cortos caracterizados por su frecuencia, potencia y duracidén capaces de excitar
multiples frecuencias simultdneamente. Cuando el pulso cesa, los espines tienden a recuperar
espontédneamente el estado inicial emitiendo el exceso de energia. Durante el regreso del
sistema a la situacién de equilibrio se emite una onda denominada FID, a la cual se aplica una
funcién matemaética (TF) que da lugar al espectro de RMN
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4.2 Caracteristicas de un espectro de RMN
Un espectro de RMN esta definido por las siguientes caracteristicas:

- Intensidad de las senales

La intensidad es proporcional al nimero de protones ("H) que contribuyen a
esa sefal. Durante la adquisiciéon de los experimentos uno de los principales
objetivos es incrementar la sensibilidad de las medidas aumentando la relacién
sefial/ruido (S/R) y esto se puede conseguir de diferentes formas (Bothwell &
Griffin, 2011):

A. Aumentando la intensidad del campo magnético: la diferencia de energia
entre los dos estados es proporcional a la intensidad del campo magnético.

B. Aumentando el tiempo de adquisicidon de los experimentos: la intensidad de
la sefal (S) aumenta repitiendo la medida (n acumulaciones).

C. Minimizando la sefial del disolvente: la reduccién de la sefal del agua se
consigue irradidndola de forma continuada, para que los 'H del agua no
contribuyan a la magnetizacion.

D.Reduciendo la temperatura: la diferencia de energia entre los estados de
alta y baja energia de los espines aumenta y con esto la relacién S/R.

E. Utilizando volimenes de muestras pequefios: se consiguen campos
magnéticos mas homogéneos, lo que mejora la resolucién de las sefales.

- Frecuencia o desplazamiento quimico (3):

La posicién de una sefal (desplazamiento quimico) o la frecuencia (v) de
resonancia de un nucleo depende no sdélo de campo magnético (B.), sino
también de su entorno quimico (Figura 11). Por tanto, el entorno magnético de
un nucleo estad influido por los "H vecinos. El desplazamiento quimico se
expresa en partes por millén (ppm), utilizando el simbolo (3) y se define como:

V muestra = V referencia
S (ppm) = x 10¢

V referencia

El  desplazamiento quimico en ppm, por tanto, es el mismo
independientemente de la intensidad del campo magnético aplicado.
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Figura 11: Rangos de los desplazamientos quimicos de un espectro de protén ('H)

- Tiempo de relajacién

La relajacién de los espines, tras la excitacién por el pulso de RF (90°), varia
entre 100 y 1000 ms. Esta sefial de relajacién es medida como un decaimiento
de la intensidad de la sefal (FID) y determina la anchura de la sefial.

- Acoplamiento espin-espin

También conocido como acoplamiento indirecto. Este fendmeno provoca el
desdoblamiento de las sefiales como consecuencia de la interaccién magnética
que existe entre 'H de carbonos vecinos y la anchura se mide en Hz. La
multiplicidad o nimero de picos de cada sefal, sigue la regla n+1, siendo n el
numero de 'H contiguos (Figura 12).

CH:

o360 366 364 362 %, 2 120 18 106

ppm

Figura 12: Espectro de RMN de la molécula de etanol (CH3;CH,OH). Triplete: senal
correspondiente el CHs; cuatriplete: sefial correspondiente al CH,
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4.3 Adquisicion de los espectros

- Calibracion de la temperatura
La calibracién de la temperatura se realiza con una muestra de referencia. El
tipo de muestra depende del rango de temperaturas a calibrar.

- Optimizacién de los parametros adquisicion
Para garantizar una adquisicion éptima de los experimentos se requiere el
ajuste y calibrado de determinados elementos del espectrémetro:

Sintonia de la sonda (wobb): mediante el ajuste de los circuitos de la sonda
se busca la frecuencia a la que ésta es mas sensible.

Estabilidad del campo magnético (lock): garantiza que la intensidad del
campo magnético se mantenga constante durante todo el experimento.
Homogeneidad del campo magnético (shimming): se realizan pequefios
ajustes para aumentar la uniformidad del campo magnético y conseguir
una mejor resolucion espectral.

Sistema de recepcion de la sefial: se ajusta la ganancia del receptor (RG) en
funcién del tipo de muestra para optimizar la amplificacion de la sefial
recibida.

Pardmetros del experimento: son especificos de cada tipo de experimento
y se adeclan en funcién del tipo de muestra y la informacién que se quiera
obtener (Tabla 3).

Tabla 3: Parametros de adquisicién de los experimentos 'H-RMN

Pardmetro Descripcién

TD (Time Domain) N° de puntos digitalizados para la adquisicién de la FID.
Normalmente: 16, 32 o 64K. A mayor TD, aumenta la
resolucién de la FID, pero a expensas del tiempo de
adquisicién

NS (N° de Scans) N° de acumulaciones. A mayor nimero de adquisiciones
mejora la relacion sefal/ruido

DS (N° de Dummy Scans) Tiempo necesario para que la muestra alcance el equilibrio.
No se adquieren datos. Valores tipicos 4 u 8

SW (Anchura Espectral) Anchura de la ventana espectral. Normalmente 20 ppm son
suficientes para capturar cualquier sefial del 'H

P1 (ps) (Pulso 1) Pulso de excitacion de 90°. Su valor va a depender de la
concentracion de sales de la muestras. Pulsos demasiado
largos pueden causar el calentamiento de la sonda

PL (dB) Nivel de potencia Potencia del pulso de excitacion
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4.4 Asignacidn de las sefiales del espectro

La identificacion de las sefiales de RMN es una de las partes mas
complicadas de estos estudios. La asignacion de los picos del espectro se
fundamenta, generalmente, en la posicién de las sefales (8), su multiplicidad e
intensidad relativa. La dificultad en la identificacién de los compuestos deriva
del solapamiento de las sefiales como consecuencia de la proximidad entre los
desplazamientos quimicos de las multiples moléculas presentes en los
espectros.

La asignacion de los metabolitos puede ser confirmada utilizando varias
estrategias. Una de las mas utilizadas es la comparacion con patrones de
compuestos seleccionados cuyos espectros han sido adquiridos en las mismas
condiciones experimentales (espectrémetro, pH, temperatura, etc.). Cuando no
se tiene informacién previa, la estrategia més eficiente es la adquisicion de
experimentos bidimensionales (2D) homonucleares 'H-'H TOCSY o
heteronucleares 'H-C HSQC (Beckonert et al, 2007). Estos experimentos
requieren mayores tiempos de adquisicién que los monodimensionales (1D),
aumentan la resolucién de las sefiales y muestran la conectividad entre ellas, es
decir, permiten conocer qué sefales pertenecen al mismo compuesto y
facilitan la caracterizacion de su estructura molecular. La informacién
proporcionada por los patrones y los experimentos 2D se complementa con la
bibliografia disponible (Diaz et al., 2013; Lindon et al., 2010; Nicholson et al.,
1995; Salek et al., 2007) y las bases de datos publicas, como HMDB (Human
Metabolome Data Base) (Wishart et al, 2013) y BRMB (Biological Magnetic
Resonance Bank) (Ulrich et al., 2008).

5. ETAPAS DE UN ESTUDIO METABOLOMICO POR RMN

El esquema general de trabajo de un estudio metaboldémico se divide en las
siguientes etapas (Figura 13):

1
Biofluidos ! O s |
Células i | [ 5 oS ¢ ! \
fl (N 0 | [ (| |
A 1 A
Tejido . ! /
I | J L | I | L |
Recogida y preparacion Adgquisicién y procesado de los Preparacion de los datos  Identificacién de los Interpretacién
de las muestras experimentos de RMN y anélisis estadistico metabolitos biolégica

Figura 13: Esquema de trabajo de un estudio metabolémico por RMN
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5.1 Disefio experimental

El disefio del estudio (seleccién de los casos/controles, tipo de muestra
bioldgica, tamafio muestral, plataforma analitica, etc.) es clave para llevar a
cabo un estudio metabolémico. El disefio ha de adaptarse al problema
biolégico y al/los objetivo/s del estudio. En los estudios caso-control, los
factores que contribuyen a la condicidon médica a estudio son evaluados por
comparacién con individuos que no presentan dicha condicién (controles) pero
que presentan caracteristicas epidemioldgicas similares.

En el caso de la endometriosis, una enfermedad multifactorial, en la que esta
implicado un tejido dindmico que responde a ciclos hormonales, hace que el
disefio sea particularmente importante. Algunos de los aspectos a tener en
cuenta son:

A. Estandarizaciéon de los protocolos: necesario en todas las fases del estudio
(recogida de muestras, procesamiento, transporte, almacenamiento vy
adquisiciéon de los experimento) para garantizar la reproducibilidad en cada
etapa y reducir la variabilidad no asociada al problema de interés.

B. Seleccién de los individuos (casos-controles): se requiere una descripcién
precisa de los criterios de inclusidon/exclusion, tanto de los casos como de los
controles. Esto contribuird a que los resultados entre los distintos estudios
sean comparables permitiendo, ademéds, su  generalizacién y
reproducibilidad (Wu et al., 2013). Una de las limitaciones en los estudios de
endometriosis es la inexactitud en la definicion del fenotipo de las pacientes,
problemética que se traslada también a la correcta seleccidon de los
controles. La gran variabilidad e inespecificidad de sus sintomas, los distintos
subtipos anatémicos, la dependencia hormonal con el ciclo menstrual y la
influencia de los tratamiento en la evolucidén de la enfermedad, puede
conducir a la heterogeneidad intra-grupal provocando errores de
clasificacion y reduccidn en la sensibilidad y especificidad de los resultados.

C. Tamafio muestral: el nimero de individuos incluidos en el estudio define la
potencia estadistica del estudio. En este caso, dada la necesidad de la
confirmacion visual de la presencia/ausencia de endometriosis mediante
laparoscopia, el reclutamiento de controles sin ninguna patologia asociada
constituye uno de los mayores factores limitantes con respecto al tamafo
muestral.
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D.Tipo de muestra biolégica: la eleccién dependeréa de las caracteristicas del
problema bioldgico, disponibilidad y accesibilidad a las muestras y objetivo
del estudio.

E. Recopilaciéon de informacién clinica: implica la recogida de toda la
informacion clinica relevante relacionada con los individuos incluidos en el
estudio (edad, sexo, IMC, enfermedades, tratamiento, etc.) para su posterior
analisis como potenciales factores de confusion.

5.2 Recogida y procesado de las muestras

Uno de los objetivos principales es inhibir la actividad metabdlica de las
muestras para preservar la informacién original en el momento exacto de su
recogida. La estandarizacidon de esta etapa garantiza su reproducibilidad,
disminuye la variabilidad entre muestras y reduce el riesgo de contaminacion.

En los estudios de metabolémica por RMN se analizan una gran variedad de
muestras bioldgicas, entre los que se incluyen biofluidos, distintos tipos de
lineas celulares, medios de cultivo y tejidos. Las muestras maés utilizadas son el
suero/plasma y la orina por su escasa o nula invasividad, aunque en funcién del
problema bioldgico y el objetivo del estudio pueden emplearse otro tipo de
muestras. Ademas, los protocolos de procesado y preparacién de muestras han
de adecuarse a las propiedades fisico-quimicas y a la composicién de la matriz
seleccionada para extraer el tipo de informacion que se desea analizar en cada
caso.

Las muestras bioldgicas mas utilizadas en los estudio de endometriosis han
sido el tejido endometrial eutdpico y ectdpico, suero/plasma y orina. Aunque
las muestras de endometrio podrian ser las mas adecuadas para observar el
reflejo de la enfermedad, no cabe duda que la mayor parte de la investigacién,
dirigida a la busqueda de biomarcadores de diagndstico, se centra en el
analisis de biofluidos (sangre y orina) no invasivos y de fécil acceso para su
posterior traslacion como test de diagndstico a la préactica clinica.

5.2.1  Orina
La orina representa un biofluido de eleccidon cuando se trata de obtener

muestras de forma no invasiva. Desde el punto de vista analitico requiere un
menor pre-tratamiento que otros biofluidos por su menor complejidad en
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cuanto al contenido proteico e interaccién molecular, ventajas que la hacen
especialmente adecuada para estudios metaboldmicos.

La recogida se realiza directamente en un recipiente estéril y se afiade un
agente antimicrobiano para evitar el riesgo de contaminacién. Se recomienda
mantener en frio para mejorar la preservacién de la muestras y minimizar su
degradacion.

5.2.2 Plasma

El plasma sanguineo es el biofluido tradicionalmente utilizado en la
busqueda de biomarcadores. Se caracteriza por presentar un amplio rango de
macromoléculas y, en este caso, el componente microbiano tiene menos
importancia. En contraposicion a lo que sucede en orina, los efectos de la
degradacion enzimética son méas pronunciados y la manipulacion de la muestra
en frio adquiere una mayor importancia (Dunn et al., 2011).

Durante la recogida de las muestras, el tiempo de coagulacién, la
temperatura de recogida, el tipo de tubo, la presencia/ausencia de agentes
anticoagulantes, las condiciones de centrifugado (tiempo y velocidad), y el
transporte y almacenamiento han de estar estandarizados y ser reproducibles
durante todo el estudio. La eleccidon del anticoagulante ha de realizarse
teniendo en cuenta las posibles sefiales que puedan aparecen en los espectros
de RMN vy la posible oxidacién de la muestra. Entre los diferentes tipos de
anticoagulantes (EDTA, heparina, citrato), la heparina es el més utilizado en los
estudios de metabolémica por RMN, por su escasa interferencia con la muestra
(Beckonert et al., 2007).

5.2.3 Tejido

La caracterizacién del perfil metabolémico de las muestras de tejido
proporciona una potente herramienta para entender el metabolismo local y
coémo las rutas bioquimicas podrian estar influenciadas por un determinado
fenotipo, patologia o estimulo externo. Este enfoque se considera, en la
mayoria de los casos, una aproximacién complementaria al anélisis de los
biofluidos, que permite confirmar y contextualizar las alteraciones metabdlicas
observadas en orina, plasma, etc.

Se requieren a partir de 30 mg de tejido. Es importante mantener el tejido
descongelado el menor tiempo posible para evitar la actividad enziméatica y la
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degradacion de la muestra. Es necesario eliminar la sangre que pueda contener
el tejido mediante repetidos lavados (Dunn et al., 2011). La manipulacién y
procesado de las muestras previo al almacenamiento ha de ser répida.

5.3 Preparacién de las muestras para RMN

El anélisis de las muestras mediante RMN no requiere generalmente ningin
pre-tratamiento, simplemente la adicién de un disolvente (agua deuterada) o
tampdn, para minimizar las variaciones en los desplazamientos quimicos en
determinadas sefales susceptibles a los cambios de pH, y un compuesto de
referencia, normalmente 3-trimetilsilil propionato (TSP) (Beckonert et al., 2007).

En los casos en los que el volumen de muestra es limitado y la concentraciéon
de metabolitos no muy elevada (p.ej., liquido amniético o liquido
cerebroespinal), las muestras pueden ser liofilizadas y reconstituidas
posteriormente en el solvente correspondiente, siempre y cuando no se
produzca pérdida de informacién por degradacién o volatilizacién de
metabolitos inestables (Lindon et al, 2007). Las extracciones celulares o
tisulares se realizan, habitualmente, utilizando disolventes orgéanicos y agua
obteniéndose dos fases: la fase acuosa, que contiene los metabolitos polares y
la fase orgénica con los metabolitos apolares (p.ej., lipidos).

5.4 Adquisicion de los espectros de RMN

El tipo de experimento de RMN vy las condiciones de adquisicién estan
condicionadas por el tipo de muestra a analizar y la informacién que se quiere
obtener.

5.4.1 Experimentos 1D

Los experimentos 'H-RMN detectan todas las moléculas que contengan
algun &tomo de hidrégeno es su estructura. Uno de los principales obstéaculos
en la adquisicién de los experimentos es la supresion del agua (disolvente). Se
han desarrollado secuencias de pulsos especificas para reducir su contribucién
al espectro, asi como para seleccionar el tipo de metabolitos que se desea
observar en funcién de su peso molecular.

Las secuencias de pulsos mas utilizadas en metaboldmica son las siguientes
(Tabla 4):
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Tabla 4: Conjunto de experimentos '"H-RMN empleados en los estudios metabolémicos

Secuencia de pulsos

Espectro de RMN

NOESY (Nuclear overhauser enhancement
spectroscopy)

- Detecta compuestos de alto y bajo peso
molecular, dando lugar a espectros,
generalmente complejos.

- Proporciona una buena supresion del
disolvente, obteniéndose espectros de alta
calidad, adecuados para la cuantificacién.

CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill)

- Atenda las sefales anchas procedentes de
moléculas de alto peso molecular (proteinas
y lipidos) obteniéndose espectros
simplificados con una mejor resolucién de los
metabolitos de bajo peso molecular.

- Adecuados para muestras de suero/plasma,
por su elevado contenido en proteinas y
lipoproteinas.

DIFUSION

- Favorece la observacién de las moléculas
de mayor tamafio, suprimiendo las sefiales
procedentes de moléculas pequenas.

- Experimento recomendable para muestras
de plasma/suero por su contenido lipidico.

- No ofrece informacién adicional en
biofluidos como la orina, constituida
mayoritariamente por moléculas pequefias,
donde las diferencias de difusién no son
apreciables.

J-RESUELTO

- Se trata de un experimento 2D
homonuclear, que proporciona informacién
sobre las constantes de acoplamiento (J),
aumenta la resolucién de las sefales, reduce
el solapamiento y facilita la asignacién .

- Al tratarse de un experimento 2D, la
interpretacién del espectro es méas compleja.
- No adecuado con fines cuantitativos.

[]
'

v | L l'
3 (.{, \
| s

(Gowda et al., 2008)
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5.4.2 Experimentos 2D

Los experimentos 2D se realizan sobre un reducido nimero de muestras
seleccionadas debido a que se requiere un tiempo de adquisicion
sensiblemente superior al de los experimentos 1D. Como se ha sefialado
anteriormente, se emplean, fundamentalmente, para la identificacion de
metabolitos, pues permiten aumentar la resolucion de las sefales y reducir el
solapamiento presente en los experimentos 1D.

5.5 Pre-procesado de los espectros

Una vez adquiridos los espectros de RMN y previamente al anélisis de los
datos, los espectros han de ser pre-procesados, con el objetivo de reducir las
variaciones no deseadas que puedan interferir en el posterior anélisis de los
datos (Lindon et al., 2007). El pre-procesado incluye: a) la correccién de la fase y
la Iinea base, para eliminar las posibles distorsiones que puedan afectar a la
identificacion y cuantificaciéon de las sefiales y b) la calibracion de los espectros,
con respecto a un patrdn interno (p. ej., TMS, DSS, TSP, etc.) que se afiade a la
muestra o bien utilizando un compuesto presente en la muestra (glucosa o
alanina) para corregir las diferencias asociadas a la variabilidad intrinseca entre
las muestras (diferencias de pH, concentracién salina, etc.). Se trata de un
método manual o semi-automético que realiza una correccion global del
alineamiento entre los espectros.

5.6 Procesado de los datos

Segmentacion de los espectros (“Bucketing”). Es una forma simple y
automatica de reducir e integrar la informacién contenida en los espectros.
Consiste en subdividir los espectros en pequefias regiones llamadas “buckets”.
Generalmente, se emplea una anchura de bucket constante, tipicamente 0.04
ppm, aunque dependera de las caracteristicas de las sefales del biofluido a
estudiar. En determinadas etapas del anélisis, para la integracion de los
espectros se utilizan buckets con anchura variable donde el tamafio del bucket
se ajusta a la anchura de la sefial que se desea analizar para evitar que un
mismo pico esté contribuyendo a dos buckets diferentes. En este Gltimo caso,
idealmente, las sefales incluidas en un mismo bucket pertenecen a un mismo
metabolito y su integraciéon, en cierto modo, representa la concentracién del
metabolito en la muestra (Figura 14). En la mayoria de los estudios se
combinan ambas estrategias de bucketing.
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Figura 14: Métodos de
“bucketing”. En verde se muestra
un procedimiento de bucketing de
anchura constante. En rojo se
observa la distribucién de buckets
obtenida empleando un método
de bucketing de anchura variable,
donde los limites de cada bucket

definen una region
correspondiente a un metabolito
LW N : ; . concreto

330 325 320 315 310 305 300 295 290 285 280 275 270 265 260 255 250 245 240 235 230 225 220 215 210 205 200 195 190 185
o

Al mismo tiempo que se define el tipo de bucketing que se va a emplear en
la integracion de los espectros, se lleva a cabo la exclusion de las regiones que
no formaran parte del anélisis. Estas zonas corresponden a sefiales del espectro
cuya informacién no es reproducible, como la sefial residual del agua, o en su
defecto la sefial del disolvente orgénico utilizado, asi como la sefial de la urea
(p.€j., muestras de orina), por tratarse de un metabolito no cuantificable, ya que
sus 'H se encuentran en intercambio constante con los 'H del agua. También
suelen excluirse las regiones del espectro que no contienen sefales
correspondientes a metabolitos (linea base).

Como resultado del bucketing se Variables
obtiene una matriz de datos X (N x
: n Ki Kz Ks o v oot oo K
K) formada por N filas, tantas como 2 | n
. . N
muestras se hayan incluido en el 2 N,
. . @©
estudio y K columnas, equivalentes 2 | - X
51 -
a los fragmentos (buckets) en los a
que se han dividido los espectrosy O | N
que constituyen las variables que Figura 15: Matriz de Datos X (NxK). N:
definen a cada uno de los espectros ndmero de muestras o espectros analizados,
(Figura 15). En esta matriz quedan K: variables, definen las propiedades de

cada una de las observaciones (adaptada de

excluidas las regiones previamente
9 P Eriksson, et al. 2006)

descritas.

Alineamiento. La posicion de las sefiales en el espectro (8) es muy sensible al
entorno quimico de los nucleos ("H). Su localizacion en el espectro se ve
afectada por cambios de pH, temperatura, concentracion salina, el disolvente y
homogeneidad del campo (shimming), pudiéndose traducir en variaciones
significativas en los desplazamientos quimicos de las sefiales.
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Como se ha explicado anteriormente, durante el pre-procesado de los
espectros se realiza un alineamiento global, calibrando los espectros con
respecto a una sefial de referencia. Dado que no todas las sefiales se ven
afectadas de la misma manera, ni fluctian o se desplazan en el mismo sentido,
se han desarrollado distintos algoritmos que corrigen las pequefias variaciones
en la posicién de los picos que puedan existir entre las muestras y conseguir un
alineamiento optimo. Estos algoritmos se pueden aplicar a todo el espectro o
sélo a determinadas regiones de interés:

¢ Alineamiento global
Implica el alineamiento de toda la ventana espectral. Para ello, algunos de
los algoritmos se basan en la seleccién de un espectro de referencia a partir del
cual se alinean el resto de los espectros (Vu & Laukens, 2013). El espectro de
referencia puede ser virtual (generado de forma artificial) o seleccionado entre

el conjunto de los espectros.

* Alineamiento por regiones
Este método permite alinear regiones aisladas del espectro tomando como
referencia un espectro representativo. El alineamiento de las regiones
seleccionadas se lleva a cabo sin modificar la posicién del resto de las sefales
del espectro.

Esta etapa del procesado es especialmente critica debido a la complejidad
de las muestras bioldégicas humanas (heterogeneidad en la composicién,
variabilidad en la dilucién entre muestras, etc.). Pese a la robustez de los
algoritmos empleados, se requiere el seguimiento del proceso y comprobacién
del resultado del alineamiento para detectar posibles errores y/o la
introduccién de artefactos.

Normalizaciéon. Tiene como objetivo compensar las diferencias de
concentracién entre las muestras, necesario en casos como la orina o en
biofluidos en los que es dificil cuantificar el volumen de muestras analizada
(fluido cervico-vaginal, extractos de tejido, etc.) y menos critico en las muestras
de suero/plasma por tratarse de fluidos homeostéaticos. Es uno de los pasos
mas importantes del procesado de datos, pues en estos estudios se pretende
identificar cambios metabdlicos relativos como consecuencia de una
determinada condicién independientemente del estado de dilucién de la
muestra. A menudo, las diferencias entre los grupos son pequefias y sélo se
hacen visibles tras una adecuada normalizacion (Dieterle et al., 2006). Existen
distintos métodos de normalizacién:
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* Normalizacién integral
Es la normalizacion maés utilizada. Asume que la concentracion de cada uno
de los metabolitos es funcién de la concentracién global de la muestra y divide
la intensidad de cada sefal o regién del espectro (bucket) entre la intensidad
total del espectro (érea total) (Webb-Robertson et al., 2005).

* Normalizacién con cociente probabilistico (PQN)

Este método asume que las concentraciones individuales de un metabolito
concreto sélo influye en parte del espectro, mientras que las variaciones en la
concentracién global de las muestras afectan a todo el espectro. Esta
normalizacion emplea un factor de dilucién especifico para cada espectro que
se calcula dividiendo el valor de cada una de las regiones del espectro (sefal,
bucket, etc.) con respecto a la correspondiente region en el espectro de
referencia. El espectro de referencia puede ser un espectro seleccionado o
bien la mediana del conjunto total de los espectros. Se trata de un método més
exacto y robusto que la normalizacién respecto al area total (Dieterle et al.,
2006), especialmente recomendado para aquellas muestras que contienen
sefiales puntuales muy intensas (metabolitos enddgenos, farmacos,
contaminacion, etc.). En estos casos, la normalizacién integral influye
negativamente en el posterior anélisis estadistico.

Deconvolucién. La deteccidon y cuantificacién de ciertos metabolitos se
complica por la multiplicidad y el solapamiento de las sefiales. El objetivo de la
deconvolucion es dar solucién a las dificultades asociadas al solapamiento y
extraer la informacién contenida en los espectros superando la superposicion
de los picos y aumentando su resolucién. Con este método se consigue reducir
la dependencia de las sefiales tanto con la linea base como con el ruido, para
asi poder analizarlas de forma aislada. Para ello, se han desarrollado algoritmos
que descomponen los espectros de forma automatica y resuelven el problema
del solapamiento de sefiales (Cobas et al., 2008).

Los espectros sintéticos, derivados de la deconvolucién de los espectros
originales, poseen la misma informacién pero con una mayor resolucién y, por
tanto, un menor solapamiento entre las sefales (Figura 16). La eleccién del
nivel de resolucién en estos espectros sintéticos es critica, ha de ser un
compromiso entre una buena resolucidon de los picos, que garantice su
integracién de forma aislada, y una separacidén excesiva que dificulte la
localizaciéon de las sefiales en el espectro y su asignacion.
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Este procedimiento es especialmente Util en los espectros de suero/plasma
donde la abundancia de sefales anchas (lipidos y lipoproteinas) acentla el
solapamiento de las sefales y la dependencia de éstas con la linea base. La
deconvolucidon en estas muestras consigue una mejora significativa de la
resolucion de los picos.

(
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Figura 16: Deconvolucién de un espectro de plasma. A) espectro original (negro), las trazas en
verde representan el conjunto de picos obtenidos tras la deconvolucién del espectro original;
B) espectro sintético generado a partir del espectro original deconvolucionado aumentando la
resolucion de los picos

5.7 Asignacidn de los espectros

La identificacién de los metabolitos presentes en los espectros se realiza
teniendo en cuenta la localizacién (8) y la multiplicidad de las sefiales. Como se
ha indicado anteriormente, para la correcta caracterizacion de los compuestos,
se combina la informacién proporcionada por los experimentos de RMN (1D,
2D), patrones de metabolitos seleccionados, bases de datos publicas (HMDB,
BMRB, etc.), asi como la bibliografia disponible sobre la composicion quimica
de la muestra bioldgica de interés.

5.8 Analisis estadistico de los datos
La complejidad de los datos metaboldmicos requiere el uso de herramientas
estadisticas y bioinforméticas especificas capaces de extraer la informacién

bioldgicamente relevante a partir de los experimentos adquiridos. La forma
mas eficiente es la utilizacién de la quimiometria que engloba técnicas de
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reconocimiento de patrones reduciendo la dimensionalidad (complejidad) de
los datos y el anélisis multivariante (Davis et al., 2011). Estas técnicas permiten:

1. Evaluar la homogeneidad de los datos en términos de outliers, subgrupos y
tendencias.

2. Visualizar diferencias y relaciones entre muestras y variables.

3. Determinar si existen diferencias entre los grupos.

4. l|dentificar qué variables metabdlicas estan asociadas al problema bioldgico
y como influyen en éste.

5. Caracterizar los metabolitos asociados a este efecto.

Antes de llevar a cabo la modelizaciéon de los datos y el posterior anélisis
estadistico multivariante se requiere el pre-tratamiento de los datos. Las
variables (K) presentan distintos rangos de magnitud, las variables con mayores
magnitudes tienen varianzas mayores y viceversa. Por tanto, para que las
regiones del espectro con distinto rango de intensidad sean comparables entre
si y contribuyan de la misma manera al modelo, las diferencias entre ambos
tipos de variables han de ser estandarizadas o escaladas (Eriksson et al., 2006b).
A diferencia de la normalizacién, que se realiza a nivel de muestras o espectros,
el escalado se realiza a nivel de variables (buckets o regiones del espectro). El
escalado implica dividir cada variable entre una funcién relacionada con la
desviacién estandar. Los dos tipos mas utilizados son (Stenlund, 2011):

e Varianza unitaria (UV): se divide cada variable entre su desviacion
estandar, implica que a todas las variables se les da exactamente la misma
importancia. El inconveniente de este método es que se le da el mismo
peso a las variables informativas que a las no informativas (ruido), lo que
puede introducir la variabilidad no deseada en el andlisis.

* Pareto: se divide cada variable entre la raiz cuadrada de su desviacién
estdndar. Con este método se reducen las diferencias entre las variables
més grandes y més pequefias manteniéndose la estructura original de los
datos. Este escalado es sensible a las variaciones grandes.

Con ambos métodos se consigue la normalizacién entre variables, pero cada
uno de ellos tiene un efecto diferente sobre el conjunto de los datos. Cuando
no se dispone de informacién previa sobre el tipo de sefales relevantes en la
discriminacién entre los grupos, se recomienda evaluar ambos tipos de
escalado y seleccionar aquel método que permita visualizar mejor las
diferencias entre los grupos de estudio.
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5.8.1 Andlisis estadistico multivariante

Este tipo de modelizacion matematica estudia varias variables
simultdneamente y se utiliza tanto para evaluar como para predecir la relacion
entre observaciones y variables. Los datos son analizados con el objetivo de
predecir una respuesta con la mayor precision posible. Se distinguen dos tipos
de aproximaciones:

1. Reconocimiento de patrones: andlisis no supervisado

El anélisis de componentes principales (PCA) es un método matemético de
reduccién de variables que pretende simplificar la variabilidad contenida en la
matriz de datos X. Este método permite identificar tendencias o patrones en los
datos, tales como subgrupos o outliers, representarlos gréficamente y observar
como se distribuyen las muestras en funcién de la similitudes o diferencias de
sus espectros.

En este andlisis, dadas N observaciones y K variables, donde K>>N, los
datos originales se transforman en una combinacion lineal de variables no
correlacionadas entre si (no redundantes) denominadas componentes
principales (PCs). No todos los PCs contienen la misma informacion. Las nuevas
variables se van construyendo segun el orden de importancia en cuanto a la
variabilidad de informacion que recogen del conjunto de muestras. Con esto se
consigue reducir la dimensionalidad de los datos, facilitando su interpretacién.
Habitualmente, este andlisis se realiza por grupos (p.ej., casos vs controles) y se
conservan sélo aquellos componentes que recogen la mayor parte de la
variabilidad (Marin, 2011).

* Interpretacion PCA:
Las coordenadas de las muestras en el espacio se denominan scores (T) y las
nuevas variables (combinaciéon linear de las originales) loadings (P) (Wehrens,
2011). De esta manera:

- El Score plot: contienen la informacion sobre las filas (muestras) de la matriz
original (X), donde cada punto corresponde a una observacién, y resume la
relacion existente entre ellas.

- El Loading plot: contiene la informacién sobre las columnas (variables). En
este caso, cada punto representa una de las regiones del espectro y su
distribucion explica la relacion existente entre ellas.

El loading plot permite interpretar la distribucién espacial de las muestras en
el score plot e identificar las variables responsables de los patrones observados.
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Ambos graficos son complementarios y superponibles, lo que significa que la
posicién de las muestras en el score plot estd determinada por las variables
situadas en la misma posicién en el loading plot (Eriksson et al., 2006b).

¢ l|dentificacién de outliers
El PCA, ademés, permite identificar los outliers. Conceptualmente, son
observaciones que no se ajustan al modelo de PCs. Estos pueden ser extremos
o moderados:

- Outliers extremos: son muestras con valores atipicos situadas fuera del
intervalo de confianza del 95%. Es posible identificarlos en el score plot con
la ayuda del grafico T2 de Hotelling. Este ultimo es la generalizacién
multivariante del test de la t-Student y permite identificar las muestras que
cumplen la normalidad multivariante.

- Outliers moderados: son muestras que no se ajustan al modelo en términos
de residuos, aparecen situados fuera del limite critico del 0.05 representado
en el grafico DmodX (distance to the model in the X-data) (Eriksson et al.,
2006b).

2. Analisis discriminante: analisis supervisado

El anélisis discriminante, también conocido como reconocimiento
supervisado de patrones, tiene por objeto proporcionar un modelo que
discrimine entre dos clases con capacidad de predicciéon (Wehrens, 2011). Es
decir, se persigue construir una regla de decision que clasifique una
observacién nueva a uno de los grupos definidos con un cierto riesgo asociado.
Se puede considerar un anélisis de regresién donde la variable dependiente es
categodrica (p.ej., 0, control; 1, caso) y las variables independientes son
continuas (intensidad de las sefales espectrales). Con este andlisis se
pretenden encontrar las relaciones lineales entre las variables continuas que
mejor discriminen los grupos de estudio (Marin, 2011).

Los algoritmos utilizados en este tipo de anélisis son (Eriksson et al., 2006b):

* PLS-DA (Partial Least Squares-Discriminant Analysis): el objetivo es encontrar
un modelo que separe en dos clases las observaciones en funcién de sus K-
variables. Este método permite minimizar la posible variabilidad existente
dentro de cada grupo y mejorar, por tanto, la separacion entre los grupos
objeto de estudio La construccién del modelo se realiza a partir de un
conjunto de muestras de las que se conoce previamente a qué clase
pertenecen (caso-control).
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* OPLS-DA (Orthogonal Partial Least Squares-Discriminant Analysis): es una
modificacién del modelo PLS-DA basada en una mejor visualizacion e
interpretacion de los datos. Esta implementacién se consigue separando en
dos partes la variacién observada, la relacionada linealmente con Y (variable
de interés), denominada predictiva, y la no relacionada con Y, la ortogonal
(Figura 17). Este modelo es analogo al PLS-DA, pero concentra toda la
informacion discriminante en el primer componente (predictivo).

® e | Figura 17: Representaciéon de un
modelo OPLS-DA. El primer

. © componente (eje X) contiene la

s . e " lo O; o informacién predictiva F) directamente

. % o0 J o ° o relacionada con la variable respuesta

£ R . °%° 080 (p-€j., caso-control) y la informacién no

s W0 se o of0 relacionada con la respuesta aparece
L]

en el componente ortogonal (eje Y)

El nimero de componentes de los modelos PLS-DA/OPLS-DA se selecciona
utilizado el criterio de la validacion cruzada interna (Eriksson et al., 2006a). Los
datos se dividen en un nimero determinado de sub-grupos (normalmente 7)
de forma aleatoria y se construye el modelo excluyendo cada vez uno de los
subgrupos y utilizandolo posteriormente como test de validacién. En base a
este procedimiento se calculan los valores de R%Y y Q?, pardmetros que definen
al modelo discriminante. R%Y es una medida cuantitativa de la bondad de ajuste
del modelo y Q? representa la capacidad de prediccién del modelo tras las 7
rondas de validacion cruzada. Ambos valores oscilan entre 0y 1, el valor de R?Y
es siempre superior al de Q2 La calidad de los modelos es directamente
proporcional a los valores de R?Y y de Q2 En los estudios metabolémicos se
considera que un modelo discriminante es de buena calidad cuando Q? > 0.5y
la diferencia entre ambos pardmetros no es superior a 0.2 — 0.3 (Eriksson et al.,
2006b). Estos modelos, ademas, proporciona un listado con las K-variables
empleadas en el modelo y su correspondiente valor de VIP (Variable Important
in the Projection). Se considera que los descriptores con valores superiores de
VIP (VIP>1), son los que contribuyen en mayor medida a las discriminacién
entre los grupos de estudio.

Uno de los problemas habituales en el anélisis multivariante (PLS-DA, OPLS-
DA) es el sobreajuste (overfitting) (Saccenti et al., 2013). En los modelos con
sobreajuste, el sistema encuentra una combinacién de variables capaces de
discriminar los grupos de estudio, pero no es generalizable a un conjunto
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externo de muestras. Este “problema de dimensionalidad” (Vinaixa et al., 2012)
es comun en los estudios metabolémicos, ya que con frecuencia el nimero de
variables es significativamente superior al nimero de observaciones y parte de
estas variables son redundantes e irrelevantes. En estos casos se utiliza la
seleccion de variables como estrategia para eliminar o reducir este sobreajuste.

La seleccién de variables se ha descrito como una importante herramienta
en la busqueda de biomarcadores (Hendriks et al., 2011). El objetivo es reducir
el nimero de variables independientes (buckets), seleccionando Unicamente
aquellas que contribuyen de forma significativa a la discriminacién entre los
grupos y excluyendo las variables redundantes y no informativas (Quintas et al.,
2011). Con esta estrategia se pretende, ademas, incrementar la capacidad de
prediccién de los modelos y mejorar su interpretacién. Se puede llevar a cabo
siguiendo diferentes estrategias basadas en la informacién proporcionada por
los propios modelos multivariantes (VIPs, coeficientes de regresion, etc.) (Diaz
et al., 2013).

Finalmente, dada la complejidad de los métodos supervisados de
clasificacion, es necesaria la validacion de los mismos para evaluar la calidad y
fiabilidad de los resultados obtenidos. Uno de los métodos de validacion
empleados es el test de permutacidon que permite determinar si la clasificacion
de las muestras en sus correspondientes grupos es significativamente mejor
que cualquier otra clasificaciéon arbitraria realizada de forma aleatoria. Para ello,
la clase (caso/control) de cada una de las muestras se permuta aleatoriamente y
se construye el correspondiente modelo PLS-DA y este proceso se repite n
veces. Se espera que los valores permutados de bondad de ajuste (R?) y
capacidad de prediccion (Q?) de los modelos generados de forma aleatoria
sean significativamente inferiores a los del modelo real. La validacion del
modelo se considera correcta cuando los valores permutados de R%Y y Q? no
sean superiores a 0.3-0.4 y 0.05, respectivamente (Eriksson et al., 2006b). Por
otro lado, este test de permutacidon permite, ademés, identificar facilmente
cuando un modelo esta sobreajustado, presentado una tendencia como la
observada en la Figura 18, donde el valor permutado de R?Y es practicamente
igual al valor del modelo original.
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Figura 18: Test de permutacién. A) test de permutacion procedente de un modelo

multivariante de buena calidad donde la clasificacién de las muestras en las clases es
significativamente mejor que cualquier otra clasificacion de las mismas muestras al azar; B) test
de permutacién procedente de un modelo con sobreajuste donde el valor de R?Y no se ajusta a
los valores recomendados. En ambos casos, se realizaron 100 permutaciones

5.8.2  Andlisis estadistico univariante

Empleados para identificar diferencias significativas en una determinada
variable entre dos grupos. Generalmente, se postula una hipdtesis nula (Hs) que
establece que no existen diferencias entre los dos grupos y se define una
frontera de decision, denominada nivel de significacion (&), para determinar si
los datos son compatibles con la He. Si el p-valor calculado se encuentra por
debajo del valor limite establecido (p.ej., ®=0.05), se rechaza la hipdtesis nula 'y
se asume que existen diferencias significativas entre ambos grupos para esa
variable concreta. La eleccion de un método paramétrico 6 no paramétrico,
basado en el célculo de rangos, depende del tamafio muestral y de si los datos
cumplen los supuestos de normalidad, homogeneidad de varianzas e
independencia. Cuando se dispone de un tamafio muestral pequefio y los
datos no cumplen estos requisitos se opta por un test no paramétrico (p.ej.,
test de la U de Mann-Whitney). Con tamafos muestrales grandes (n>50) se
asume que los datos se ajustan a una distribucidon normal y directamente se
emplean métodos paramétricos.

5.9 Interpretacién biolégica

Una vez identificados los compuestos que difieren significativamente entre
los grupos de estudio, se lleva a cabo la interpretacion biolégica de los
resultados. En esta Ultima etapa, se pretende integrar la informacién
proporcionada por el perfil metabolémico y la que se dispone del problema
bioldgico.

En primer lugar, a partir de los metabolitos identificados como relevantes se
realiza una busqueda general de las rutas metabdlicas en las que participan
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dicho compuestos y los posibles mecanismos de regulacion que podrian estar
alterados. A continuacién, y de forma mas concreta, se intenta buscar una
explicacidon que justifique las alteraciones observadas en el contexto de la
enfermedad o sistema bioldgico objeto de estudio.

En esta parte del estudio se combina tanto la informacion proporcionada
por las bases de datos sobre la funcidn bioldgica y rutas en las que participan
los metabolitos, como la bibliografia disponible sobre el problema de interés o
el papel que juegan de dichos compuestos en el metabolismo.
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Il. Objetivos

HIPOTESIS

La endometriosis es una enfermedad ginecoldgica caracterizada por la
implantacion ectépica de tejido endometrial con la consiguiente respuesta
inflamatoria. El desarrollo de la endometriosis ha sido asociado a alteraciones
en el sistema inmune, angiogénesis y apoptosis, procesos que favorecen la
supervivencia y proliferacién de las lesiones.

Teniendo en cuenta que el metaboloma es un reflejo directo del fenotipo, se
hipotetiza que las mujeres con endometriosis presentaran una firma metabélica
caracteristica que las diferencie de aquellas que no poseen la enfermedad. En
este sentido, se propone la metabolémica por RMN como herramienta no
invasiva para la identificacién de alteraciones metabdlicas asociadas a esta
patologia.

OBJETIVOS
1. Identificacién de biomarcadores metabdlicos no invasivos de endometriosis

1.1 Caracterizar metabdlicamente la orina de mujeres con endometriosis y
compararla con la de un grupo control.

1.2 Evaluar el perfil metabolémico de plasma procedente de pacientes con
endometriosis para la identificacién de alteraciones metabdlicas en
relacién con la de un grupo control.

1.3 Profundizar en los mecanismos moleculares implicados en la aparicién
de la enfermedad a través del andlisis de las rutas bioldgicas
responsables de la firma metabdlica de la endometriosis.

2. Caracterizacion metabdlica de tejidos asociados a la endometriosis

2.1 Optimizacion de los protocolos de recogida y procesamiento de
muestras de tejido endometrial eutdpico y ectdpico, asi como de
peritoneo sano para su analisis por RMN.

2.2 Comparacién y anélisis cualitativo de los perfiles metabdlicos de los
tejidos relacionados con la endometriosis en presencia y ausencia de la
enfermedad.
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1. DISENO EXPERIMENTAL

El estudio incluyd una poblaciéon de mujeres comprendida entre 18 y 45 afos
reclutadas por el Hospital Universitario La Fe (HULF) (Valencia) entre noviembre
de 2009 y diciembre de 2012. El grupo de pacientes con endometriosis estuvo
constituido por mujeres con esterilidad de origen conocido o desconocido,
dismenorrea, coitalgias o cualquier otro sintoma que hiciera sospechar de la
existencia de endometriosis, asi como ecografias que demostraran la presencia
de endometriomas. El grupo control incluia mujeres de la poblacién general,
con edades y caracteristicas clinicas similares al grupo de pacientes, que iban a
ser sometidas a una esterilizacién tubédrica. En ambos caso se confirmé
visualmente, mediante laparoscopia, la presencia o ausencia de la enfermedad.

Las mujeres con otros desdrdenes ginecoldgicos o con historia previa de
endometriosis fueron excluidas del estudio. Solamente se realizd la
intervencion laparoscopica a aquellas mujeres que cumplian los criterios de
inclusién y exclusién definidos para este estudio (Tabla 5). En las pacientes con
diagndstico positivo de endometriosis, el estadio de la enfermedad fue
determinado empleando el sistema de clasificacién de la ASRM (American
Society for Reproductive Medicine, 1997).

Tabla 5: Criterios de inclusién/exclusion de las mujeres incluidas en el estudio

Pacientes con endometriosis Grupo control
-Nuevo diagnostico de ) o
CRITERIOS, DE endometriosis por laparoscopia -Ausencia de endometriosis,
INCLUSION confirmado por laparoscopia

-Lesiones endometridsicas activas

-Historia previa de endometriosis: enfermedad recurrente
-Otra enfermedad ginecolégica (fibromas, otros quistes ovéricos
CRITERIOS DE enfermedad inflamatoria pélvica, patologia endocavitaria o patologia
EXCLUSION oncoldgica) o no ginecoldgica
-Administracién de anticonceptivos u otro farmaco un mes antes de la
intervencion laparoscopica

Se recopilaron, ademas, datos clinicos y epidemioldgicos relevantes para su
posterior evaluacion como potenciales factores de confusiéon: edad, FCM,
indice de masa corporal (IMC), hébitos tabaquicos, enfermedades crénicas,
tratamientos, etc.
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2. RECOGIDA Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

Todas las muestras bioldgicas (orina, plasma y tejido) analizadas en este
estudio se recogieron previo consentimiento informado, y de acuerdo con los
requisitos establecidos en la Declaracién de Helsinki, tras la aprobacién del
Comité Etico del HULF. Los biofluidos se recogieron en condiciones de ayuno y
previamente a la induccidn anestésica. Las distintas muestras de tejido
(endometrio eutdpico, endometrio ectdpico y peritoneo sano) se obtuvieron
durante la cirugia laparoscépica. Tanto las muestras de biofluidos, como los
tejidos, se procesaron y almacenaron siguiendo los protocolos descritos para
estudios de metaboldmica por RMN (Beckonert et al., 2007).

2.1 Orina

Las muestras de orina (10 mlL) se recogieron en tubos sin aditivos (BD,
vacutainer, no aditive) a los que se afiadié NaNj (azida sédica) al 0.05%.
Seguidamente, las muestras fueron congeladas rapidamente en nitrégeno
liquido y almacenadas a -80 °C hasta su andlisis por RMN.

2.2 Plasma

La recogida de las muestras de sangre se realizé en tubos de litio-heparina
(BD vacutainer, Li-heparin) hasta completar el vacio. Tras homogeneizar
suavemente, las muestras se centrifugaron a 1600 g, durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante (1-1.5 mL) se transfirié cuidadosamente a un nuevo tubo evitando
la hemdlisis y la resuspension de la fracciéon celular. El plasma obtenido se
congelé en nitrégeno liquido y se conservé -80 °C hasta su anélisis por RMN.

2.3 Tejido
Se recogieron los siguientes tipos de tejido:

* Endometrio eutdépico: se obtuvo mediante canulas de aspiracion
endometrial (Pipelle, Gynotec).

* Endometrio ectdpico: las lesiones endometridsicas se escindieron de la
superficie peritoneal mediante seccién en frio para evitar el dafio térmico del
tejido.

* Peritoneo sano: se obtuvo seccionando en frio una regién sana del
peritoneo, con la precaucion de que no estuviese afectada por los implantes
endometridsicos en el caso de las pacientes con endometriosis.
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En todos los casos, las muestras fueron inmediatamente lavadas con suero
salino, congeladas répidamente en nitrégeno liquido y posteriormente
almacenadas a -80 °C.

» Extractos tisulares

Las muestras de tejido se trituraron en un mortero manteniéndolas siempre
congeladas con nitrégeno liquido. El polvo de tejido obtenido se pesd y se
realizd la extraccién de los metabolitos con solventes orgénicos
metanol:agua:cloroformo  (CH;OH:H,O:CHCIl3)  siguiendo el  protocolo
recomendado (Beckonert et al., 2007). Por cada 100 mg de tejido se afiadieron
400 pL de CH3OH (99.85%) y 0.85 pL de H,O y se homogeneizd con vértex. Se
adicionaron 200 pL de CHCl; (99%) y se homogeneizé de nuevo con vortex.
Seguidamente, se afiadieron 200 pL de CHCl3 y 200 pL de HO y se volvié a
homogeneizar. Finalmente, la mezcla se mantuvo en hielo durante 15 min y se
centrifugd a 1000 g durante 15 min a 4 °C para separan las diferentes fases. La
parte superior, que contenia la fraccién de CH;OH:H.O con los metabolitos
hidrofilicos (fase polar), se liofilizé y el pellet obtenido se conservd a -80 °C. La
interfase con las proteinas y restos celulares se desechd. La parte inferior con la
fraccién de CHCls y los metabolitos lipofilicos (fase no-polar) se evaporé en
speed-vac a temperatura ambiente y el pellet se almacend a -80 °C.

3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA RMN

De acuerdo con los protocolos desarrollados para este tipo de estudios
(Dona et al., 2014) las muestras se prepararon de la siguiente manera:

3.1 Orina

Las muestras de orina se descongelaron a temperatura ambiente y tras
homogeneizarlas suavemente, 700 pL del volumen total se centrifugaron a
temperatura ambiente durante 10 min a 6000 g. Se recogieron 540 pL del
sobrenadante y se afadieron 60 pL de una solucién tampdn pH 7,4 (1.5 M
KH.PO,, 0.1% TSP, 0.05% NaNs) preparada en 100% D.O (agua deuterada).
Finalmente, se transfirieron 550 pL de la mezcla a un tubo de RMN de 5 mm de
didmetro.

3.2 Plasma
Las muestras de plasmas se descongelaron en hielo. A continuacién, a 300

uL de plasma se afnadieron 300 pL de una solucién tampén pH 7.4 (75 mM
Na;HPO., 5 mM TSP, 0.04% NaNs) preparada en 90% H.O y 10% D-O.
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3.3 Tejido

* Extractos tisulares
- Fase acuosa: se afiadieron 580 pL de tampén fosfato sédico pH 7.4 (100
mM NazHPOs, 0.1 mM TSP) preparado en D.O. Se resuspendié el pellet
cuidadosamente y se centrifugd a 12 000 g durante 5 min a temperatura
ambiente. Para su andlisis por RMN, se transfirieron 550 uylL del
sobrenadante a un tubo de 5 mm.

- Fase organica: se disolvio el pellet en 600 pL de cloroformo deuterado
(CDCl3) que contenia 0.03% de tetrametilsilano (TMS). Se resuspendid
suavemente y se transfirié a un tubo de RMN de 5 mm.

* Tejido intacto

La manipulacion del tejido se realizé en frio. Las muestras se lavaron con
D20y, a continuacidn, se introdujo un fragmento de tejido dentro del rotor y se
anadieron 20 uL de DO y 1 mM de TSP.

4. ADQUISICION DE LOS ESPECTROS DE RMN

4.1 Calibracion y optimizacién del instrumento

Previamente a la adquisicion de los experimentos se llevé a cabo la
calibracion de los espectrometros (500 MHz y 600 MHz) y la optimizacién de los
parametros de adquisicién para cada tipo de muestra segin los protocolos
definidos por el fabricante del espectrometro (Bruker, BioSpin), todo ello
empleando el software TopSpin (Bruker, BioSpin).

1. Calibracion de la temperatura con una muestra de CH3;OD (metanol
deuterado) al 99.8% previamente a la adquisicion de los experimentos.

2. Optimizacion de los pardmetros de adquisicion con una muestra de
sacarosa en 90% H:0 y 10% DO (2 mM sacarosa, 0.5 mM DSS, 2 mM NaNs).

El protocolo incluye los siguientes pasos:

A. Homogenizacién del campo magnético, mediante el ajuste de los shims,
hasta conseguir que la anchura de la sefal del TSP sea inferior a 0.7 Hz y
supresion de la sefial del agua para obtener una sefial simétrica.

B. Seleccién del solvente en funcidon de la preparacién de la muestra. En este
caso H0+D0.
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3. Optimizacién de estos mismos pardmetros con la muestra de interés hasta
conseguir la calidad de los espectros recomendada para estudios de
metaboldmica: linea base plana, buena correccién de fase, sefal del TSP
simétrica y con una anchura <1Hz, sefial del agua simétrica, con una anchura
<100 Hz, garantizando su reproducibilidad en cada una de las muestras.

4.2 Adquisicion de los experimentos
4.2.1 Experimentos 1D

Las condiciones de adquisicién fueron adaptadas en funcién del biofluido
como se detalla en la Tabla 6. Las muestras de orina se adquirieron en un
espectrometro Bruker (Bruker, BioSpin) de 500 MHz equipado con una sonda
TBI de banda ancha de 5 mm y una sonda g-HR-MAS en el caso del tejido
intacto. Las muestras de plasma y los extractos de tejido se midieron en un
espectrometro de 600 MHz con wuna criosonda TCl de 5 mm.
Independientemente del espectrémetro utilizado y del tipo de muestra
bioldgica, previamente a la adquisicidon de los experimentos, se comprobd la
estabilidad de la temperatura. Ademas, en el caso de las muestras de orina (500
MHz), se requirid el soporte de una unidad de temperatura externa para
mantener la temperatura estable a 300 K durante la adquisicion de los
experimentos.

Tabla 6: Pardmetros de adquisicién de los espectros 'H-RMN CPMG

1D CPMG Biofluido Tejido
Parérpc.at.rf)s de Orina Plasma Fase acuosa Fase organica
adquisicion
Espectrémetro 500.13 MHz 600.13 MHz 600.13 MHz 600.13 MHz
Temperatura (K) 300 310 310 310
TD 64k 72k 72k 72k
NS 16 32 4 16
1D | DS 4 4 128 128
SW (ppm) 20 20 20 14
LB (Hz) 1.00 1.00 1.00 0.30
D1 (s) 4 4 4 4
P1 (ps) 12-13 11-12 12-15 8-9
RG 90.5 80.6 automatico automatico

K: grados Kelvin; TD: dominio tiempo; NS: nimero de scans; DS: dummy scans; SW: anchura
espectral; LB: ensanchamiento de linea; D1: periodo de repeticién del experimento; P1: pulso
de 90° RG: ganancia del receptor

La secuencia de comandos que se utilizé durante la adquisicién de los
experimentos incluia: ajuste de la sintonia de la sonda, estabilizacién vy
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homogenizacién del campo magnético, calculo automatico del pulso de 90°
(P1) para cada muestra, transformacién y pre-procesado automatico de los
espectros.

4.2.2 Experimentos 2D

Se adquirieron, ademas, dos tipos de experimentos 2D ('H-'H TOCSY y 'H-"3C
HSQC) para determinadas muestras seleccionadas, asi como para algunos de
los patrones, con el fin de mejorar la asignacion de los espectros e identificar
los metabolitos desconocidos (Tabla 7).

Tabla 7: Parametros de adquisicién de los experimentos 2D

Biofluido
Parémetros de Orina Plasma
adquisicion F2 ('H) F1 ('H) F2 ('H) F1 ("H)
Espectrémetro 500.13 MHz 600.13 MHz
Temperatura (K) 300 310
D 2048 | 256 2048 ] 256
> |Ns 64-160 64-128
8 |bs 16 8
'_;E SW (ppm) 12 | 12 12 ] 12
T | Di1(s) 15 15
P1 (ps) 12-13 11-12
F2 ('H) F1(3C) F2 ('H) F1 ("*C)
D 2048 256 2048 256
g [Ns 64 120
2 | DS 64 16
L | SW(ppm) 14 160 12 165
I |D1(s) 15 15
P1 (ps) 12-13 11-12

K: grados Kelvin; TD: dominio tiempo; NS: nimero de scans; DS: dummy scans; SW: anchura
espectral; LB: ensanchamiento de linea; D1: periodo de repeticién del experimento; P1: pulso
de 90° RG: ganancia del receptor

5. PRE-PROCESADO DE LOS ESPECTROS

Como se ha mencionado anteriormente, los espectros fueron transformados
y pre-procesados de forma automética. Previamente a la transformacién de los
espectros, cada FID fue multiplicada por una funcién de apodizacién de
ensanchamiento de sefal (lb) de 1 Hz. Tras la transformacion de los espectros,
se corrigid la fase y la linea base utilizando el software TopSpin 3.0 (Bruker,
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BioSpin). Posteriormente, los espectros fueron referenciados de forma
automatica con respecto a la sefial del TSP (0.00 ppm) en el caso de las
muestras de orina y con respecto al grupo CHs de la alanina (1.47 ppm) y de
forma manual en las muestras de plasma (Figura 19).

000 ppm @

1.47 ppm

a(ppm) 3(ppm)

Figura 19: Calibracién de los espectros '"H-RMN CPMG. A) espectro de una muestra de orina
referenciada a la sefial del TSP (0.00 ppm); B) espectro de una muestra de plasma referenciada
a la sefal de la alanina (1.47 ppm)

6. PROCESADO DE LOS DATOS

El anélisis de los perfiles de orina y plasma y la posterior comparacion entre
grupos (endometriosis y controles) se realizé a partir de los experimentos "H-
RMN CPMG.

6.1 Bucketing

La subdivision e integracion de los espectros de orina y plasma se realizé en
AMIX (Bruker, BioSpin). En el anélisis de los datos de ambos estudios se
combind un bucketing de anchura constante y variable. En cada caso, el tipo de
procedimiento y las singularidades del bucketing se adaptaron a las
caracteristicas de las sefiales de los espectros y al objetivo del andlisis. En todos
los casos, el tipo de integracidon seleccionado fue suma absoluta de
intensidades, de manera que el valor de cada regién correspondia al area de
los picos incluidos en esa regién en valor absoluto.

6.2 Normalizacién
A. Normalizacién integral

Normalizacion utilizada en las muestras de plasma. Con este procedimiento
se dividié cada uno de los buckets (0.01 ppm) del espectro entre el area total
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de su correspondiente espectro. La normalizacion se realizé de forma
automaética en AMIX (Bruker, BioSpin).

B. PON

Normalizacion aplicada en los espectros de orina. Se emplearon factores de
normalizacion especificos para cada muestra. El célculo de los cocientes y la
posterior normalizacién de los espectros se realizd en Excel (Excel 2011, v.
14.0.0) siguiendo las indicaciones descritas en el trabajo de Dieterle y
colaboradores (Dieterle et al., 2006). El protocolo de normalizacién PQN se
puede resumir en:

1. Seleccion o célculo del espectro de referencia. En este caso, el espectro
de referencia se definié como la mediana de los espectros del grupo control.

2. Célculo de los factores de normalizacion para cada muestras. Cada uno
de los buckets del espectro se divide entre el correspondiente bucket del
espectro de referencia y se calcula la mediana de los cocientes anteriores
obteniéndose un factor de normalizacién especifico para cada muestra.

3. Normalizacién del espectro original con respecto al cociente calculado
en el paso anterior. En cada una de las muestras, se divide cada bucket del
espectro entre el factor calculado para esa muestra.

6.3 Alineamiento

A. Alineamiento global: “SPEAQ"

Los espectros de orina fueron alineados utilizando el paquete de R (RStudio,
v. 0.98.1062) “SPEAQ" (Vu et al., 2011) que incluye el algoritmo de alineamiento
CluPa (Hierarchical Cluster-based Peak Alignment). Para ello, se utilizd una
matriz de datos con una anchura de bucket de 0.001 ppm (6532 regiones). Este
método incluye tres pasos:

1. Identificacién de los picos (peak picking): se define un valor para el ruido
y se identifican como sefiales los picos con intensidades por encima de este
valor.

2. Seleccion del espectro de referencia: espectro utilizado como patrén a
partir del cual se alinean el resto de espectros. El algoritmo selecciona aquel
espectro que tiene mayor nimero de picos comunes al resto de espectros.

3. Alineamiento de los picos: los picos se alinean siguiendo el criterio de
maxima verosimilitud.

Finalmente, se genera una tabla de datos con las mismas dimensiones que la
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matriz introducida donde todos los espectros se encuentran alineados con
respecto al espectro de referencia.

B. Alineamiento por regiones: alineamiento gréafico

En los espectros de plasma se utilizé la herramienta de alineamiento gréfico
disponible en MNova (MestRe Nova, v 8.1.2). Partiendo del conjunto de
espectros superpuestos, se seleccionaron gréficamente las regiones de interés
y se alinearon de forma automatica con respecto al espectro de referencia, sin
afectar al desplazamiento de las otras sefiales del espectro.

6.4 Deconvolucién

Los espectros de plasma se deconvolucionaron utilizando el método GSD
(global spectra deconvolution) de MNova (MestReNova, v8.1.2). Con este
algoritmo se identificaron y resolvieron todos los espectros en el conjunto de
picos que los componen. El resultado es un espectro con picos aislados y
completamente caracterizados: desplazamiento quimico, anchura de pico,
altura, area, etc. (Cobas et al., 2011). La deconvolucién de los espectros consta
de los siguientes pasos:

* Superposicion de todos los espectros.

* Deteccién de los picos (peak picking).

* Seleccidn y ajuste de los parametros de la deconvolucion.

* Deconvolucion automatica y simultanea de todos los espectros.

* Obtencidén de los espectros sintéticos con anchura de linea uniforme y
resolucién de 1 Hz.

En este caso, la normalizacién de las regiones integradas a partir de los
espectros deconvolucionadas se realizd con respecto al éarea total de los
espectros deconvolucionados (sumatorio de las intensidades obtenidas tras la
deconvolucidn), pues el area total de un espectro deconvolucionado es mayor
que el correspondiente éarea del espectro original (sumatorio de las
intensidades antes de la deconvolucién).

En la Tabla 8 se resumen los métodos de procesado empleados en cada

biofluido. El protocolo se adaptd a las caracteristicas de los espectros, el tipo
de datos y el objetivo del estudio:
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* Protocolo de procesado de los espectros de orina

En primer lugar, se realizd un bucketing de 0.001 ppm (AMIX, Bruker
BioSpin) sobre los datos crudos (espectros sin normalizar), obteniéndose la
matriz de datos “A”. A continuacién, se realizd un alineamiento global de los
espectros empleando el algoritmo “SPEAQ" (RStudio) y seguidamente los
espectros alineados se normalizaron con PQN. Finalmente, la matriz de datos
“A"” (0.001 ppm) se transformd en una matriz con una anchura de bucket de
0.01 ppm (matriz de datos “B”), utilizando el algoritmo “ChemoSpec” (R Studio
software), con la que se llevé a cabo el anélisis estadistico de los datos.

* Protocolo de procesado de los espectros de plasma

Los espectros de plasma fueron subdivididos empleando un bucketing de
0.01 ppm y normalizados respecto al area total (AMIX, Bruker BioSpin). Con la
matriz de datos resultante se llevé a cabo el anélisis estadistico multivariante. A
continuacion, con el fin de resolver el problema del solapamiento de sefiales, a
partir de los datos crudos se realizd un alineamiento gréafico de los espectros en
MNova (MestReNova v8.1.2) para su posterior deconvolucién mediante el
algoritmo GSD (MestReNova v8.1.2). Los espectros sintéticos derivados de la
deconvolucidon se normalizaron respecto al érea total y se llevd a cabo el
analisis estadistico de las regiones de interés.
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Tabla 8: Resumen de las etapas del procesado de datos en orina y plasma

ORINA

PLASMA

Espectros "H-RMN

Espectros: CPMG
N° de muestras: n=81
- Endometriosis: n=45
- Controles: n=36

Espectros: CPMG
N° de muestras: n=96
- Endometriosis: n=58
- Controles: n=38

Bucketing

Regién integrada:

9.30 - 0.50 ppm

Anchura de bucket: 0.01 ppm
Regiones excluidas:
6.50-4.32 (agua+urea)
9.26-9.15 (linea base)

. Tipo de integracién:

Suma absoluta de
intensidades

Regién integrada:

8.46 — 0.60 ppm

Anchura de bucket: 0.01 ppm
Regiones excluidas:
5.15-4.32 (agua)

6.86-5.35 (urea)

Tipo de integracién:

Suma absoluta de
intensidades

90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

PQN (Probabilistic quotient
normalization)

Integral o érea total

Alineamiento

Alineamiento global de los
espectros: algoritmo SPEAQ

(R, software)

Alineamiento de regiones

seleccionadas (MNova)

(MestReNova v8.1.2)

Deconvolucién global de los
espectros:  algoritmo  GSD
(MNova) (MestReNova v8.1.2)
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7. ASIGNACION DE LOS ESPECTROS

La identificacién de los metabolitos de cada tipo de muestra analizada (orina,
plasma y tejido) se realizé utilizando el software AMIX (Analysis of MIXtures,
version 3.9.7; Bruker BioSpin) en combinacién con las bases de datos HMDB,
BMRB y BBIOREFCODE 2.0.0 (Bruker, BioSpin), asi como con la informacién
disponible en la literatura (Diaz et al., 2013; Lindon et al., 2010). Adicionalmente,
se adquirieron espectros 2D ("H-"H TOCSY y "H-"*C HSQC) de un conjunto de
muestras seleccionadas para facilitar la identificacién de los metabolitos
(Beckonert et al., 2007).

Se adquirieron también los espectros de algunos patrones para completar la
asignacion de las moléculas no disponibles en las bases de datos e identificar
sefiales correspondientes a farmacos y otros compuestos (p.ej., desinfectantes,
lubricantes, etc.) que hubiesen podido estar en contacto con las muestras
durante su recogida. Para la caracterizacidon de los metabolitos organicos
presentes en plasma y en las fases no-polares de los extractos de tejido, se
adquirieron los espectros de RMN de un determinado conjunto de compuestos
lipidicos representativos de diferentes familias.

8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
8.1 Analisis estadistico multivariante

El andlisis estadistico multivariante se llevd a cabo empleando SIMCA
(Umetrics, v 13.0.2). Previamente al andlisis estadistico de los datos, los
espectros fueron escalados utilizando UV para las muestras de orina y Pareto
para las de plasma.

Andlisis no supervisado
A partir de los modelos de PCA se llevé a cabo:

* |dentificacién de outliers: la identificacién de los outliers se realizé por
grupos con la ayuda de las herramientas disponibles en SIMCA (gréficos T2
de Hotelling y DModX) y la inspeccién visual de los espectros.

* Evaluacién de factores de confusién: las muestras se etiquetaron en funcién
de la variables de interés (edad, FCM, estadio de la enfermedad, etc.) para
observar si la distribucion de las muestras en el score plot estaba
condicionada por algunas de estas variables.
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Andlisis supervisado

La optimizacién y validaciéon interna de los modelos discriminantes de OPLS-
DA se realizé mediante:

* Seleccién de variables: se utilizaron los coeficientes de regresion (CoeffCS) y
sus correspondientes errores estandar obtenidos tras la validacién cruzada
(CoeffCScvSE). Se mantuvieron sélo aquellas variables cuya relacidn
CoeffCS/CoeffCScvSE fuese superior a 1 (Diaz et al., 2013).

* Test de permutaciéon: se calculé a partir del PLS-DA con un nimero de
componentes equivalentes a su correspondiente OPLS-DA, utilizando 100
iteraciones para cada uno de los modelos.

8.2 Anlisis estadistico univariante

La cuantificacion relativa de los metabolitos identificados como relevantes se
realizé utilizando un bucketing de anchura variable. En primer lugar, tanto en
los espectros de orina como en los de plasma, las regiones de interés se
definieron gréaficamente en AMIX (Bruker BioSpin). Una vez delimitadas las
sefiales a integrar, sobre una matriz de datos de 0.001 ppm con la
normalizacion requerida para cada biofluido, se sumaron en Excel (Excel 2011, v.
14.0.0) el conjunto de buckets de 0.001 ppm que definian las sefales
seleccionadas. En el caso de los espectros sintéticos de plasma obtenidos tras
la deconvolucién, la integracién de los metabolitos se realizd con la
herramienta de integracién disponible en MNova (MestReNova v8.1.2).

El analisis estadistico univariante se llevd a cabo con el programa SPSS (SPSS
statistics, v 17.0). Se empled el test no paramétrico para dos muestras
independientes U de Mann-Whitney, en el que un p-valor < a=0.05 se
considerd estadisticamente significativo.
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Ill. Resultados y desarrollo argumental

1. ESTUDIO DE ORINA

Uno de los principales retos en el estudio de la endometriosis es el
desarrollo de métodos de diagndstico tempranos y no invasivos. Sin embargo,
ninguno de los biomarcadores propuestos hasta el momento ha permitido un
avance significativo en este sentido (Fassbender et al., 2013; May et al., 2010).
Este trabajo constituye el primer estudio dirigido a la identificacion de
biomarcadores de endometriosis a través del andlisis global del perfil
metabolémico de orina por RMN.

La caracterizacién metabolémica de los perfiles de orina es particularmente
interesante debido a su naturaleza no invasiva (Gamagedara et al., 2012). El
analisis de este biofluido es extremadamente complejo por el elevado nimero
de metabolitos que contiene y la variabilidad interindividual de este tipo de
muestras. En este sentido, se requiere la aplicacion de métodos estadisticos
robustos capaces de discriminar los cambios asociados al problema bioldgico
de interés de las variaciones aleatorias (Zhang et al., 2009).

Los resultados obtenidos indican que las pacientes con endometriosis
presentan una firma metabdlica caracteristica que las diferencia de las mujeres
del grupo control. La identificacion de estas alteraciones en orina ha permitido
profundizar en el conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en
la aparicién de esta patologia, informacién que podrian ser utilizada para el
desarrollo de un método de diagndstico no invasivo de la enfermedad.

1.1 Disefio experimental
El estudio metabolémico de orina incluyé 81 muestras, 36 procedentes del
grupo control y 45 de pacientes con endometriosis (Tabla 9). Todas las

muestras fueron recogidas previamente a la intervencién laparoscopica y
analizadas por "H RMN de acuerdo a los protocolos descritos.
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Tabla 9: Caracteristicas clinicas de las mujeres incluidas en el estudio metabolémico
de orina

Grupo control Pacientes con endometriosis
(n=36) (n=45)
Edad
Media + DE (afios) 3547 £5.15 32.29 £ 6.59
FCM
Fase folicular (dias 1-14) 30 30
Fase luteal (dias 15-28) 6 15
Estadio de la enfermedad
Minima/leve (I-11) - 6
Moderada/grave (IlI-1V) - 39

N: tamano muestral; DE: desviacién estandar; FCM: fase del ciclo menstrual
1.2 Perfil metabolémico de orina

Las muestras de orina se analizaron en un espectrémetro de 500 MHz,
obteniéndose espectros de buena calidad para la mayoria de las muestras. El
perfil metabdlico de este biofluido se caracteriza por presentar una gran
cantidad de sefales con distinto grado de solapamiento, que corresponden a
una gran variedad de analitos de peso molecular pequeno (Kok et al., 2010)
pertenecientes a distintas familias quimicas (compuestos nitrogenados, amino
acidos, acidos organicos, azlcares simples, xenobidticos, compuestos no
metabolizados, etc.). En particular, en los espectros de orina, predominan las
sefiales correspondientes a la urea, creatinina, trimetilamina-N-oxido (TMAQO),
dimetilamina (DMA), hipurato y &cido citrico, entre otros (Figura 20).
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1.3 Homogeneidad de las muestras y deteccién de outliers

Tras la adquisicién de los experimentos, los espectros de orina se alinearon
utilizando una matriz de datos rectangular de 0.001 ppm y se normalizaron con
PQN. Posteriormente, se transformd en una matriz con una anchura de bucket
0.01 ppm con el fin de facilitar el analisis estadistico de los datos.

En primer lugar, se realizé un anélisis exploratorio de la variabilidad de las
muestras incluidas en el estudio mediante la combinacién de métodos no
supervisados de reconocimientos de patrones (PCA) y la inspeccion visual de
los espectros "TH-RMN CPMG. Este andlisis permitio:

A. ldentificar aquellas muestras que presentaban perfiles metabolémicos
inusuales. Tras el andlisis en profundidad de sus espectros y la justificacion
de su comportamiento, estas muestras fueron definidas como outliers y
excluidas del estudio.

B. Evaluar la homogeneidad de las muestras incluidas en cada uno de los
grupos, asi como su distribucion global, con el fin de identificar si existia
alguna tendencia o agrupaciéon debida a otras variables clinicas o
instrumentales que pudieran interferir en el anélisis.

Durante el anélisis, se identificaron varias muestras, procedentes tanto del
grupo control como del grupo de pacientes con endometriosis que
presentaban un conjunto de sefales cuya localizacién en el espectro v,
especialmente, su intensidad indicaban que podian corresponder a algun tipo
de contaminacion (Figura 21).
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Figura 21: Conjunto de espectros '"H-RMN CPMG de orina representativos de cada uno de
los grupos de estudio. A) espectros con contaminacion; B) espectros sin contaminacién. Rojo:
pacientes con endometriosis (E); verde: grupo control (C). En los rectdngulos se han
encuadrado las sefnales correspondientes a la contaminacién

Tras la evaluacion de los perfiles de RMN de todas las potenciales fuentes de
contaminacién con las que muestras pudieran haber estado en contacto desde
su recogida (lubricante, povidona, sonda urinaria, botes y tubos de recogida,
analgésicos, enema, fosfatos, azida sddica, etc) se determind que la
contaminacion procedia de la sonda. Las sefiales Unicamente aparecian en las
muestras que habian sido recogidas de este modo y estaba ausente en las que
fueron recogidas directamente en bote (Figura 22). No fue posible identificar el
compuesto responsable de estas sefiales. Una vez determinada la fuente de
contaminacion, se excluyeron del estudio todas las muestras que presentaban
dichas sefales y se continud el estudio con el resto de muestras (n=81).
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Figura 22: Comparacién de los espectros 'H-RMN CPMG de orina de una misma paciente de
endometriosis. A) muestra recogida a través de sonda; B) muestra recogida directamente en
bote. Las flechas indican las sefiales de la contaminacién

A. ldentificacién de outliers

* Grupo endometriosis

El analisis del score ploty el grafico T? de Hotelling permitié la identificacion
de dos outliers extremos (E26 y E31) (Figura 23). Al inspeccionar visualmente
los espectros 'H-RMN CPMG se observé que la muestra E26 presentaba
sefales correspondientes al etanol y la E31 se trataba de una muestra muy
diluida. En este ultimo caso, la informacidon clinica correspondiente a esta
muestra indicaba que se trataba de la segunda orina de la mafana, lo que
podria justificar la baja concentracidon de metabolitos en esta muestra respecto
al resto de su grupo. Las diferencias de dilucidén entre las muestras se
compensan generalmente mediante la normalizacién de los espectros. En
casos extremos, donde las sefales son muy poco intensas, no siempre es
posible compensar este efecto, pues la normalizacion aumenta tanto la
intensidad de las sefiales como la del ruido, adquiriendo més relevancia las
regiones de linea base donde hay ausencia de sefales.

86



Ill. Resultados y desarrollo argumental

w02
~
.
%
T2Rangel1-3]

Figura 23: Identificaciéon de outliers del grupo de pacientes con endometriosis mediante
anélisis no supervisado de PCA. A) score plot del grupo de pacientes de endometriosis (n=45);
B) gréfico T? de Hotelling donde se identifican las muestras E26 y E31 como outliers, ambas
superan el limite del 99%; C) comparacién de los espectros '"H-RMN CPMG de las muestras E26
y E31 (rojo), donde se resaltan las regiones del espectro responsables de su comportamiento
como outliers, con respecto a otras muestras representativas de su grupo (negro) y el espectro
de una muestra de etanol adquirido en las mismas condiciones (gris)

* Grupo control

En el grupo control se identificaron también dos outliers (C28 y C77). La
muestra C28, pese a tratarse de una observacion que se encontraba dentro de
los limites de la normalidad definidos por la elipse del score plot, durante la
inspecciéon visual de los espectros se observaron las mismas sefiales,
previamente identificadas en la muestra E26, correspondientes al etanol. La
muestra C77, situada fuera del intervalo de confianza del 99% en el grafico T?
de Hotelling, presentaba un perfil inusual caracterizado por la presencia de
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manitol (3.90-3.70 ppm), cominmente utilizado como diurético, ausencia de
citrato (2.75-2.50 ppm) y diversas sefales en la regién 1.65-1.40 ppm no
identificadas (Figura 24).
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Figura 24: Identificacién de outliers del grupo control mediante anélisis no supervisado de
PCA. A) score plot del grupo control (n=36); B) grafico T> de Hotelling donde se identifica la
muestra C77 como outlier extremo; C) comparacién de los espectros de 'H-RMN CPMG de las
muestras identificadas C28 y C77 (verde), donde se resaltan regiones del espectro responsables
de su comportamiento como outliers, con respecto a un conjunto de muestras representativas
de su grupo (negro) y el espectro de una muestra de etanol adquirido en las mismas
condiciones (gris)

Tras la eliminacién de las muestras anteriormente mencionadas, se
observaron otras muestras que estaban fuera del intervalo de confianza del
95% en el gréfico T? de Hotelling. Estas muestras no fueron excluidas del
modelo, pues no existia justificacién técnica o clinica que permitiera su
eliminacién como outliers.
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B. Homogeneidad muestral

Mediante el anélisis no supervisado de PCA también se evalud el potencial
impacto de las diferentes variables clinicas (FCM, IMC, estadio de la
enfermedad, etc.) e instrumentales (dia de adquisicion de los experimentos,
etc.) sobre la distribucién de las muestras. Como se observa en la Figura 25, el
analisis de PCA de todas las muestras (n=77), tras la exclusién justificada de los
outliers identificados, no evidencié ningln patrén o agrupacién en funcién de
estos descriptores que pudiera interferir en el posterior analisis supervisado
entre controles y pacientes con endometriosis.
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Figura 25: Anélisis no supervisado mediante PCA de todas las muestras incluidas en el
estudio. Las muestras han sido coloreadas en funcién de las distintas variables a evaluar. A)
FCM: FF, fase folicular; FL, fase luteal; B) IMC: 1, peso normal (18.50-25.00); 2, sobrepeso
(>25.00); 3, obesidad (>30.00); C) dia de adquisicion de los experimentos de RMN

Ademas, en el grupo de pacientes con endometriosis, se traté de identificar
si las muestras se agrupaban en funcién del estadio de la enfermedad en el que
habian sido clasificadas en el momento del diagnéstico. Aunque el nimero de
pacientes en estadios tempranos era muy limitado (n=6), como se muestra en la
Figura 26, estas muestras no presentaban un comportamiento diferente con
respecto a las muestras en estadios avanzados (lll/IV), observandose una
distribucion homogénea de las muestras en el espacio.
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Figura 26: Anélisis no supervisado mediante

— | - . . .
1 o | ° *" PCA de las pacientes con endometriosis.
10 . o Las muestras han sido coloreadas en funcién
H. . ' del estadio de la enfermedad
5 [ IR 2 \
B \ S e ... o ,° /

1.4 Discriminacién entre controles y pacientes con endometriosis
1.4.1 Andlisis estadistico multivariante

En primer lugar, se empled un andlisis estadistico multivariante para la
comparacién de los 77 perfiles de RMN incluidos en este estudio. Como
método de clasificacion se utilizd un OPLS-DA, método supervisado, donde
previamente se definié la clase (Control — Endometriosis) a la que pertenecian
cada una de las muestras. El modelo construido reveld una baja capacidad de
discriminacién entre el grupo control y las pacientes con endometriosis (R?Y:
0.710; Q% 0.098) (Figura 27). El valor de Q? reflejaba que el modelo presenta
una baja capacidad de prediccion.
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Figura 27: Andlisis estadistico supervisado. Score plot del modelo OPLS-DA obtenido de la
comparaciéon de los espectros 'H-RMN CPMG procedentes del grupo de pacientes con
endometriosis (rojo) y del grupo control (verde)

Con el fin de mejorar la calidad del modelo y su capacidad de prediccién se
llevd a cabo una seleccion de variables. Como criterio de decisién para
identificar qué variables o regiones del espectro estaban contribuyendo en
mayor medida a la discriminaciéon entre ambos grupos se empled la relacién
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entre los coeficientes de regresion y sus correspondientes errores estandar
(CoeffCS/CoeffCScvSE). Aplicando esta estrategia se seleccionaron un total de
298 variables (45.64%), las cuales presentaban un cociente >1, y fueron
utilizadas para construir un nuevo modelo OPLS-DA. El resto de las regiones
del espectro fueron excluidas, considerédndolas variables no informativas con
una nula o baja capacidad discriminatoria. Tras la seleccién de variables, en el
nuevo modelo OPLS-DA construido, se consiguid incrementar los valores de
R2Y: 0.783 y Q% 0.536 (Figura 28).
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Figura 28: Anélisis estadistico supervisado realizado tras la seleccién de variables. Score plot
del modelo OPLS-DA obtenido de la comparacién de los espectros 'H-RMN CPMG
procedentes del grupo de pacientes con endometriosis (rojo) y del grupo control (verde)
excluyendo las variables identificadas como no relevantes en la discriminacion entre ambos
grupos de muestras

La validacion interna de este modelo se llevd a cabo mediante un test de
permutacién. Al comparar los valores de R?Y y Q? permutados con respecto a
los valores reales del modelo se observdé como el valor de la Q? se ajustaba a
las recomendaciones para este tipo de anélisis obteniéndose un valor inferior a
0.05, y el valor de R?Y superaba los valores de 0.3-0.4 aconsejables, indicando
que el modelo obtenido estaba sobreajustado lo que reducia su capacidad de
prediccién (Figura 29).
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Figura 29: Validacién interna mediante el test de permutacién. Resultado del test de
permutacion obtenido a partir del modelo PLS-DA con un numero de componentes
equivalentes al modelo OPLS-DA empleando 100 permutaciones aleatorias. El eje Y representa
los valores de R2Y (verde) y QZ (azul) para cada uno de los 100 modelos permutados con
respecto a los valores del modelo original, mientras que el eje X muestra los coeficientes de
correlacion entre los modelos permutados y el modelo original

1.4.2 Anélisis estadistico univariante

El sobreajuste identificado en los modelos supervisados de OPLS-DA
limitaba la generalizacién de los resultados, por lo que el andlisis se continud
con una estrategia univariante donde se analizaron de forma individualizada
cada una de las regiones en las que estaban divididos los espectros.

En primer lugar, se evaluaron todas las regiones (653 buckets) que
componian la matriz de datos de 0.01 ppm, encontrdndose que sdlo 79 de ellas
presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de
muestras (p-valor < 0.05). Estas 79 regiones espectrales fueron consideradas,
por tanto, variables relevantes en la discriminacién y utilizadas como punto de
partida para identificar los metabolitos alterados en presencia de la patologia.

Posteriormente, se realizd un analisis equivalente entre las mujeres del grupo
control y las pacientes con endometriosis en cada una de las fases del ciclo. Se
compararon, por un lado, las 56 muestras recogidas durante la fase folicular (28
controles y 28 mujeres con endometriosis) y, por otro lado, las 21 muestras
restantes recogidas en fase luteal (6 controles y 15 mujeres con endometriosis).
Este anadlisis permitid la identificacion de 52 y 66 regiones estadisticamente
significativas (p-valor < 0.05), respectivamente, que estaban contribuyendo a la
discriminacién entre controles y pacientes con endometriosis en cada una de
las fases menstruales.
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Finalmente, se llevé a cabo un anélisis similar para comparar los perfiles
metabdlicos de orina de las pacientes con endometriosis en estadios
tempranos (I/1l) con respecto al grupo control. La mayor parte de las muestras
incluidas en este estudio procedian de mujeres diagnosticadas en estadios
avanzados (Ill/IV) lo que limitaba la generalizacion de los resultados a las etapas
tempranas de la enfermedad, debido al reducido tamafio muestral evaluado.
La comparacién entre las mujeres del grupo control (n=34) y las pacientes con
endometriosis I/l (n=6) reveld 40 regiones estadisticamente significativas entre
ambos grupos de muestras.

1.5 Identificacién y cuantificacién de los metabolitos asociados a la
endometriosis

A partir de las regiones del espectro identificada en el anélisis anterior, como
responsables de la discriminacién entre los distintos grupos de muestras, se
llevo a cabo la integracién y cuantificacion de las variaciones metabdlicas
asociadas a la endometriosis.

En primer lugar, partiendo de las 79 regiones identificadas como relevantes
en la comparacion global entre controles (n=34) y pacientes con endometriosis
(n=43), se integraron las sefales incluidas en dichas regiones empleando una
estrategia de anchura de bucket variable. El andlisis estadistico univariante
evidencié la existencia de diferencias de concentracion estadisticamente
significativas (p-valor < 0.05) en 10 metabolitos. Se observé que la orina de
pacientes con endometriosis presentaba niveles elevados, en relacidon a las
controles, de N'-metil-piridona-5-carboxiamida (4-Py), guanidinosuccinato,
creatinina, taurina, valina, 2-hidroxi-isovalerato, y de un compuesto
desconocido (U2) y niveles reducidos de la region correspondiente a la lisina y
otros dos metabolitos de identidad desconocida, U1y U6 (Tabla 10).
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Tabla 10: Variaciones de los metabolitos estadisticamente significativos en la comparacién de
las pacientes con endometriosis con respecto al grupo control

Pacientes con endometriosis (n=43) vs. Grupo control (n=34)

3 'H (ppm)? Metabolito Multiplicidad ~ p-valor® % Variacion®
8.5565-8.5005 4-Py m 0.011 47.72
6.9985-6.9695 U1 d 0.041 -32.36
4.2415-4.2285 Guanidinosuccinato m 0.012 14.31
4.0855-4.0625 Creatinina s 0.018 12.63
3.4565-3.4195 Taurina t 0.002 28.62
3.4185-3.4115 u2 s 0.009 18.16
1.4745-1.4465 Lisina m 0.002 -18.57
1.4455-1.4315 ué s 0.010 -16.86
1.0585-1.0375 Valina d 0.011 2.59
0.8385-0.8145 2-hidroxi-isovalerato d 0.014 11.87

rango de desplazamientos quimicos de las regiones del espectro integradas; Pp-valor
calculado mediante el test de la U de Mann-Whitney; °variaciones relativas en la intensidad de
los metabolitos de las pacientes con endometriosis con respecto al grupo control. 4-Py: N'-
metil-4-piridona-5-carboxiamida; Ui: metabolito desconocido. Multiplicidad (s: singlete; d:
doblete; t: triplete; m: multiplete)

El andlisis realizado sobre el conjunto de muestras recogidas durante la fase
folicular (28 controles y 28 mujeres con endometriosis) revelé 7 metabolitos
estadisticamente significativos. En esta FCM, la orina de pacientes con
endometriosis se caracteriza por la presencia de concentraciones elevadas de
4-Py, taurina, 2-hidroxi-isovalerato, valina y U2, y la disminucién en los niveles
de lisina 'y U4 con respecto al grupo control. Por otro lado, el anélisis realizado
sobre las pacientes con endometriosis en fase luteal mostrd alteraciones
estadisticamente significativas en las concentraciones de 10 metabolitos con
respecto a las mujeres control en esta misma fase. Las concentraciones de
pseudouridina, creatinina, taurina, glicerofosfocolina (GPC), U2 y U3, estaban
significativamente elevadas en presencia de endometriosis, mientras que los
niveles de lisina, treonina, fucosa y U5, estaban disminuidos con respecto al
grupo control (Tabla 11).

Finalmente, el andlisis de las 40 regiones identificadas en la discriminacion
entre controles y pacientes de endometriosis en estadios tempranos condujo a
la identificacion de 4 metabolitos estadisticamente significativos (p-valor < 0.05).
El perfil metabolémico de orina de las pacientes en estadios tempranos se
caracteriza por presentar niveles elevados de valina y 2-hidroxi-isovalerato y
reducidos de lisina y U6. Las variaciones observadas en estos metabolitos
seguian la misma tendencia que en la comparacién general de todas las
pacientes con endometriosis con respecto al grupo control.
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IIl. Resultados y desarrollo argumental

1.6 Interpretacion biolégica

La comparacién multivariable de los perfiles de orina dio lugar a modelos
donde se observaba discriminacion entre ambos grupos de muestras. La
validacién interna de los modelos de OPLS-DA evidencié la presencia de
sobreajuste, lo que reducia la capacidad predictiva del modelo. En
consecuencia, el anélisis se prosiguié empleando una aproximacion univariante.
La principal ventaja del anélisis estadistico univariante frente a los métodos
multivariante es la facilidad de su aplicacién y de la interpretacién de sus
resultados (Vinaixa et al, 2012). Los resultados derivados de este anélisis
muestran que el perfil metabolémico de las muestras de orina de las pacientes
con endometriosis presenta una firma metabdlica caracteristica que las
diferencia de las mujeres del grupo control. La comparacién de los perfiles de
ambos grupos mostré que la orina procedente de mujeres con endometriosis
se caracteriza por concentraciones elevadas de 4-Py, guanidinosuccinato,
creatinina, taurina, valina, 2-hidroxi-isovalerato y U2, y la disminucién en las
concentraciones de lisina, U1y Ué.

La taurina es un metabolito importante implicado en osmorregulacién y cuya
concentracioén estd aumentada en distintos tumores (Chun et al., 2009; El-Sayed
et al., 2002; Gamagedara et al., 2012). El incremento en los niveles de taurina
podria, por tanto, estar asociado a una actividad proliferativa relativamente
elevada, a la densidad celular o tumoral (Griffin & Shockcor, 2004) o a la
presencia de lesiones endometridsicas en el caso de las pacientes analizadas
en este estudio. La endometriosis es una enfermedad benigna cuyas lesiones
se comparan a menudo con las tumorales (Scully, 1987) ya que pueden
aparecer de forma local o distal, tienen capacidad de adherirse a otros tejidos,
invadirlos y causar dafio (Munksgaard & Blaakaer, 2011). Siguiendo con la
analogia de los procesos neoplésicos, el aumento en los niveles de valina,
identificados en este estudio, también ha sido observado en la orina de
pacientes de cancer géstrico donde se encontraron niveles de valina més
elevados de lo normal (Fan et al, 2012), fendmeno que parece estar
relacionado con el metabolismo especifico de aminoacidos de cadena
ramificada en las células tumorales. Ademéas, esta observacidn es coherente
con los resultados de un estudio metabolémico previo realizado en suero de
pacientes con endometriosis (Dutta et al., 2012).

La endometriosis se define como una enfermedad multifactorial que

desencadena una respuesta inflamatoria en la cavidad peritoneal (Rizner, 2009;
Van Langendonckt et al., 2002) y donde el estrés oxidativo ha sido propuesto
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como uno de los principales mecanismos responsables de la fisiopatologia de
esta enfermedad (Gupta et al., 2006; Van Langendonckt et al., 2002). El estrés
oxidativo, a través de especies reactivas del oxigeno (ROS), induce una
reaccién inflamatoria localizada activando los leucocitos primarios, liberando
citoquinas, factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y otros factores de crecimiento
y angiogénicos que contribuyen a la supervivencia del endometrio ectépico
(Rizner, 2009). Los radicales del oxigeno, ademés, median la conversion de
argininosuccinato a guanidinosuccinato, un compuesto que ha sido asociado
con la supresidn de las células NK (Taes et al., 2008). Curiosamente, se sabe
que las pacientes con endometriosis presentan una inmunidad celular
defectuosa caracterizada por un fallo en las células NK para destruir las células
endometriales autélogas, contribuyendo a su supervivencia y a la implantacion
ectépica del tejido endometrial (Kyama et al., 2003). En este contexto, cabe
destacar que la taurina ha sido descrita como un importante antioxidante para
proteger las células, incluyendo los leucocitos procedentes del estrés oxidativo
(Marcinkiewicz & Kontny, 2014), lo que explicaria las elevadas concentraciones
de este compuesto en tejidos sometidos a estrés oxidativo. El transportador de
taurina (TauT) media la entrada de taurina en los tejidos. Los niveles de TauT
son sensibles a concentracion y disminuyen en presencia de altas
concentraciones de taurina, favoreciendo su excrecidén a través de la orina
(Wojcik et al., 2010) y explicandose asi nuestra observacion.

La respuesta inflamatoria se relaciona también con el hipermetabolismo, lo
que implica un incremento en el consumo de oxigeno y el gasto de energia
(Druml et al., 2001). Por tanto, la inflamacion regularia la demanda de energia
produciéndose un aumento en la degradaciéon de las grasas y una tendencia
hacia la cetoacidosis y la acidosis lactica (Mickiewicz et al., 2013), lo que podria
explicar el aumento en la excrecidon de 2-hidroxi-isovalerato en las pacientes
con endometriosis. Ademas, la inflamacién estimula el metabolismo proteico,
un proceso caracterizado por una reduccién en la concentracién de los
aminoacidos plasmaticos (Suliman et al., 2005). Entre ellos, se ha observado
que los niveles de lisina se encuentran disminuidos cuando se comparan
pacientes con y sin inflamacién (Suliman et al, 2005). Esta observacion es
coherente con la disminucidon en los niveles de lisina observados en las
pacientes con endometriosis.

El analisis estadistico univariante también reveld variaciones significativas en
los niveles de 4-Py entre las mujeres del grupo control y las pacientes con
endometriosis. Este metabolito, asi como el 2-Py (N'-metil-2-piridona-5-
carboxiamida), también identificado en los espectros de orina, es el producto
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final del metabolismo del NAD (nicotidamida adenina dinucleétido) (Rutkowski
et al., 2007). La relacién entre el 2-Py, el 4-Py y el estrés oxidativo todavia no
estd clara, aunque es posible que la inhibicién de la poli-(ADP-ribosa)
polimerasa (PARP1) por 2-Py y 4-Py pueda estar jugando un papel clave en este
proceso (Rutkowski et al., 2003). Ademas, se ha observado una correlacidn
entre las concentraciones séricas de 2-Py, asi como de 4-Py y nicotidamina, y los
niveles de creatinina (Rutkowski et al., 2003).

El anélisis metabolémico de las muestras de orina en las distintas fases del
ciclo reveld también diferencias significativas entre las pacientes con
endometriosis y el grupo control. El incremento en los niveles de GPC
detectado en las pacientes con endometriosis en fase luteal coincide con los
resultados de un estudio metabolémico anterior (Jana et al., 2013). El GPCy los
acidos grasos se liberan gracias a la accién consecutiva de dos enzimas, la
fosfolipasa A2 (PLA2) y la lisofosfolipasa, sobre los fosfolipidos (Milkevitch et al.,
2005). La PLA2 es un enzima activado por citoquinas (Newton et al., 1997)
implicada en inflamacion. Otros estudios previos en los que se analizaron
muestras de tejido endometrial eutdpico y ectdpico reportaron un aumento en
la actividad de este enzima tanto en la endometriosis ovérica como en la
peritoneal (Burney, 2013). La alteracién en las concentraciones de treonina
también habia sido descrita previamente en pacientes con endometriosis
(Dutta et al., 2012). La disminucidn en los niveles de orina de este aminoécido,
observada en este estudio, podria explicarse por la activacién del metabolismo
de las proteinas en los procesos inflamatorios (Suliman et al., 2005).

Las citoquinas inflamatorias, como la interleuquina-6 (IL-6), producidas por
las lesiones endometridsicas, alteran de forma significativa los patrones de
glicosilaciéon de las proteinas de fase aguda (Piva et al., 2003), proteinas del
sistema inmune innato que actlan en respuesta al dafo tisular y a procesos
inflamatorios. La fucosa es una hexosa implicada en diferentes reacciones de
glicosilacién, que estd presente en elevadas concentraciones sanguineas en
determinadas enfermedades malignas (cancer de mama, céanceres
ginecoldgicos, leucemia, cancer de pulmén de célula pequefa), asi como en
algunos desdrdenes benignos (Manjula et al., 2010). La alteracidon en los niveles
de fucosa concuerda con otros estudios (Berkes et al., 2013; Piva et al., 2003)
donde se sugiere que la inflamacién alteraria los patrones de fucosilacién de la
proteinas de la fase aguda y podria relacionarse con la disminucién de este
metabolito en las pacientes con endometriosis. Por otro lado, el aumento de
los niveles de pseudouridina observado en las mujeres con endometriosis
durante la fase luteal también ha sido observado en otras situaciones
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patoldgicas (Rasmuson & Bjork, 1995). La excrecidon de la pseudouridina no
parece ser especifica de ninguna condicion maligna. Se ha descrito como un
reflejo del recambio del ARN y podria ser considerado como un marcador de la
actividad de la enfermedad (Rasmuson & Bjork, 1995).

En general, los resultados obtenidos estdn de acuerdo con trabajos previos
(Carvalho et al.,, 2012; Dutta et al., 2012; Jana et al., 2013) y muestran cémo los
metabolitos implicados en inflamacién, estrés oxidativo y la respuesta inmune
estan relacionados con la presencia de endometriosis. Como se ha descrito
anteriormente, la menstruacion retrograda y la presencia de endometrio
ectopico en la cavidad peritoneal se asocia a una sobreproduccién de
prostaglandinas, citoquinas y quemoquinas, favoreciendo el crecimiento de las
lesiones endometridsicas y promoviendo la angiogénesis (Vercellini et al., 2014).
Por tanto, los procesos asociados con la proliferacién y supervivencia celular
podrian estar jugando un papel critico en el inicio, progresién y mantenimiento
de la endometriosis.

En resumen, este estudio demuestra que el analisis por RMN de las muestras
de orina constituye una herramienta no invasiva para la caracterizacion del perfil
metabdlico asociado a la endometriosis. Los resultados de este estudio,
ademas, proporcionan informacién de gran utilidad para lograr una mejor
compresion de los mecanismos moleculares subyacentes a este proceso
patolégico. En estudios futuros sera necesario validar los resultados empleando
un mayor nimero de muestras, principalmente en los estadios tempranos (I/11)
de la enfermedad. La firma metabdlica de las mujeres en estadios iniciales
constituiria el punto de partida para la identificacién y validacién de
biomarcadores de diagndstico temprano.
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2. ESTUDIO DE PLASMA

El suero/plasma ha sido una de las matrices bioldgicas mas utilizadas en los
estudios dirigidos a la busqueda de marcadores en el contexto de la medicina
reproductiva y la ginecologia (Banerjee et al., 2014; Ueda et al, 2010).
Concretamente, en el caso de la endometriosis, como se recoge en la Tabla 1,
han sido numerosos los estudios realizados empleando esta estrategia. En este
sentido, se han propuesto como posibles biomarcadores de la endometriosis
distintos tipos de glicoproteinas, citoquinas, hormonas, factores de crecimiento
y angiogénicos, etc. A pesar de los esfuerzos realizados, en la actualidad, no
existe ningun biomarcador o conjunto de biomarcadores que haya sido
validado para su uso clinico como test diagndstico para la endometriosis
(Fassbender et al., 2013).

La caracterizacion del perfil metabdlico del plasma de pacientes con
endometriosis podria contribuir no sélo al diagndstico no invasivo de la
enfermedad, sino también a proporcionar una nueva perspectiva sobre los
procesos biolégicos implicados en la endometriosis. Frente a la nula
invasividad de las muestras de orina, el metaboloma del plasma sanguineo
tiene la ventaja de ser mas estable. El perfil metabdlico de la orina es el
resultado de la interaccién entre el metabolismo enddgeno y la microbiota,
sensible a la exposicién a toxinas, farmacos o alteraciones medioambientales,
lo que se traduce en una gran variabilidad interindividual.

2.1 Diseho experimental
El estudio realizado con muestras de plasma incluyd 96 voluntarias (58
pacientes con endometriosis y 38 controles). Las caracteristicas clinicas y

epidemioldgicas de las mujeres incluidas en este estudio se describen en la
Tabla 12.
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Tabla 12: Caracterizacién clinica de las mujeres incluidas en el estudio metabolémico de
plasma

Grupo control Pacientes con endometriosis
(n=38) (n=58)
Edad
Media + DE (afios) 34.84 +£5.44 31.76 £ 6.39
FCM
Fase folicular (dias 1-14) 34 44
Fase luteal (dias 15-28) 4 14
IMC (Kg/m?)
Peso bajo (<18.50) - 1
Peso normal (18.50-25.00) 25 54
Sobrepeso (>25.00) 5 2
Obesidad (>30.00) 8 1
Media + DE (afos) 24.80 £ 4.62 21.76 £ 2.70
Estadio de la enfermedad
Minima/Leve (I-II) - 6
Moderada/Grave (IlI-1V) - 52

n: tamano muestral; DE: desviacion estandar; FCM: fase del ciclo menstrual; IMC: indice de
masa corporal

2.2 Perfil metabolémico de plasma

Los espectros de RMN de las muestras de plasma se adquirieron en un
espectrometro de 600 MHz de acuerdo con los protocolos descritos
anteriormente, alternando muestras de ambos grupos de forma aleatoria y
empleando una temperatura constante. Los perfiles de estas muestras, como
se ha descrito previamente (Beckonert et al., 2007), se caracterizan por su
contenido en componentes de alto y bajo peso molecular lo que genera una
amplia gama de picos con distintas anchuras, como se observa en la Figura 30.
Estos espectros estdn dominados, principalmente, por sefales anchas
(proteinas y lipoproteinas) y las sefiales mas finas (metabolitos de bajo peso
molecular) se superponen sobre las anteriores. En los espectros de plasma se
pueden distinguir distintos tipos de metabolitos, incluyendo carbohidratos,
acidos orgéanicos, aminoéacidos y lipidos.

El anédlisis de este tipo de espectros presenta dos grandes desafios. Por un
lado, minimizar la interferencia procedente de proteinas y lipidos presentes en
estas muestras y, por otro, reducir la complejidad de los espectros, como
consecuencia del solapamiento de sefales, para tratar de cuantificar los
metabolitos de forma individualizada (Nagana Gowda et al, 2015).
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Figura 30: Asignacién de un espectro representativo'H-RMN CMPG procedente del grupo de pacientes con endometriosis. La regién del espectro
correspondiente a las sefiales de la urea y el agua ha sido excluida del espectro. A) espectro completo; B, C, D) ampliaciones del espectro de plasma
correspondientes a las regiones 0.7 — 3.10 ppm, 3.20 — 5.40 ppm y 6.90 — 8.50 ppm, respectivamente. Metabolitos asignados: 1, lipoproteinas: HDL, LDL,
VLDL (-CHas); 2, isoleucina; 3, leucina; 4, valina; 5, fucosa; 6, 3-hidroxibutirato; 7, lipoproteinas: HDL, LDL, VLDL (-CH>); 8, lactato; 9, alanina; 10, acidos
grasos (-CH»-CH,CO); 11, lisina; 12, arginina; 13, acetato; 14, acidos grasos insaturados (-CH,-CH,-CH=CH-); 15, grupos N-acetilo (NAC); 16, prolina; 17,
glutamina; 18, metionina; 19, dcidos grasos (-CH,-CH,CO); 20, acetoacetato; 21, citrato; 22, acido grasos poliinsaturados (-CH=CH-CH,-CH=CH-); 23;
asparagina; 24, creatinina; 25, creatina; 26, metabolitos de la colina (colina, fosfocolina, glicerofosfocolina); 27, glucosa; 28, trimetilamina-N-éxido
(TMAO); 29, mioinositol; 30, glicerol; 31, serina; 32, colina; 33, treonina, 34, glicerofosfocolina (GPC); 35, glicerol; 36, 4cidos grasos (-CH=CH-); 37,
tirosina; 38, histidina; 39, fenilalanina; 40, formato
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Teniendo en cuenta la naturaleza de la muestra, se realizé un anélisis
exhaustivo del contenido no-polar mediante la adquisicién de espectros de
patrones lipidicos pertenecientes a distintas familias (Figura 31). Se
seleccionaron un conjunto de compuestos con distinto grado de complejidad
(longitud de la cadena lateral, insaturaciones, etc.) de las familias de lipidos mas
representativas identificadas en el metaboloma sanguineo (Psychogios et al.,

2011).

D. Esteroles

J *‘ Colesterol

C. Triacilgliceroles

“ m Gliceril trilinoleato }h‘ ‘
‘ ),

M Gliceril trioleato

Gliceril tripalmitato

B. Esteres

’)j"\‘ j | Metllinoleato ‘»

Metil palmitato

A. Acidos grasos

Ac. araquidénico

Ac. Y-linoleato

Ac. linoleico |

Ac. oleico i

Ac. estearico

Figura 31: Espectros 'H-RMN CPMG de los patrones lipidicos representativos de cuatro
familias de lipidos adquiridos a 500 MHz. Superposicién de los espectros de los distintos tipos
de lipidos (A: acidos grasos; B: ésteres; C: triacilglicéridos; D: esteroles) sobre un espectro

representativo de plasma (negro)

La asignacién detallada de cada uno de los patrones, como se muestra en la
Figura 32, permitié la caracterizacion de las sefales correspondientes a los
metabolitos de naturaleza lipidica presentes en las muestras de plasma.
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Figura 32: Asignacién del espectro "H-RMN CPMG correspondiente al acido oleico. El c6digo
de colores muestra los distintos 'H que contribuyen a cada una de las sefiales del espectro

2.3 Homogeneidad de las muestras y deteccién de outliers

El andlisis estadistico de los perfiles de plasma se llevd a cabo utilizando una
matriz de datos construida a partir de los experimentos 'H-RMN CPMG
obtenidos para cada una de las muestras.

La descripcion clinica de las mujeres (Tabla 12) permitié la identificacién de
diferencias relevantes en algunas de las caracteristicas epidemiolégicas entre
ambos grupos, principalmente, con respecto al IMC. En este sentido, cabe
destacar que el 34.21% (13/38) de las mujeres incluidas en el grupo control
presentaban sobrepeso u obesidad frente al 5.17% (3/58) de las pacientes con
endometriosis. Ademds, se observaron diferencias estadisticamente
significativas no sélo entre los IMC (p-valor =0.001) de ambos grupos, sino
también entre sus edades (p-valor =0.027). Estudios previos ya habian descrito
esta distribucion sesgada en los IMC entre casos y controles (Berkes et al.,
2013; Vouk et al., 2012). Concretamente, en el conjunto de voluntarias incluidas
en el estudio de Vouk y colaboradores, se observé que el 53.85% de las
mujeres del grupo control presentaban sobrepeso u obesidad frente al 7.50%
de las pacientes con endometriosis.

La distribucién de IMC observada en este estudio podria conducir a
diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles no asociadas,
necesariamente, a la presencia/ausencia de endometriosis debido a diversos
factores. En primer lugar, a la relacién que existe entre la obesidad/IMC y el

104



Ill. Resultados y desarrollo argumental

contenido de lipidos en sangre (aumento de los niveles de lisofosfatidilcolina y
disminucién en los niveles de los éteres de fosfolipidos) (Pietilainen et al., 2007).
En segundo lugar, al impacto de las sefales lipidicas en los espectros de
plasma (Figura 34). Finalmente, a la asociacion inversa que se ha descrito entre
el riesgo de sufrir endometriosis y el IMC (Vitonis et al., 2010). Sin embargo,
estos hechos no permite descartar que la endometriosis no esté teniendo un
efecto sobre el perfil lipidico de estas pacientes.

Por tanto, con el fin de evaluar la posible influencia de las diferencias clinicas
en los perfiles metabdlicos y, por tanto, en la discriminacién entre mujeres con
y sin endometriosis, se decidié analizar algunas de las sefales lipidicas en
ambos grupos de muestras. Se integraron 7 de las regiones maés
representativas (Figura 33) y se compararon sus niveles en ambos grupos de
mujeres para confirmar si las diferencias en los IMC se reflejaba en el perfil
lipidico de las muestras de plasma.

-

: . . . . . . . .
50 40 35 30 25 20 15 10 05
ppm

Figura 33. Asignacién de las regiones lipidicas mas representativas de los espectros de
plasma. A) grupos (-CHs), de las lipoproteinas: HDL, LDL, VLDL; B) grupos (-CH.), de las
lipoproteinas: HDL, LDL, VLDL; C) 4cidos grasos (-CH»-CH-CO-); D) 4cidos grasos insaturados:
18:1 (n-6) (-CH=CH-CH2-(CHj).); E) &cidos grasos (-CHx-CH=CO-); F) &cidos grasos
poliinsaturado 18:2 (n-6), 20:4 (n-6), 22:6 (n-3) [(-CH=CH-CH)s-CH2-(CH,).]; G) lipido olefinico (-
CH=CH-)
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La Tabla 13A muestra los resultados de la comparacién del contenido
lipidico entre ambos grupos de muestras, donde se observan diferencias
estadisticamente significativas en dos de las regiones lipidicas integradas. Esta
misma comparacion se realizd empleando Unicamente el conjunto de pacientes
con endometriosis y mujeres del grupo control que cumplian el criterio de
inclusién: IMC normales (<25) y edad <40 afios (Tabla 13B), definido
previamente en otros estudios de endometriosis con este mismo objetivo
(Berkes et al., 2013; Dutta et al., 2012; Jana et al., 2013). En este segundo caso,
las diferencias significativas entre los IMC desaparecian y se reducian, en
general, las diferencias en las regiones lipidicas analizadas. Por tanto, al igualar
los IMC entre ambos grupos, aumentaba la probabilidad de que las potenciales
diferencias que se identificaran entre las mujeres con y sin endometriosis no
estuviesen asociadas a la diferente distribucion en los IMC.
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IIl. Resultados y desarrollo argumental

El andlisis se prosiguié con las 73 mujeres (controles, n=23; endometriosis,
n=50) que cumplian el criterio clinico definido (IMC<25 y edad<40). En este
conjunto de muestras se llevd a cabo un andlisis exploratorio, a través de la
inspeccion visual de los espectros "H-RMN CPMG y un anélisis no supervisado
de PCA, para evaluar la variabilidad presente en cada uno de los grupos de
estudio. El andlisis consistié en:

A. La caracterizacién de las regiones del espectro que tenian un mayor
impacto en la distribucién de las muestras en el espacio, combinando la
informacién proporcionada por los score plots y sus correspondientes
loading plots.

B. La identificacién de los outliers, utilizando los gréficos de T2 de Hotelling y
DModX que definen los outliers extremos y moderados, respectivamente.
Para ello, se inspeccionaron todos los componentes relevantes de cada
gréfico de PCA.

C. La evaluacion de la homogeneidad de cada uno de los grupos. Se analizé
el posible impacto de las distintas variables clinicas en los perfiles de
plasma para descartar la existencia de tendencias debidas a alguna variable
distinta a la considerada (presencia/ausencia de endometriosis).

A. Variabilidad muestral

En ambos grupos el loading plot muestra como las regiones del espectro
correspondientes al lactato y las regiones lipidicas (grupos -CH. y -CH. de las
lipoproteinas) son las responsables de la mayor parte de la variabilidad entre
las muestras. El escalado de los espectros con Pareto hace que estas sefales,
las més intensas y variables del espectro, sean las mas influyentes en la
distribucion de las muestras en el espacio (Figura 34). Tras evaluar varios
métodos de escaldo, se observd que con Pareto la discriminacién entre los
grupos (analisis supervisado) era ligeramente mejor.
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Figura 34: Analisis no supervisado de PCA de las mujeres con y sin endometriosis. A) score
ploty B) loading plot del grupo control; C) score ploty D) loading plot del grupo de pacientes
con endometriosis

B. Identificacion de outliers

* Grupo Endometriosis

En el grupo de pacientes con endometriosis se identificaron varias muestras
que se encontraban fuera del intervalo de confianza del 95% definido por la
elipse del score plot (Figura 35). A diferencia de lo que se observd en relacion
con las muestras de orina, en este caso, no existia ninguna razén clinica,
contaminacién o error instrumental durante la adquisicién que justificara la
exclusion de estas muestras del estudio como outliers.

1o ffGEH

2 i s

102

T2Range(1- 2]

1 Observaciones

Figura 35: Identificaciéon de outliers del grupo de pacientes con endometriosis mediante
anélisis no supervisado de PCA. A) score plot del grupo de pacientes con endometriosis
(n=50); B) gréfico T? de Hotelling donde se observan varias muestras fuera del intervalo de
confianza al 95%, pero sin que exista justificacién clinica ni de otro tipo para ser excluidas como
outliers
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IIl. Resultados y desarrollo argumental

* Grupo Control

La inspeccién de los graficos T? de Hotelling y DModX, correspondientes a
los distintos componentes principales del modelo, permitié identificar distintos
tipos de outliers (Figura 36). En todos los casos, la identificacién de las sefales
responsables del comportamiento anémalo de estas muestras permitid su
exclusién justificada del estudio. Las sefiales de la muestra C85 pudieron ser
explicadas con los resultados de la bioquimica de sangre realizada antes de la
cirugia. En el caso de las muestras C10 y C46, las sefiales correspondian a una
contaminacion descrita previamente en suero (Tabla 14).

Ademas, como se observa en el score plot y en el grafico T? de Hotelling
(Figura 36), la muestra C69 también aparecia fuera del limite del 95% debido a
que presentaba niveles elevados de lactato. Sin embargo, no se encontrd
ninguna razén clinica o error instrumental que justificara la exclusion de esta
muestra y se considerd que estos niveles de lactato podrian formar parte de la
variabilidad presente en la poblacién general.

w2
AN
&

/

DModx(4](Norm)

Figura 36: Identificacion de outliers del grupo de mujeres incluidas en el grupo control
mediante anélisis no supervisado de PCA. A) score plot del grupo control (n=23); B) gréfico T?
de Hotelling donde aparece la muestra C69 como outlier extremo aungue no se pudo justificar
su eliminacién; C y D) graficos DModX donde se aparecen las muestras C46, C85y C10 como
outliers moderados

Control C85: Los niveles elevados de N-acetil-glutamato (Figura 37) responden
probablemente a la alteracidn de las transaminasas observada en la analitica de
sangre (Tabla 14). El N-acetil-glutamato es un aminoéacido acetilado sintetizado
a partir del glutamato y el acetil-CoA por el enzima N-acetil-glutamato sintasa
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(NAGS) (Acetil-CoA + L-glutamato «-> CoA + N-acetil-L-glutamato). La
transaminasas  AST  (aspartato  aminotransferasa) y ALT  (alanina
aminotransferasa) catalizan las siguientes reacciones: aspartato + o-
cetoglutarato € oxalacetato + glutamato y alanina + a-cetoglutarato ¢->
piruvato + glutamato, respectivamente, lo que justificaria la produccién de
glutamato y su posterior transformacién en N-acetil-glutamato identificado en
el espectro de RMN.
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Figura 37: Espectro '"H-RMN CPMG de la muestra C85 identificada como outlier en el grupo
control. A) comparacion de la muestra C85 (verde), donde se indican las sefiales responsables
de su comportamiento anémalo, con respecto a un conjunto de muestras representativas de su
grupo (negro); B) superposiciéon del patron de N-acetil-glutamato (gris) sobre el espectro de la
muestra C85 (verde)

Controles C10 y C4é: los espectros de ambas muestras presentaban sefiales
correspondientes al propilenglicol, compuesto minoritario descrito en suero
con concentraciones similares a las de metabolitos como la creatina o el
acetato (Figura 30) (Psychogios et al, 2011). El estudio de Psychogios y
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IIl. Resultados y desarrollo argumental

colaboradores describe concentraciones elevadas de este compuesto como
una contaminacién exdgena. Se trata de un compuesto ampliamente utilizado
como disolvente en la industria farmacéutica, en cosméticos, alimentos, etc. La
intensidad de las sefiales observada en los espectros de estas dos muestras
(Figura 38) seria compatible con una contaminacién, probablemente producida
durante la recogida de las muestras.
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Figura 38: Espectros '"H-RMN CPMG de las muestras C10 y C46 identificadas como outliers
en el grupo control. A) comparacién de las muestras C10 y C46 (verde), donde se indican las
sefales responsables de su comportamiento andémalo, con respecto a un conjunto de muestras
representativas de su grupo (negro); B) superposicion del patrén de propilenglicol (gris) sobre
los espectros de ambas muestras (verde)

Tabla 14: Resumen muestras excluidas en el grupo control como outliers
Justificacién del perfil

Muestra Tipo de outlier Metabolitos

identificado
AST/GOT [0-31]: 44*
N-acetil-glutamato ALT/GPT [0-31]: 49*
C85 Moderado elevado GGT [7-32]: 128*
FA [7-32]: 114*
ilenglicol:
C46, C10 Moderado propriengtico (Psychogios et al., 2011)

contaminacion
ICM: indice de masa corporal; TAG: triacilglicéridos, CT: colesterol total, AST/GOT: aspartato
aminotransferasa/glutamato-oxalacetato transaminasa; ALT/GPT: alanina
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aminotransferasa/glutamato-piruvato

Ill. Resultados y desarrollo argumental

transaminasa; GGT: y-glutamil transpeptidasa; FA:

fosfatasa alcalina; * valores que se encuentran fuera del rango considerado como normal

C. Homogeneidad muestral

2]

Tras la exclusion de los outliers, se evalud el posible efecto de otras variables
clinicas (FCM, estadio de la enfermedad, etc) e instrumentales (dia de
adquisicion de los experimentos, etc.) en la distribucién de las muestras
siguiendo el mismo procedimiento que en el estudio de orina. El anélisis de
PCA (Figura 39) no reveld ninguna tendencia o subgrupo que respondiera a las
variables evaluadas.

o .
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Figura 39: Andlisis no supervisado mediante PCA de todas las muestras incluidas en el

estudio. Las muestras han sido coloreadas en funcion de distintas variables. A) FCM: FF, fase

folicular; FL, fase luteal; B) dia de adquisicion de los experimentos de RMN
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De forma anéloga a lo que sucedia en el estudio de orina, en el grupo de
pacientes con endometriosis, los estadios tempranos de la enfermedad sdlo
estaban representados por 6 pacientes. En la Figura 40 se observa como las
muestras de plasma procedentes de pacientes en estadios tempranos (Il) y
avanzados (Ill/IV) se distribuyen de forma homogénea en el score plot, no
observandose ninguna agrupacion debido al estadio de la enfermedad.

04

0.6

Figura 40: Andlisis no supervisado mediante
PCA de las pacientes de endometriosis. Las
muestras han sido coloreadas en funcién del
estadio de la enfermedad
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2.4 Discriminacion entre controles y pacientes con endometriosis

2.4.1 Andlisis estadistico multivariante

Una vez finalizado el andlisis no supervisado, se llevd a cabo el analisis
discriminante entre ambos grupos de muestras (controles, n=20; pacientes con
endometriosis, n=50) utilizando el método supervisado OPLS-DA. El modelo
resultante, tras la comparacién de los perfiles 'H-RMN CPMG de ambos grupos,
mostré una baja capacidad discriminante, con unos valores de R?Y=0.268 y
Q2=0.137 (Figura 41).
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Figura 41: Andlisis estadistico supervisado. Score plot del modelo OPLS-DA obtenido de la
comparaciéon de los espectros 'H-RMN CPMG procedentes del grupo de pacientes con
endometriosis (rojo) y del grupo control (verde)

Teniendo en cuenta la baja capacidad discriminante del modelo obtenido,
se realizd una seleccién de variables, con el fin de conservar Unicamente las
variables relevantes en la separacién entre ambos grupos de muestras. Para
ello, se utilizo la misma estrategia que en el estudio de orina y se seleccionaron
sélo aquellas variables o regiones del espectro cuya relacion
CoeffCS/CoeffCScvSE >1. En este nuevo modelo OPLS-DA, construido con el
41.34% de las variables, sdlo se consiguié incrementar ligeramente los valores
de R?Y y Q? (R?Y =0.283 y Q? =0.187). Sin embargo, a diferencia de lo que
sucedia en el anélisis multivariante de orina, el test de permutacién no reveld
sobreajuste en el modelo, y los valores de R?Y y Q? obtenidos tras las 100
permutaciones se ajustaban a los limites recomendados (Figura 42).
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71
/
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Figura 42: Anélisis estadistico supervisado y validacién interna tras la seleccién de variables.
A) modelo OPLS-DA obtenido de la comparacion de los espectros '"H-RMN CPMG procedentes
del grupo de pacientes con endometriosis (rojo) y controles (verde) excluyendo las variables
identificadas como no relevantes en la discriminacion entre ambos grupos; B) test de
permutacion (100 permutaciones aleatorias) obtenido a partir del modelo PLS-DA con un
numero de componentes equivalentes al modelo OPLS-DA. El eje Y representa los valores de
R2Y (verde) y Q? (azul) para cada uno de los 100 modelos permutados con respecto a los valores
del modelo original y el eje X muestra los coeficientes de correlacién entre los modelos
permutados y el modelo original

2.5 Identificaciéon y cuantificacién de los metabolitos asociados a la
endometriosis

El anélisis estadistico multivariante, al igual que en orina, no permitié la
obtencién de modelos fiables capaces de discriminar entre las pacientes con
endometriosis y las mujeres del grupo control. La identificacién de los
metabolitos que diferian significativamente entre ambos grupos se llevo a cabo
mediante una aproximacién univariante que incluyd dos etapas. La primera
consistid en la integracién de todas las sefiales presentes en el espectro
empleando un bucketing de anchura variable. En la segunda parte de anélisis,
se deconvolucionaron los espectros para resolver el problema de solapamiento
de sefiales e integrar de forma aislada los metabolitos de interés.

I. Bucketing de anchura variable de todo el espectro

La integracién de todo el espectro se realizd utilizando un bucketing de
anchura variable. Se seleccionaron un total de 52 regiones que fueron
integradas y normalizadas respecto a la intensidad total del espectro en AMIX
(Bruker, BioSpin). El p-valor correspondiente a cada metabolito se determind
utilizando el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney (Tabla 15).
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Tabla 15: Variaciones de los metabolitos basadas en bucketing variable

Pacientes con endometriosis (n=50) vs. Grupo control (n=20)

8 'H (ppm)® Metabolito Multiplicidad p-valor® % variacién®
8.4495-8.4375 Formato s 0.384 3.62
8.1895-8.1605 U1 d 0.668 -1.56
7.4305-7.3905 Fenilalanina t 0.897 -1.58
7.0515-7.0305 Histidina s 0.897 0.00
6.8955-6.8695 Tirosina d 0.825 -2.00
5.3465-5.2315 Ac. grasos (-CH=CH-) m 0.959 -1.57
5.2005-5.1555 Glicerol m 0.056 -26.70
4.3055-4.2645 Glicerol/GPC m 0.207 7.16
4.2465-4.2045 Treonina m 0.533 -3.86
4.1225-4.0735 Lactato q 0.356 -14.61
4.0715-4.0425 Mioinositol/Lipido t 0.073 -21.97
3.9695-3.9555 Serina m 0.550 5.16
3.9155-3.9075 Creatina s 0.059 11.02
3.8475-3.7955 Glucosa m 0.866 1.18
3.6595-3.6215 Glicerol m 0.050 7.31
3.6045-3.5815 Valina/GPC d 0.025* 9.45
3.3545-3.3415 Uz s 0.435 10.62
3.3405-3.3205 Prolina m 0.398 5.30
3.2555-3.2405 TMAO/Glucosa s 0.247 5.00
3.2145-3.1665 Metabolitos de la colina m 0.004* 14.22
3.1405-3.1295 u3 s 0.507 -27.04
3.0595-3.0365 U4 d 0.237 5.29
3.0355-3.0205 Creatina/Creatinina s 0.370 4.48
3.0195-2.9875 Lisina t 0.067 7.07
2.9645-2.9155 us m 0.079 8.94
2.9145-2.8635 ué m 0.073 10.66
2.8155-2.7815 u7 m 0.135 -45.84
2.7815-2.6945  Ac.grasos (-CH=CH-CH,-CH=CH-) m 0.716 1.78
2.6235-2.5965 Metionina t 0.073 12.41
2.5395-2.5005 Citrato d 0.927 2.38
2.4635-2.4155 Glutamina m 0.172 5.01
2.3595-2.3515 Piruvato s 0.687 -15.10
2.3145-2.2955 3-hidroxibutirato d 0.176 22.45
2.2715-2.2595 Acetoacetato s 0.304 16.31
2.2415-2.1645 Ac. grasos (-CH>-CH,CO) m 0.227 -12.08
2.1425-2.0815 Glutamato/Glutamina m 0.304 3.21
2.0455-2.0145 NAC m 0.232 -2.34
2.0135-1.9065 Ac. grasos (-CH,-CH,-CH=CH-) m 0.311 -1.05
1.9055-1.8955 Acetato s 0.668 0.95
1.8935-1.8585 Arginina/Lisina m 0.181 5.53
1.7475-1.6525 Leucina/Arginina/Lisina m 0.189 6.22
1.6055-1.5165 Ac. grasos (-CH,-CH,CO) m 0.081 -13.77
1.4765-1.4515 Alanina d 0.128 6.18
1.2995-1.1925 Lipoprot.: HDL, LDL, VLDL (-CHy), m 0.413 -3.75
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1.0665-1.0425 Fucosa d 0.056 9.36

1.0395-1.0085 Valina d 0.002* 16.28
1.0045-0.9845 Isoleucina d 0.011* 11.17
0.9595-0.9265 Leucina/lsoleucina t 0.027* 7.54
0.8925-0.7725  Lipoprot.: HDL, LDL, VLDL (-CHs) m 0.034* 4.82
0.6925-0.6615 us m 0.237 -8.46
0.6606-0.6125 Colesterol m 0.122 8.21

rango de desplazamientos quimicos de las regiones del espectro integradas; Pp-valor
calculado mediante el test de la U de Mann-Whitney; variaciones relativas en la intensidad de
los metabolitos de las pacientes con endometriosis respecto a las mujeres del grupo control.
GPC: glicerofosfocolina, NAC: grupos N-acetilo; Ui: metabolito desconocido. Multiplicidad (s:
singlete; d: doblete; t: triplete; m: multiplete)

Como se muestra en la Figura 43, en practicamente todas la regiones
identificadas como relevantes (p-valor <0.05) en la discriminaciéon entre
controles y pacientes con endometriosis existe solapamiento de varios
metabolitos. Mediante la deconvolucion de los espectros se tratd de extraer la
informacién contenida en estas regiones y analizar las sefiales de forma aislada
para identificar qué metabolitos estaban contribuyendo a las diferencias entre
ambos grupos.

A

JU

Tl

Figura 43:

Regiones

estadisticamente significativas

con

solapamiento de sefales.

Superposicion de un espectro 'H-RMN CPMG representativo de plasma (negro) con los
patrones de los metabolitos identificados en las regiones significativas. A) regién 3.6045-3.5815
ppm: valina (rojo), GPC (verde); B) region 3.2145-3.1665 ppm: GPC (verde), colina (azul); C)
region 1.039-0.9265 ppm: valina (rojo), leucina (azul), isoleucina (morado)

[Il. Analisis de los espectros deconvolucionados

La descomposicién de los espectros se llevd a cabo mediante el algoritmo
GSD de MNova (MestReNova v8.1.2). Tras el alineamiento y deconvolucién de
los espectros, sélo se integraron aquellas sefiales que presentaban un buen
alineamiento y estaban completamente aisladas del resto de metabolitos.
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Las sefales integradas se normalizaron respecto al éarea total de su
correspondiente espectro deconvolucionando y se analizaron mediante
estadistica univariante utilizando el test de la U de Mann-Whitney. Los
metabolitos con p-valores <0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos entre ambos grupos de muestras (Tabla 16).

Tabla 16: Variaciones de los metabolitos basadas en los espectros deconvolucionados

Pacientes con endometriosis (n=50) vs. Grupo control (n=20)

8 'H (ppm)® Metabolito Multiplicidad p-valorb % variacién®
8.446-8.439 Formato s 0.156 13.19
8.184-8.162 U1 d 0.576 -28.90
7.428-7.397 Fenilalanina t 0.979 -0.06
7.190-7.180 Tirosina s 0.765 1.04
7.045-7.039 Histidina s 0.726 -1.34
5.229-5.216 Glucosa d 0.845 -1.30
4.144-4.124 3-hidroxibutirato m 0.075 41.06
4.117-4.077 Lactato q 0.281 -17.13
4.040-4.031 Creatinina s 0.031* -11.11
3.945-3.937 Serina m 0.835 -3.06
3.915-3.909 Creatina s 0.069 19.98
3.847-3.798 Glucosa m 0.755 3.32
3.598-3.585 Valina/GPC d 0.003* 20.28
3.307-3.298 Prolina m 0.507 0.59
3.290-3.285 Mioinositol t 0.677 2.27
3.210-3.179 Metabolitos de la colina m 0.005* 12.93
2.536-2.529 Citrato s 0.835 1.97
2.268-2.262 Acetoacetato s 0.237 22.51
2.139-2.082 Glutamina m 0.483 3.17
2.028-2.020 NAC s 0.475 5.68
1.905-1.898 Acetato s 0.391 7.07
1.895-1.876 Lisina/Arginina m 0.047* 16.50
1.744-1.729 u3 m 0.073 22.52
1.475-1.454 Alanina d 0.247 5.83
1.426-1.410 U4 d 0.164 -17.43
1.408-1.388 us t 0.391 12.10
1.065-1.046 Fucosa d 0.006* 20.20
1.001-0.984 Isoleucina d 0.135 11.40
0.983-0.966 Valina d 0.003* 18.99
0.958-0.941 Leucina t 0.311 6.17

rango de desplazamientos quimicos de las regiones del espectro integradas; Pp-valor
calculado mediante el test de la U de Mann-Whitney; “variaciones relativas en la intensidad de
los metabolitos de las pacientes con endometriosis respecto a las mujeres del grupo control.
NAC: grupos N-acetilo; Ui: metabolito desconocido. Multiplicidad (s: singlete; d: doblete; t:
triplete; m: multiplete)
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Se observd que el plasma procedente de pacientes con endometriosis, en
relacion al grupo control, presentaba niveles elevados de valina, fucosa,
metabolitos derivados de la colina y la regién correspondiente a la lisina y
arginina, asi como niveles reducidos de creatinina (Tabla 16).

La deconvolucién supuso un aumento significativo de la complejidad de los
espectros al revelar las sefiales solapadas en el espectro original pero, al mismo
tiempo, permitié obtener una mayor resolucién, aislando los picos y evitando la
influencia de las regiones préximas (Figura 44).

Lipoproteinas: HDL, LDL, VLDL (-CHz)»

" Isoleucina
Valina

Isoleucina

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1.12 1.10 1.08 1.06 1.04 1.02 1.00 0.98 0.96 0.94 0.92 0.90 0.88 0.86 0.84 0.82 0.80 0.78 0.76
ppm

Figura 44: Regiéon representativa de un espectro de plasma 'H-RMN CPMG
deconvolucionado. El algoritmo GSD descompone el espectro en el conjunto de picos que lo
componen generando un espectro sintético (rojo) con resolucion de 1 Hz. La regién entre 1.12
-0.90 ppm permite la integracién aislada de la fucosa, valina, isoleucina y leucina
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En términos generales, este analisis de deconvoluciéon permitid:

1. Verificar la significancia de algunas de las regiones identificadas
previamente a la descomposicion de los espectros: valina, metabolitos que
contienen colina, region de la lisina/arginina.

2. Evidenciar algin posible falso positivo, es decir, metabolitos que habian
sido identificados como significativos entre controles y endometriosis,
previamente a la deconvolucién, pero que al aumentar la resolucién de los
espectros y analizarlos de forma aislada dejaron de serlo: leucina e
isoleucina.

3. Descubrir algin posible falso negativo, es decir, sefiales que por estar
solapadas con otros metabolitos no se identificaron como significativas
pero que, al ser analizadas separadamente, presentaban diferencias
estadisticamente significativas (p-valor < 0.05) entre ambos grupos: fucosa,
creatinina.

Por tanto, este segundo analisis no se restringié a las regiones identificadas
como significativas en el analisis de bucketing variable, sino que se intentaron
descomponer todas aquellas regiones en las que el solapamiento entre
metabolitos pudiera estar enmascarando diferencias relevantes entre ambos
grupos.

2.6 Interpretacion biolégica

En la actualidad existen muy pocos estudios que relacionen la endometriosis
con alteraciones en los niveles de metabolitos especificos. Solamente tres de
ellos, dos en suero y uno en plasma, han estado dirigidos a la identificacién de
un grupo relativamente grande de metabolitos relacionados con la
endometriosis (Dutta et al., 2012; Jana et al., 2013; Vouk et al., 2012).

Los resultados de este estudio metabolémico revelan que las pacientes con
endometriosis presentan una firma metabdlica especifica caracterizada por
niveles aumentados de metabolitos que contienen colina (MCCs), fucosa, valina,
la regién correspondiente a la lisina/arginina y los grupos CHs procedentes de
las lipoproteinas, asi como una disminucién en los niveles de creatinina.

Tal y como se ha expuesto anteriormente, la endometriosis es un proceso
inflamatorio caracterizado por la capacidad del tejido endometrial de crecer,
infiltrar y diseminarse de forma similar al tejido tumoral. Un estudio previo
(Berkes et al., 2013; Manjula et al., 2010) establecié un paralelismo entre el
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cancer y la endometriosis y propuso que la glicosilacién, un proceso implicado
en la comunicacion celular, respuesta inmune, inflamaciéon y progresién tumoral
(Berkes et al., 2013; Manjula et al., 2010), también podria estar jugando un
papel importante en la patogénesis y progresién de la endometriosis. Asi,
Berkes y colaboradores (Berkes et al., 2013; Manjula et al., 2010) en su estudio
encontraron alteraciones en el glicoma del plasma de pacientes con
endometriosis que conectarian ambos procesos. Esto explicaria los elevados
niveles de fucosa presentes en las muestra de plasma de las pacientes con
endometriosis con respecto al grupo control. Nuestros resultados concuerdan
con los reportados en otros estudios donde se ha observado que las
concentraciones séricas de fucosa estdn aumentadas tanto en cancer (cancer
de mama, canceres ginecoldgicos, leucemia, etc.), como en enfermedades
benignas (Manjula et al., 2010). La causa de los niveles altos de fucosa en suero
ha sido atribuida a la liberacién de glicoproteinas como consecuencia de la

destruccién tisular o de la sintesis local por parte de las células tumorales
(Manjula et al., 2010; Shetty et al., 2013).

Entre los metabolitos que contienen colina (MCCs) se encuentran la colina, la
fosfocolina y la glicerofosfocolina (GPC) (Griffin et al., 2001), constituyentes
clave de las membranas celulares. Estos compuestos proceden de la
degradacion de los fosfolipidos de colina por la accién consecutiva de varios
enzimas: la fosfolipasa D (PLD), que produce colina y acido fosfatidico, y la
fosfolipasa A1 y A2 (PLAT y PLA2), que producen &cidos grasos libres y
glicerofosfocolina (GPC) (Gibellini & Smith, 2010). El incremento en los niveles
de los MCCs observados en las pacientes con endometriosis estaria justificado,
por un lado, por los resultados de un estudio metabolémico previo realizado en
suero (Jana et al., 2013), y por otro, por los hallazgos de varios grupos relativos
a la expresién y actividad del enzima PLA2 en estas pacientes. En uno de esos
trabajos se observd que la actividad de este enzima estaba aumentada en el
fluido peritoneal de las pacientes con endometriosis (Sano et al., 1994).
Posteriormente, se demostrd que la PLA2 era el gen mas sobreexpresado en el
endometrio ectopico en comparacién con el endometrio eutdpico (Eyster et al.,
2007). La sobreexpresién de PLA2 en endometrio ectdépico también ha sido
observada por el grupo de Vouk y colaboradores (Vouk et al, 2011) que
recientemente ha publicado un estudio donde se sugiere que la endometriosis
podria estar asociada a niveles altos de esfingomielina y fosfatidilcolina (Vouk
et al., 2012) y proponen el bloqueo especifico de la ruta de la PLA2 como
posible diana terapéutica.
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Nuestro estudio confirma otra observacién previamente realizada por Dutta
y colaboradores ((Dutta et al., 2012). En este estudio metabolémico, se observd
que las pacientes con endometriosis presentaban niveles altos de valina con
respecto a las mujeres del grupo control. Dada la analogia que se establece
entre la endometriosis y los procesos tumorales (Somigliana et al., 2006), el
aumento en los niveles de este aminoéacido parece estar relacionado con el
metabolismo especifico de aminoécidos de cadena ramificada en las células
tumorales (Fan et al., 2012).

Con respecto al perfil lipidico de las muestras de plasma, estudios anteriores
han descrito que las pacientes con endometriosis presentan un perfil lipidico
desfavorable caracterizado por niveles elevados de lipoproteinas,
fundamentalmente, lipoproteinas de baja densidad (LDL), en comparacién con
las mujeres del grupo control (Melo et al., 2010). La inflamacién y el estrés
oxidativo, procesos etiopatogénicos comunes a la ateroesclerosis, han sido
postulados como los mecanismos responsables de estas alteraciones. En
nuestro estudio observamos niveles significativamente superiores en la regién
del espectro correspondientes a los grupos CHs de las lipoproteinas (Tabla 15)
en las pacientes con endometriosis. Seria necesario un analisis mas exhaustivo
del metabolismo lipidico en estas mujeres con el fin de identificar el tipo de
lipoproteinas que estan alteradas y evaluar posteriormente el grado de
compatibilidad de dicho perfil con los estudios publicados y la relacién inversa
que se ha observado entre la endometriosis y el IMC.
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3. ESTUDIO DE TEJIDO
3.1 Caracterizacion metabdlica del tejido endometriésico

De forma complementaria al anélisis de los biofluidos se recogieron distintas
muestras de tejido en ambos grupos de estudio: aspirado endometrial
(endometrio eutdpico), implante peritoneal (endometrio ectépico o lesion
endometridsica) y peritoneo sano.

El objetivo de este estudio fue la caracterizacion de los perfiles metabdlicos
de los distintos tipos de tejidos relacionados con la enfermedad y la
comparacién de dichos perfiles en cada uno de los grupos de estudio. La
identificacion de diferencias entre las mujeres con endometriosis respecto al
grupo control podria ser de gran utilidad para establecer correlaciones entre el

metabolismo tisular y las alteraciones previamente descritas en el andlisis de los
biofluidos.

La mayoria de los espectros de RMN se adquirieron en un espectréometro de
600 MHz, previa extraccién de los metabolitos polares y apolares, dando lugar
a las correspondientes fases acuosas y orgénicas, respectivamente. En algunos
casos, se analizd el tejido intacto utilizando un espectrometro de 500 MHz
equipado con una sonda HR-MAS (Figura 45).
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Figura 45: Espectros 'H-NMR representativos de todas las muestras de tejido analizadas
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En primer lugar, tras la adquisicion y procesado de los espectros, se llevd a
cabo la asignacién de cada uno de los tejidos. De manera general, las sefales
identificadas en las fases acuosas corresponden a metabolitos hidrosolubles,
mayoritariamente aminoéacidos (valina, leucina, isoleucina, glutamato, lisina,
etc.), &cidos orgénicos (formato, lactato, succinato, etc.), azicares y nucleétidos.
Por otro lado, las fases organicas dan lugar a espectros dominados por sefiales
anchas, localizadas entre 0.80 y 6.00 ppm, correspondientes a diferentes
metabolitos lipidicos como colesterol libre y esterificado, triacilglicéridos,
fosfolipidos y acidos grasos.

El anélisis por RMN proporciond en todos los casos espectros de alta calidad,
lo que permitié el anélisis detallado de ambas fases en los dos tipos de tejido
estudiados: tejido endometrial y tejido peritoneal.

Tejido endometrial: se analizé tanto el aspirado endometrial (endometrio
eutdpico), obtenido directamente del Gtero, como las lesiones endometridsicas
(endometrio ectdpico), localizadas concretamente en la cavidad peritoneal, es
decir, implantes peritoneales (Figura 46 y 47).
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Figura 46: Asignacién de un espectro '"H-RMN CPMG representativo de la fase acuosa de una
lesion endometridsica. La regién del espectro correspondiente a la sefial del agua ha sido
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excluida del espectro. A) espectro completo; B, C, D) ampliaciones del espectro. Metabolitos
asignados: 1, 2-hidroxi-isovalerato; 2, leucina; 3, isoleucina; 4, valina; 5, etanol; 6, lactato; 7,
alanina; 8, lisina; 9, arginina; 10, acetato; 11, prolina; 12, glutamato; 13, glutamina; 14, glutatién;
15, succinato; 16, carnitina; 17, aspartato; 18, asparagina; 19, creatina; 20, colina; 21, fosfocolina;
22, glicerofosfocolina; 23, taurina; 24, mioinositol; 25, prolina; 26, escilo-inositol; 27, metanol; 28,

glucosa; 29, dlicina; 30, ascorbato; 31, inosina; 32, glucdgeno; 33, uracilo; 34, uridina; 35, ADP;
36, fumarato; 37, tirosina; 38, histidina; 39, fenilalanina; 40, nicotinurato; 41, hipoxantina; 42,
formato

o

Figura 47: Asignacién de un espectro 'H-RMN CPMG representativo de la fase organica de
una lesién endometridsica. Los lipidos mayoritarios presentes en el tejido endometrial son
esteroles como el colesterol (verde), triacilgliceroles (gliceril tripalmitato, gliceril trioleato,
gliceril trilinoleato, etc.) (rojo), fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, etc.) (azul) y
4cidos grasos (4c. esteérico, &c. oleico, ac. linoleico, etc.) (negro)

En la Tabla 17 se detallan las sefiales mas relevantes del colesterol y los
grupos funcionales especificos de cada familia lipidica identificada. Los grupos
funcionales comunes a los distintos tipos de lipidos, grupos metilo (-CHs) y
metileno (-CHy), han sido clasificados de forma genérica como residuos de
acidos grasos (Kostara et al., 2010; Subramanian et al., 2008; Wishart et al.,
2013).
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Tabla 17: Caracteristicas quimicas y espectroscépicas de las sefiales identificadas en los
extractos organicos de las lesiones endometridsicas

Lipidos N° Asignacion Multiplicidad
Colesterol 1 -CigHs s
2 -CyHs d
3 -C24H3 d
4 —C27H3 d
5 -C25H3 S
6 -C4H2-CsHy; CoiHo-CaHo m
7 'C?HZ'CK}HZ m
8 -Cwst m
9 =C11H dd
1 CiH; CsH, del glicerol dd
2 C;H del dlicerol m
Fosfolipidos 1 N*CH2)s s
(0]
o CH _ [ —
iAo~ oBo_—fion 2 CH,OR-CHOR'-CHzX m
OYO o CHa 3 CH,;OR-CHOR'-CH,-X m
R
4 CH;OR-CHOR'-CH2-X m
Residuos de acidos grasos 1 -CHs t
2 —CHz m
3 -COO-CHy-CH; m
fo) 4 —CHz-CHz-CH=CH— m
CHg(CHz)acsz/\/\)J\OH 5 -COO-CH,-CH; m
6  -CH=CH-CH>-CH=CH- m
7 (-CH=CH-CH,-CH=CH-)n (n>1) m
8 -CH=CH- m

Multiplicidad: s, singlete; d, doblete; t, triplete; m: multiplete; dd: doble doblete
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Peritoneo sano: se analizd también el peritoneo sano por ser el tejido diana
donde se localiza el endometrio ectépico (Figura 48 y 49).
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Figura 48: Asignacién de un espectro 'H-RMN CPMG representativo de las fase acuosa de
una muestra de peritoneo sano procedente de una paciente con endometriosis. La region del
espectro correspondiente a las sefiales del agua ha sido excluida del espectro. 1: isoleucina; 2:
leucina; 3: valina; 4: etanol; 5: lactato; é: alanina; 7: lisina; 8: arginina; 9: acetato; 10: glutamato;
11: glutamina; 12: piruvato; 13: succinato; 14: aspartato; 15: creatina; 16: creatinina; 17: colina;
18: glicerofosfocolina; 19: glucosa; 20: taurina; 21:mioinositol; 22: esciloinositol; 23: metanol; 24:
glicerol; 25: inosina; 26: uridina; 27: tirosina; 28: histidina; 29: fenilalanina; 30: hipoxantina; 31:

formato
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Gliceril trilinoleato
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Gliceril trioleato
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Figura 49: Espectro '"H-RMN CPMG representativo de la fase orgénica del peritoneo sano
procedente de una paciente con endometriosis. Superposicién de un espectro representativo
de plasma (negro) con los espectros de tres triacilglicéridos de distinta longitud y grado de
insaturacion. La asignacién de los principales sefales identificados se resume en la Tabla 18. El
cédigo de colores muestra los distintos 'H presentes en los triacilglicéridos (p.ej., gliceril
trilinoleato) que contribuyen a cada una de las sefiales del espectro

Como se observa en la Figura 49, a diferencia de lo observado en la fase
orgéanica de las muestras de tejido endometrial, el extracto no-polar del
peritoneo sano es fundamentalmente una mezcla de triacilglicéridos de distinta
complejidad. En la Tabla 18 se detalla la asignacién de las sefiales que en
mayor medida estan contribuyendo al perfil orgénico de las muestras de
peritoneo sano. Las sefiales mas representativas corresponden a los 'H del
esqueleto del glicerol de los triacilglicéridos representados como 3 sefales en
la region 4.10-4.30 ppm del espectro (7, 8).
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Tabla 18: Caracteristicas quimicas y espectroscépicas de las sefiales de los triacilglicéridos
identificados en los extractos organicos de peritoneo sano

Lipidos N° Asignacion Multiplicidad

Triacilglicéridos 1 -CH3 t

2 -CH; m

0 3 -COO-CH,-CH; m

WOJ\/O\/\/\/:\/:\/\/\ CHo 4 -CHy-CHyCH=CH- m

2>>OJ\/W\/W\/\CH3 5 -COO-CH,-CH; m

b o e 6  -CH=CH-CH,-CH=CH- m
NS S N NN . _

o 7 CiHz; CsH2 del dlicerol dd

8 C:H del glicerol dd

9 -CH=CH- m

3.2 Comparacién de los perfiles metabélicos

Una vez caracterizados los perfiles metabdlicos de los distintos tipos de
tejido, se procedié a la comparacién de los perfiles procedentes de las
pacientes con endometriosis respecto a las mujeres del grupo control.
Mediante este andlisis se pretendia identificar las posibles alteraciones
metabdlicas en los distintos tipos de tejidos debido a la presencia de la

enfermedad. Para ello se realizaron las siguientes comparaciones (Figura 50):

Implante peritoneal
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Figura 50: Comparaciones realizadas entre los perfiles metabdlicos de las distintas muestras

de tejido de los dos grupos de estudio
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1. TEJIDO PERITONEAL

Las lesiones endometridsicas analizadas en este estudio se localizan en el
tejido peritoneal. En las pacientes con endometriosis, y en contraposicion a lo
que sucede en las mujeres del grupo control, el tejido endometrial tiene la
capacidad de implantarse y crecer sobre el tejido peritoneal. En estas pacientes,
el perfil del tejido peritoneal podria presentar alteraciones metabélicas como
consecuencia de la enfermedad o bien porque el propio tejido posee
determinadas caracteristicas que favorecen la supervivencia del tejido autélogo.

Con el objetivo de determinar si el tejido peritoneal de las mujeres con
endometriosis posee un perfil metabdlico caracteristico, se compararon tanto
las fases acuosas como orgénicas de este tejido (Figura 51). Si la enfermedad
ha afectado al peritoneo sano, se esperaria que la firma metabdlica de este
tejido fuese diferente en las mujeres con y sin endometriosis.
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Figura 51: Comparacién de los espectros 'H-RMN CPMG del peritoneo sano de las pacientes

con endometriosis respecto al de las mujeres del grupo control. A) fase acuosa; B) fase
orgénica

En los espectros de las fases acuosas (Figura 51A), se observé que los
perfiles de este tipo de tejido no eran homogéneos. Independientemente de si
las muestras procedian del grupo control o del grupo de pacientes, se
identificaron dos perfiles metabdlicos diferentes. La diferencia mas evidente
entre ambos perfiles era la proporcién de glicerol (3.50-3.70 ppm) con respecto
al resto de metabolitos del espectro.

Dado que la heterogeneidad de los perfiles no estaba asociada a la
presencia/ausencia de endometriosis, ni tampoco al dia de preparacién de las
muestras o adquisicion de los experimentos, se traté de identificar el motivo de
la variabilidad observada. Una posible causa seria la distinta localizacién de las
muestras analizadas. Si las muestras procedian de zonas diferentes de la
cavidad peritoneal pudieron haber estado influidas por ambientes diferentes
dando lugar a las diferencias observas en los perfiles. Por otro lado, tampoco
se puede descartar que esta variabilidad sea consecuencia de un diferente
rendimiento durante el protocolo de extraccién de los metabolitos.

A la vista de los resultados, seria necesario analizar un mayor ndmero de

muestras y evaluar el posible impacto de la localizacién de las muestras y el
método de extraccion en sus perfiles metabdlicos. La estandarizacion de los
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protocolos durante las etapas de recogida y procesado de las muestras
permitird garantizar una mayor reproducibilidad de los resultados y confirmar o
descartar la presencia de una firma metabdlica caracteristica en el tejido
peritoneal de las pacientes con endometrio.

2. ASPIRADO ENDOMETRIAL

Como se ha descrito anteriormente, existen varias teorias sobre la etiologia
de la enfermedad, pero ninguna de ellas es capaz de explicar por qué, siendo
la menstruacién retrograda un proceso casi universal, la endometriosis sélo se
desarrolla en el 10% de las mujeres. Si el endometrio de las pacientes
presentara un metabolismo celular caracteristico que contribuyera a su
implantacion ectdpica supondria, en cierto modo, que estas mujeres presentan
una predisposicion a desarrollar la enfermedad.

Con el fin de determinar si efectivamente existen diferencias en el perfil del
endometrio eutdpico de las mujeres con y sin endometriosis, se compararon
los espectros de RMN del aspirado endometrial en ambos grupos (Figura 52).
La identificacién de los metabolitos responsables de estas diferencias y las
rutas en las que participan constituiria un importante avance en el
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la implantacion y
proliferacién de este tejido fuera del Utero.
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Figura 52: Comparacién de los espectros de '"H-RMN CPMG del endometrio eutépico en las
mujeres con y sin endometriosis. A) fase acuosa; B) fase orgénica

A diferencia de lo que ocurria con las muestras de peritoneo sano, los
perfiles de aspirados endometrial son homogéneos tanto en las fases acuosas
como en las orgénicas (Figura 52). Pese a tratarse de un analisis exploratorio
con un numero limitado de muestras, se observaron diferencias en los perfiles
de las fases acuosas entre ambos grupos de muestras (Figura 52A),
concretamente en las sefiales correspondientes al acetato (1.91 ppm), acetona
(2.23 ppm), ascorbato (3.72 ppm) y formato (8.44 ppm), entre otros. Para
comprobar si las diferencias observadas son reproducibles, seria necesario
realizar estudios adicionales basados en un niUmero mayor de muestras.

3. IMPLANTE PERITONEAL

Por dltimo, en el grupo de pacientes con endometriosis, se compard el
endometrio eutdpico con respecto a este mismo tejido en su localizacién
ectopica (implantes peritoneales) (Figura 53). El endometrio en la cavidad
peritoneal podria adquirir un comportamiento diferente lo que evidenciaria las
posibles rutas metabdlicas alteradas en estas lesiones.
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Figura 53: Comparacién de los espectros de 'H-RMN CPMG del endometrio en su
localizacién ectépica (implante peritoneal) con respecto al correspondientes endometrio en
su localizacién eutédpica (aspirado endometrial) en mujeres con endometriosis. A) fase acuosa;
B) fase orgénica
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En esta comparacion se observd que una parte de los implantes peritoneales,
tanto la fase acuosa como la orgénica, presentaban el mismo tipo de perfil que
el aspirado endometrial. Ciertamente, se trata del mismo tejido aunque
procedente de una localizacion anatémica diferente. Pero otra parte de las
muestras presentaban un perfil completamente diferente al endometrio
eutdpico. Estas diferencias eran especialmente evidentes en las fases orgénicas
(Figura 53B).

Curiosamente, al comparar los tres tipos de muestras procedentes de una
misma paciente con endometriosis (aspirado endometrial, implante peritoneal
y peritoneo sano), en algunos casos se observd que los implantes presentaban
el mismo perfil que el peritoneo sano (Figura 54B). La similitud entre ambos
tejidos podria explicarse por la localizacién de las lesiones. Como se expuso
anteriormente, las lesiones se escindieron de la cavidad peritoneal y parte del
peritoneo pudo quedar adherido a las lesiones. El perfil de RMN observado
seria, por tanto, una combinacién del correspondiente a ambos tipos de tejido.
En funcion de la proporcion de peritoneo sano que contuvieran los implantes,
los espectros se parecerian mas al perfil metabdlico del peritoneo o al del
tejido endometrial. En las fases acuosas (Figura 54A), estas mismas diferencias,
como consecuencia de la posible contaminacién con el tejido peritoneal, son
mucho mas discretas, quiza porque los perfiles polares de los distintos tipos de
tejido son maés parecidos entre si.

En base a estos resultados no fue posible concluir si el endometrio en su
localizacién ectdpica presentaba un perfil diferente al endometrio eutdpico,
debido a la heterogeneidad en los perfiles de las lesiones, probablemente
como consecuencia de la contaminacion con el tejido peritoneal.
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Figura 54: Perfiles metabolémicos "H-RMN CPMG de los tres tipos de tejido procedentes de
una misma paciente con endometriosis. A) espectros correspondientes a la fase acuosa. En
esta paciente el implante peritoneal presenta un perfil intermedio entre el aspirado
endometrial y el peritoneo sano; B) espectros correspondientes a la fase organica. El implante
peritoneal presenta el mismo perfil lipidico que el peritoneo sano
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En términos generales, el anélisis de las muestras de tejido endometrial y
peritoneal ha permitido la caracterizacién metabdlica de los distintos tipos de
tejido implicados en la endometriosis, lo que demuestra la versatilidad de la
técnica, capaz de obtener espectros de calidad para tejidos de distinta
naturaleza.

Finalmente, y tal como se ha sefialado con anterioridad, el estudio del tejido
tiene un gran valor como anélisis complementario al realizado en los biofluidos.
La caracterizacion de los perfiles de los distintos tipos de tejidos en cada una
de las situaciones expuestas podria ser de gran utilidad como validacién de las
alteraciones metabdlicas identificadas en orina y en plasma y un claro reflejo de
lo que sucede a nivel local en presencia de endometriosis.
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4. DISCUSION GENERAL

El estudio de los perfiles metabdlicos mediante RMN proporciona una visién
global de las alteraciones metabdlicas asociadas a la endometriosis. La
caracterizacién de los perfiles de orina y plasma, empleando una estrategia no
dirigida, ha permitido la identificacién de un conjunto de metabolitos cuyos
niveles difieren significativamente entre las pacientes con endometriosis y el
grupo control. Ademas, la identificacién de las rutas metabdlicas en las que
participan dichos compuestos ha permitido establecer una relacién entre los
perfiles metabolémicos y los mecanismos moleculares implicados en la
endometriosis.

La validacion de estos resultados requiere un estudio mas amplio que
incluya un nimero mayor de pacientes en los estadios iniciales de enfermedad.
La informacién proporcionada por este andlisis posibilitaria la identificacion de
biomarcadores de diagndstico temprano y de los mecanismo moleculares
implicados en el inicio de la enfermedad. Por otro lado, una distribucién
equilibrada de las muestras en los distintos estadios permitiria la comparacion
de los perfiles en las etapas tempranas y avanzadas de la endometriosis. A
través de este andlisis se podria determinar si existen cambios metabdlicos
asociados a la progresion de la enfermedad.

La obtencién de modelos estadisticos basados en un tamafio muestral
mayor permitiria, no sélo, comprobar la reproducibilidad de los perfiles
caracterizados en este estudio, sino también evaluar la relevancia y el posible
papel de cada uno de los metabolitos en la fisiopatologia de la enfermedad. En
particular, aquellos metabolitos cuyas concentraciones estaban alteradas de
forma significativa tanto en la orina como en el plasma de las pacientes con
endometriosis (creatinina, valina, lisina, fucosa y metabolitos de la colina).

Desde el punto de vista clinico, la implicacién mas importante del desarrollo
de un método de diagndstico no invasivo seria la reduccién de los riesgos y los
sintomas asociados a esta enfermedad, gracias a la facilidad de su traslacion a
la préactica clinica. La identificacién de uno o varios biomacador/es en orina o
plasma reduciria el lapso de tiempo desde la aparicion de los primeros
sintomas hasta el diagnostico definitivo de la enfermedad. Un diagnéstico mas
répido permitiria a las pacientes beneficiarse de un tratamiento temprano,
deteniendo asi la progresion de la enfermedad y minimizando las
complicaciones asociadas.
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Finalmente, el anélisis por RMN de los distintos tipos de tejido relacionados
con la endometriosis ha permitido su caracterizacién metabdlica en mujeres
con y sin endometriosis. Frente a la invasividad que implica el anélisis de este
tipo de muestras, la identificacién de alteraciones metabdlicas asociadas a la
endometriosis tiene un gran potencial para entender el metabolismo local e
identificar la rutas bioquimicas implicadas en el desarrollo de la endometriosis.
En estudio futuros, los perfiles metabolémicos de tejido podrian constituir una
herramienta complementaria al anélisis de biofluidos para el desarrollo de
nuevos biomarcadores de diagnéstico de la endometriosis.
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V. Conclusiones

. La metabolémica por RMN constituye una técnica eficaz, no invasiva y no
destructiva capaz de identificar y cuantificar la abundancia relativa de los
componentes metabdlicos de los biofluidos. La caracterizacion de los
perfiles metabdlomicos permite, ademas, relacionar las alteraciones
identificadas y los mecanismos moleculares implicados en la fisiopatologia
de la endometriosis.

. El anélisis de los espectros de orina de pacientes con endometriosis revela
un perfil metabdlico caracterizado por un aumento en los niveles de 4-PY,
guanidinosuccinato, creatinina, taurina, valina y 2-hidroxi-isovalerato y una
disminucién en los niveles de lisina en relacidon a las mujeres del grupo
control.

. El perfil metabolémico de las muestras de plasma procedentes de pacientes
con endometriosis estd definido por un incremento en los niveles de
metabolitos que contienen colina, fucosa, valina, lipoproteinas y la region
correspondiente con la lisina/arginina, asi como por una disminucién en los
niveles de creatinina.

. El conjunto de las alteraciones metabdlicas observadas en el perfil de
plasma y orina de las pacientes con endometriosis estan relacionadas de
forma directa o indirecta con la proliferacidon celular, inflamacion y estrés
oxidativo, todos ellos procesos celulares implicados en el desarrollo de la
endometriosis.

. La RMN ha permitido, ademaés, la obtencién de espectros de buena calidad
de los distintos tipos de tejidos asociados con la endometriosis (tejido
peritoneal, endometrio eutdpico y ectdpico) posibilitando su anélisis y
caracterizacién metabdlica en presencia y ausencia de la enfermedad.
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Nuclear magnetic resonance
metabolomic profiling of urine
provides a noninvasive alternative to
the identification of hiomarkers
associated with endometriosis

Sara Vicente-Munoz, M.Sc.,>° Inmaculada Morcillo, M.D.,® Leonor Puchades-Carrasco, Ph.D.,?
Vicente Paya, M.D.,® Antonio Pellicer, M.D.,>< and Antonio Pineda-Lucena, Ph.D.>
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Spain

Objective: To investigate whether urine metabolomic profile can be used to identify biomarkers associated to endometriosis.
Design: Prospective study. For each subject, a urine sample was collected after overnight fasting and before surgery.

Setting: University medical center.

Patient(s): The clinical cohort included 45 endometriosis patients, diagnosed at early (n = 6) and advanced (n = 39) stages of the dis-
ease, and 36 healthy women. All women underwent diagnostic laparoscopy to visually confirm the presence or absence of endometriotic
lesions.

Intervention(s): Metabolomic profiling of urine samples based on 'H-nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy in combination
with statistical approaches.

Main Outcome Measure(s): Comparative identification of metabolites present in urine from endometriosis patients and healthy
women.

Result(s): The urine metabolomic profile of endometriosis patients exhibited higher concentrations of N'-methyl-4-pyridone-5-
carboxamide, guanidinosuccinate, creatinine, taurine, valine, and 2-hydroxyisovalerate and decreased concentrations of lysine
compared with healthy women. Most of these metabolites are involved in inflammation and oxidative stress processes. These
pathophysiologic events had been previously described to be present in ectopic endometrial proliferation foci.

Conclusion(s): Overall, the results demonstrate the potential of 'H-NMR-based metabolomics, a rapid and noninvasive approach, to
identify metabolic changes associated to endometriosis in urine samples. This information could
be useful to get a better understanding of the pathogenesis of endometriosis, thus providing sup-
port to the noninvasive diagnosis of this pathology. (Fertil Steril® 2015; Il :ll-Hl. ©2015 by
American Society for Reproductive Medicine.)
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pain and infertility. Endometriosis is
defined by the presence of endometrial
tissue outside the uterine cavity (1) and

represents one of the most common
benign gynecologic disorders. The
exact prevalence of endometriosis is
unknown, but estimates range from

cologic disease, estrogen depen-
dent, and associated with pelvic

E ndometriosis is a chronic gyne-
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10% in women of reproductive age to
up to 50% in women with pelvic pain
and/or infertility (2, 3). Endometriosis
symptoms are highly variable, often
nonspecific, and common in the
general population. The wide range of
clinical manifestations complicates
the diagnosis of endometriosis based
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on symptoms or clinical examination. Furthermore, available
imaging techniques and blood tests have limited value as
diagnostic tools (4). The compounding effects of all these
factors contribute to diagnostic delays of an average of
8 years (5).

Currently, the definitive method to diagnose and classify
endometriosis is direct visualization at surgery, usually via
laparoscopy (2). But laparoscopy is an invasive procedure
and inappropriate for periodic restaging of the disease after
treatment. In this context, a biomarker, or a combination of
them, that could be measured in an easily accessible biofluid
would provide a starting point for the noninvasive diagnosis
of endometriosis. However, despite numerous efforts carried
out during the past years focused on the discovery of endome-
triosis biomarkers, nowadays, there is no simple test that can
be used to diagnose endometriosis with enough statistical
power to be applied in clinical practice. Thus, the discovery
of biomarkers in biologic fluids remains an unresolved
challenge.

Metabolomics focuses on the characterization of patterns
of metabolites present in body fluids or tissues and is leading
to advanced diagnostics and therapeutics (6). Metabolites are
low-molecular-weight compounds, end-products of meta-
bolism (7), that can be objectively measured and evaluated
as indicators of normal physiologic or pathologic processes,
pharmacologic responses to treatment, etc. (8). Disease status
is known to alter the metabolic composition of biofluids, in
qualitative and quantitative terms, by generating metabolic
signatures that correlate with a given pathologic condition
(9). The most commonly used analytic techniques for meta-
bolic profiling are nuclear magnetic resonance (NMR) spec-
troscopy and mass spectrometry (MS). In particular,
metabolomics with the use of '"H-NMR provides a robust
and reliable platform for the simultaneous measurement
and quantification of a wide range of metabolites in a given
sample (10) with minimal sample handling (11).

The aim of the present study was the characterization of
the urine metabolomic profile of endometriosis patients and
its comparison with that of healthy women. Our results
show that metabolites involved in inflammation and oxida-
tive stress processes play a very important role in this disease.
This information could be useful for getting a better under-
standing of the molecular mechanisms involved in the path-
ogenesis of endometriosis and contribute to the noninvasive
diagnosis of this disease.

MATERIALS AND METHODS
Study Design and Subjects

Patient recruitment was carried out at the Hospital Universi-
tario La Fe (Valencia, Spain), and measurement and analysis
of the urine metabolomic profiles were carried out at the Cen-
tro de Investigacion Principe Felipe (Valencia, Spain). Sam-
ples were collected from 81 volunteers recruited from
November 2009 to December 2012. Clinical diagnosis and
classification of subjects was performed with the use of lap-
aroscopy to visually confirm the presence or absence of endo-
metriosis. The group of women diagnosed with endometriosis
consisted of 45 patients aged 18-43 years, presenting

endometriosis-associated symptoms, who were scheduled
for laparoscopy for diagnosis and surgical treatment. Women
diagnosed with endometriosis were staged from I to IV ac-
cording to the revised American Society for Reproductive
Medicine score (12). The control group was composed of 36
healthy women aged 26-45 years, who underwent routine
diagnostic laparoscopy for tubal sterilization and, after dis-
carding the presence of endometriosis, were included in the
healthy individuals cohort. Menstrual cycle phases (MCPs)
were classified as follicular phase (cycle days 1-14) or luteal
phase (cycle days 15-28) after adjustment to a 28-day cycle.
Women with previous history of endometriosis or other gy-
necologic diseases, including fibroids, other ovarian cysts,
or pelvic inflammatory disease were excluded from the study.
None of the participating women had received hormonal
therapy for >1 month before surgery. In addition, women
diagnosed with any other disease or under pharmacologic
treatment were not included in the study. Clinical informa-
tion associated with each sample group is summarized in
Table 1.

Patient recruitment and sampling procedures were per-
formed in accordance with the Declaration of Helsinki and
applicable local regulatory requirements and laws and after
approval from the Ethics Committee of the Hospital Universi-
tario La Fe. Written informed consent was obtained from each
participant before being included in this study.

Sample Collection and NMR Sample Preparation

Urine samples were collected from each participant after
overnight fasting and before surgery into labeled tubes con-
taining 0.05% sodium azide (NaN5) to avoid bacterial growth
(13). After collection, samples were rapidly frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C until NMR analysis. For
NMR analysis, urine samples were thawed at room tempera-
ture and gently mixed before sample preparation. 700 uL
urine was centrifuged at 6000g for 10 minutes, 540 uL of
the supernate was added to 60 uL 1.5 mol/L potassium phos-
phate buffer (pH 7.4) containing 0.1% trimethylsilylpro-
pionic acid-d4 sodium salt (TSP) as internal standard
compound, and 0.05% NaN; in D,0. Then samples were
transferred to 5-mm NMR tubes and stored at 4°C until their
analysis.

TABLE 1

Clinical characteristics of the samples included in the urine
metabolomic study.

Healthy women Endometriosis patients

Characteristic (n = 36) (n = 45)
Age (y), mean + SD 547 £ 515 32.29 + 6.59
Menstrual cycle phase
Follicular 30 30
Luteal 6 1%
Stage of the disease
Minimal/mild (I-I1) - 6
Moderate/severe (llI-1V) - 39

Vicente-Munoz. Urine metabolomics of endometriosis. Fertil Steril 2015.
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NMR Spectroscopy and Spectral Processing

"H-NMR spectra were acquired at 300K on a Bruker Avance III
500 spectrometer (Bruker Biospin) operating at a 'H frequency
of 500.13 MHz and equipped with a 5-mm TBI broadband
probe. For each sample, two one-dimensional (1D) NMR ex-
periments were performed: 1) a standard Carr-Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG) spin-echo pulse sequence (14); and
2) a 1D nuclear Overhauser effect spectroscopy (NOESY) pulse
sequence generating an unedited spectrum with improved
solvent suppression (15). Sixteen free induction decays
(FIDs) were collected into 64K data points over a spectral
width of 20 ppm. Water resonance was presaturated with a
25-Hz pulse during a 4-second relaxation delay. Before Four-
ier transformation, each FID was zero filled and multiplied by
an exponential weighting function with a line broadening of
1 Hz. Transformed spectra were automatically phased and
baseline corrected with the use of Topspin 3.0 software
(Bruker Biospin), and the chemical shifts were referenced
internally to the TSP peak at 0.00 ppm. Additionally, two-
dimensional (2D) 'H-'H total correlation spectroscopy and
2D 'H-">C heteronuclear single quantum correlation experi-
ments were performed for selected samples to facilitate the
identification of biochemical substances (13). Metabolite
assignment was performed with the use of analysis of mix-
tures (AMIX v. 3.9.7; Bruker Biospin) in combination with
the Bruker NMR metabolic profiling database (Bbiorefcode
2.0.0; Bruker Biospin) as well as other existing public data-
bases and literature reports (16, 17).

1D CPMG spectra were used to build the data matrix.
For spectral data reduction and before statistical analysis,
each spectrum (6 0.5-9.3 ppm) was automatically
segmented into 6,532 consecutive equal width buckets
(0.001 ppm), and the corresponding spectral areas were in-
tegrated with the use of AMIX 3.9.7. Regions of ¢ 6.50-
4.32 ppm, including the residual water and urea resonances,
and the baseline region of 6 9.26-9.15 ppm were excluded
from the analysis. Then spectra were aligned with the use of
the hierarchic cluster-based peak alignment algorithm
(“Speaq” R package) (18) and normalized by means of prob-
abilistic quotient normalization (19). Subsequently, the re-
sulting bucket table was transformed into a data matrix
of 653 consecutive rectangular buckets (0.01 ppm) with
the use of the “Chemospec” R package (20) to facilitate
the statistical analysis.

Multivariate and Univariate Statistical Analysis

Multivariate statistical analysis was carried out with the use
of Simca 13.0.2 (Umetrics). Before statistical analysis, data
were scaled to unit variance by dividing each variable by 1/
SD, where SD represents the standard deviation value of
each variable, so that all variables were given equal weight
regardless of their absolute value. Principal component anal-
ysis (PCA), a nonsupervised statistical approach, was per-
formed on normalized data for finding potential patterns,
intrinsic clusters, and outliers, and univariate statistical anal-
ysis was used to identify the relevant spectral regions respon-
sible for the discrimination between healthy women and
endometriosis patients. Based on this analysis, the relative in-

Fertility and Sterility®

tensity of each relevant spectral region, corresponding to a
well resolved signal, was selected and integrated using the
variable-size bucketing approach. Statistical significance of
the data obtained for each metabolite was assessed with the
use of the nonparametric Wilcoxon-Mann-Whitney U test
(21). A P value of <.05 was considered to be statistically
significant.

RESULTS
Urine Metabolomic Profile of Endometriosis
Patients

Metabolomic profiles corresponding to all samples included
in the study were obtained by means of '"H-NMR spectros-
copy. Good-quality spectra, characterized by the presence of
signals with varying degrees of overlapping, were obtained
for most of the samples. Figure 1 displays a representative
urine 'H-NMR spectrum from an endometriosis patient and
the assignment of the most representative metabolites identi-
fied in these samples. In general, this biofluid contains spec-
tral signals from a wide range of low-molecular-weight
metabolites of diverse chemical classes (22), including
organic acids, simple sugars and polysaccharides, amino
acids, and low-molecular-weight proteins. In particular, urine
spectra are dominated by urea, creatinine, trimethylamine-
N-oxide, dimethylamine, hippuric acid, and citric acid reso-
nances, among others (Fig. 1).

Sample Homogeneity and Outliers Detection

Sample homogeneity within the groups of samples was based
on the PCA analysis of the CPMG urine spectra. Using this
approach, it was possible to identify urine samples exhibiting
metabolic profiles unusually different to the rest of the sam-
ples within their groups. Thus, four samples—two control and
two endometriosis—showed urine metabolomic profiles char-
acterized by the presence of either ethanol, nonidentifiable
sources of contaminations, or bad-quality spectra. All of these
samples were classified as outliers and excluded from the
study. A PCA analysis of the data did not reveal any signifi-
cant statistical difference between the urine metabolic profiles
of the two sample groups, healthy women and endometriosis
patients (data not shown). This nonsupervised analysis was
also performed to evaluate the potential impact of different
clinical variables (i.e., age, body mass index, MCP, disease
stage) in the distribution of the data. However, the PCA anal-
ysis did not reveal either any pattern or clustering of the sam-
ples according to these descriptors.

Univariate Statistical Analysis of the Data

Once nonsupervised analyses were carried out, the data were
subjected to a univariate statistical analysis to compare the
CPMG urine spectra of both groups of samples and evaluate
potential metabolic alterations associated with endometriosis.
This analysis, based on the evaluation of the data matrix con-
taining all urine spectral resonances, revealed significant sta-
tistical differences between the urine metabolomic profiles of
healthy women and endometriosis patients. A total of 79 out
of 653 variables, with P values <.05, were identified as
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Representative 500-MHz 'H-NMR spectrum of a urine sample from an endometriosis patient. Assigned metabolites: 1, 2-hydroxyisovalerate; 2,
butyrate/ethylmalonate; 3, leucine/isoleucine; 4, valine; 5, isobutyrate/2-methylglutarate; 6, fucose; 7, 3-hydroxybutyrate/3-aminoisobutyrate; 8,
methylmalonate; 9, 3-hydroxyisovalerate; 10, threonine; 11, 2-hydroxyisobutyrate; 12, lysine; 13, alanine; 14, adipate; 15, citrulline; 16,
arginine; 17, ornithine; 18, N-acetyl groups; 19, glutamine; 20, 2-hydroxyglutarate; 21, pyruvate; 22, citrate; 23, dimethylamine; 24,
methylguanidine; 25, asparagine; 26, trimethylamine; 27, creatinine; 28, choline; 29, glycerophosphocholine; 30, trimethylamine-N-oxide; 31,
taurine; 32, glycine; 33, serine; 34, guanidinosuccinate; 35, pseudouridine, 36, 3,4-dihydroxymandelate; 37, 3-methylhistidine; 38, histidine;
39, indoxyl sulfate; 40, tryptophan; 41, phenylalanine/phenylacetylglycine; 42, hippurate; 43, 1-methylnicotinamide; 44, N'-Methyl-2-pyridone-
5-carboxamide; 45, formate; 46, N'-methyl-4-pyridone-5-carboxamide; 47, trigonelline.

Vicente-Munoz. Urine metabolomics of endometriosis. Fertil Steril 2015.

relevant regions in the discrimination and used to identify the
spectral signals corresponding to the altered metabolites in
pathologic conditions.

Univariate statistical analysis of the comparison between
endometriosis patients and healthy women was also per-
formed according to the MCP. Thus, the 56 samples collected
during the follicular phase (28 healthy women and 28 endo-
metriosis patients) and the remaining 21 urine samples ob-
tained during the luteal phase (6 healthy women, 15
endometriosis patients) were independently compared. This
analysis revealed the existence of 52 and 66 statistically sig-
nificant buckets, respectively, contributing to the discrimina-
tion between healthy women and endometriosis patients at
these two menstrual phases. Finally, a similar approach was
followed to compare the urine metabolomic profile of healthy
women with those of endometriosis patients diagnosed at
early stages of the disease. Although most of the endometri-
osis patients included in the study were diagnosed at ad-
vances stages, thus preventing the generalization of the
results to early stages of this disease, the comparison between
healthy women (n = 34) and endometriosis patients at early
stages (n = 6) revealed 40 statistically significant buckets be-
tween both groups of samples.

Metabolite Identification and Quantification

Further analyses of the data were carried out with the use of
variable-size bucketing to assess if the metabolites associ-
ated with the relevant buckets identified in previous com-
parisons were also statistically significant when comparing
the different groups of samples. This analysis was initially
performed on the data obtained from the comparison be-
tween healthy women and endometriosis patients. Examina-
tion of the metabolites associated with the 79 variables
involved in the discrimination between both groups revealed
the existence of statistically significant differences in the
concentrations of 10 metabolites. Thus, it was found that
urine from endometriosis patients, compared with healthy
women, was characterized by increased concentrations of
N'-methyl-4-pyridone-5-carboxamide (4-Py), guanidino-
succinate, creatinine, taurine, valine, 2-hydroxyisovalerate,
an unknown metabolite U2, and decreased concentrations
of lysine and two other unknown metabolites, U1 and U6
(Table 2).

A similar analysis revealed that seven metabolites dis-
played statistically significant concentration differences
when comparing endometriosis patients and healthy women

4
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TABLE 2

Variations for the statistically significant metabolites found in the comparison between endometriosis patients (n = 43) and healthy women (n =

34).

& 'H (ppm)® Metabolite
8.5565-8.5005 4-Py
6.9985-6.9695 U1
4.2415-4.2285 Guanidinosuccinate
4.0855-4.0625 Creatinine
3.4565-3.4195 Taurine
3.4185-3.4115 u2
1.4745-1.4465 Lysine
1.4455-1.4315 ue
1.0585-1.0375 Valine

0.8385-0.8145 2-Hydroxyisovalerate

Multiplicity Pvalue® % variation®
m 011 47.72
d .041 —32.36
m .012 14.31
s 018 12.63
t .002 28.62
s .009 18.16
m .002 —18.57
s .010 —16.86
d 011 2.59
d .014 11.87

Note: 4-Py = N1—methyI—A—pyndonefS—carboxam\de, d = doublet; m = multiplet; s = singlet; t = triplet; U = unknown metabolite.

2 Chemical shift range for the integration.
5 Calculated by means of Wilcoxon-Mann-Whitney U test.

© Relative variation of the metabolite level in endometriosis patients compared with healthy women.

Vicente-Munoz. Urine metabolomics of endometriosis. Fertil Steril 2015.

during the follicular phase. At this MCP, the urine of endome-
triosis patients was characterized by increased concentrations
of 4-Py, taurine, valine, 2-hydroxyisovalerate, and U2 and
decreased concentrations of lysine and U4 compared with
healthy women (Table 3). On the other hand, the analysis per-
formed on the samples collected during the luteal phase
showed that ten metabolites presented statistically significant
concentration differences. The concentrations of pseudouri-
dine, creatinine, taurine, glycerophosphocholine (GPC), U2,
and U3 were found to be significantly higher in women with
endometriosis, and lysine, threonine, fucose, and U5 were
decreased, compared with healthy women (Table 3). Overall,
it was found that three metabolites (taurine, U2, and lysine)
were significantly altered (P<.05) regardless of MCP.

Finally, the analysis of the 40 statistically significant
buckets identified in the discrimination between healthy
women and endometriosis patients at early stages of the dis-
ease led to the identification of four significant metabolites
(P<.05). All of them were present and displayed the same
variation as that found in the general model. Thus, the urine
metabolomic profile of endometriosis patients at early stages
of the disease, compared with healthy women, was
characterized by increased concentrations of valine and
2-hydroxyisovalerate and decreased concentrations of lysine
and Ue.

DISCUSSION

Extensive research has been carried out aiming to develop
noninvasive tests for diagnosing endometriosis. However,
although several biomarkers have been proposed, none of
them have shown to provide clinically relevant benefits (3,
23). To the best of our knowledge, this study provides the
first global examination by means of NMR of the urine
metabolomic  profile of women diagnosed with
endometriosis. Our results indicate that the urine metabolites
identified as relevant in the discrimination between
endometriosis patients and healthy women provide a better
understanding of the pathophysiologic ~mechanisms

involved in this disease and could eventually contribute to
the diagnosis of endometriosis.

Metabolomic profiling of urine has become particularly
attractive for biomarker discovery due to its noninvasive na-
ture (24). However, the analysis of this biofluid is extremely
difficult owing to the elevated number of signals present in
the spectra and the high degree of overlapping among them.
This complexity requires the application of robust statistical
methods that can differentiate changes associated with the
variable of interest from random variations in the metabolite
levels (25). In the context of this study, a preliminary analysis
of the data, based on a nonsupervised approach (PCA), did not
show any relevant discrimination between endometriosis and
healthy women. However, a univariate statistical analysis of
the data revealed that urine samples of women diagnosed
with endometriosis exhibit differences in their metabolic pro-
file compared with healthy women. The advantage of the uni-
variate analysis over multivariate methods is the ease of
application and results interpretation (26). The results showed
that urine from endometriosis patients is characterized by
increased concentrations of 4-Py, guanidinosuccinate, creat-
inine, taurine, valine, 2-hydroxyisovalerate, and U2 and
decreased concentrations of lysine, U1, and U6.

Taurine is an important metabolite in osmoregulation,
and its concentration has been found to be increased in
several tumors (24, 27, 28). In this context, although
endometriosis is considered to be a tumor-like lesion and
classified as a benign condition (29), it shares some character-
istics with malignant cells. Thus, endometriosis can present
both local as well as distant lesions and it can attach to other
tissues, invade, and cause damage (30). The increased levels of
taurine observed in some tumors could thus be associated
with a relatively higher proliferative activity and the cell den-
sity of tumors (31) or with endometriotic lesions. Further-
more, our observation that urine levels of valine are
significantly increased in endometriosis patients is in agree-
ment with an earlier report performed on sera samples of
endometriosis patients (32). Following the analogy with
neoplastic processes, urine of gastric cancer patients has
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also been found to exhibit higher than normal concentrations
of valine (33), a process that seems to be related to the specific
uptake of amino acids by tumor cells.

Endometriosis is considered to be a multifactorial disease
associated with a general inflammatory response in the peri-
toneal cavity (34, 35), and oxidative stress has been proposed
as a potential factor involved in the pathophysiology of this
disease (35). At inflammation sites, oxidative stress is
mediated by reactive oxygen species generated by primary
activated leukocytes releasing cytokines, tumor necrosis
factor alpha, and other growth and angiogenic factors that
possibly contribute to the survival of ectopic endometrium
(34). In this context, it should be noted that taurine has
been suggested to be an important antioxidant to protect
cells, including leukocytes, from oxidative stress (36), thus
explaining the high concentration of this compound in
tissues undergoing oxidative processes. Taurine is
transported into tissues via the taurine transporter (TauT).
High concentrations of taurine down-regulate TauT, and
taurine is excreted from the body in urine (37), which is in
agreement with our observation. Furthermore, the action of
oxygen radicals mediates the conversion of argininosuccinate
to guanidinosuccinate, a compound that has been associated
with the suppression of the natural killer cell response (38).
Interestingly, it is known that endometriosis patients have a
defective cellular immunity characterized by a failure of the
natural killer cells to scavenge autologous endometrial cells,
thus contributing to the survival and the ectopic implantation
of endometrial cells (39).

The inflammatory response is also associated with hyper-
metabolism, increased oxygen consumption, and energy
expenditure (40). Inflammation regulates the demand of en-
ergy, leading to an enhanced fat breakdown and resulting
in a tendency toward ketoacidosis and lactic acidosis (41)
which could explain the observed elevated urinary excretion
of 2-hydroxyisovalerate. Furthermore, inflammation stimu-
lates protein catabolism and the release of amino acids from
muscle proteins for the synthesis of acute-phase proteins, a
process characterized by a reduction in plasma amino acids
concentration (42). Among them, lysine has been found to
show significant lower concentrations when comparing pa-
tients with and without inflammation (42). This observation
is in agreement with the reduced urine levels of lysine identi-
fied in endometriosis patients.

The univariate analysis also revealed significant
variations in the levels of 4-Py between healthy women and
endometriosis patients. This metabolite, as well as
N'-methyl-2-pyridone-5-carboxiamide (2-Py), also present
in urine spectra, are the end-products of nicotinamide-
adenine dinucleotide metabolism (43). The relationship bet-
ween 2-Py and 4-Py and oxidative stress is still unclear.
However, it is possible that inhibition of poly(ADP-ribose) po-
lymerase (PARP1) by 2-Py and 4-Py could play a key role in
this process (44). The accumulation of nicotinamide end-
products may cause overinhibition of PARP1 and via this
mechanism enhance the proliferation of oxidative stress pro-
cesses (43). Interestingly, a correlation has already been re-
ported between the serum concentration of 2-Py (as well as
4-Py and nicotinamide) and creatinine (44).
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An analysis of the urine metabolomic profile of healthy
women and endometriosis patients at different MCPs was
also performed, and statistical significant differences were
observed during both phases. The increased GPC levels found
in endometriosis patients during the luteal phase are in agree-
ment with previous metabolomic studies (45). GPC and fatty
acids are released by the consecutive action of phospholipase
A2 (PLA2) and lysophospholipase on phospholipids (46).
PLA2, an enzyme activated by cytokines (47), is involved in
inflammation, and earlier studies have described the up-
regulation of PLA2 in eutopic and ectopic endometrium in
both peritoneal and ovarian endometriosis (48). Altered thre-
onine concentrations have also been previously observed in
endometriosis patients (32), and the decreased urine levels
of this amino acid observed in our study could be explained
by the activation of protein catabolism in inflammation
(42).  Furthermore, inflammatory cytokines, such as
interleukin-6, produced by endometriotic lesions signifi-
cantly alter the glycosylation patterns of acute-phase
response proteins (49). Fucose, a hexose involved in different
glycosylation reactions, has been reported to exhibit higher
blood concentrations in patients diagnosed with malignant
diseases (breast cancer, gynecologic cancers, leukemia,
small-cell lung cancer, etc.) and certain benign disorders
(50). This result is in agreement with earlier reports (49, 51)
and could be related to the reduced clearance of this
metabolite observed in the urine of endometriosis patients.
Furthermore, the increased urine excretion of pseudouridine
found in endometriosis women during the luteal phase has
also been observed in other pathologic situations (52).
Pseudouridine excretion does not seem to be specific for
any particular malignancy, because it reflects the turnover
of RNA and could be considered a marker of disease
activity (52).

Overall, the results of the study are in agreement with
earlier reports (32, 45, 53) and show that metabolites
involved in inflammation, oxidative stress, and immune
response are associated with endometriosis. According to
earlier studies, retrograde menstruation and the presence of
ectopic tissue in the peritoneal cavity are associated with
overproduction of  prostaglandins, cytokines, and
chemokines, favoring the growth of endometriotic lesions
and promoting their angiogenesis (54). Therefore, processes
associated with cell proliferation and survival could be
playing a critical role in the onset, progression, and
maintenance of endometriosis.

In summary, the present study reveals that the analysis of
urine metabolomic profiles provides a noninvasive tool for
characterizing endometriosis-associated biomarkers and for
getting a better understanding of the metabolic alterations
underlying this pathologic process. Future studies will focus
on the validation of these results with the use of larger cohorts
of patients, including a representative group of early-stage
endometriosis patients where the altered metabolites identi-
fied in this study could be established as a starting point for
identifying and validating early biomarkers of the disease.
It will facilitate the identification of clinically relevant bio-
markers associated with the onset of this process and could
eventually improve the clinical management of the patients.

Fertility and Sterility®

Furthermore, those studies will also include additional groups
of patients diagnosed with other conditions associated with
pelvic inflammation to evaluate the specific metabolic alter-
ations associated with those disorders. Those studies will
shed new light on the metabolic pathways involved in those
pathologies and will facilitate the identification of potential
cross-talk between different biochemical pathways involved
in endometriosis and these other conditions.
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