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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo mas
comun entre la poblacion de edad avanzada, el cual se caracteriza por un
inicio insidioso y un declive progresivo de las funciones cognitivas. En la
actualidad no existe una cura para esta enfermedad en gran parte debido a que
su etiologia es atn desconocida, aunque existe la creciente evidencia de que
pueden intervenir multiples procesos patologicos, donde confluyen factores
tanto genéticos como ambientales, o propios del envejecimiento. Ademas, las
actuales pruebas de diagndstico de la EA muestran grandes limitaciones,
incluyendo una baja sensibilidad y especificidad, asi como la imposibilidad de
detectar de forma precoz la sintomatologia caracteristica de esta enfermedad.
Por todo ello, la identificacién de nuevos biomarcadores diagnosticos es de
vital importancia.

El objetivo principal de esta Tesis fue la optimizacion de procedimientos
metaboldmicos y metalémicos, y su posterior aplicacion en el estudio de la
etiologia de la enfermedad de Alzheimer y el descubrimiento de potenciales
biomarcadores de diagnostico. Los métodos analiticos desarrollados en los
trabajos que componen esta Tesis se basan en el empleo de la espectrometria
de masas como técnica de deteccion, debido a su amplio rango de
aplicabilidad, sensibilidad y especificidad. Con el fin de conseguir una
cobertura metabolomica integral se optimizaron mdltiples plataformas
analiticas complementarias, incluyendo procedimientos de screening basados
en analisis directo mediante espectrometria de masas (DI-ESI-MS, FIA-APPI-
MS) y su acoplamiento con distintas técnicas de separacion ortogonales
(UHPLC-MS, GC-MS, CE-MS). Las plataformas de analisis directo
mostraron un gran potencial para realizar un screening metabdélico preliminar
de multiples fluidos y tejidos bioldgicos, gracias a su reducido tiempo de
analisis y simplicidad instrumental. Posteriormente, las técnicas acopladas
permitieron llevar a cabo una investigacién mas exhaustiva de la totalidad del
metaboloma mediante el empleo de mecanismos de retencion
complementarios. Alternativamente, también se desarrollé un procedimiento
metalémico basado en el fraccionamiento de metalo-especies segln su peso
molecular mediante precipitacion de proteinas en condiciones no
desnaturalizantes y posterior analisis en ICP-MS.

La aplicacion de estas técnicas metabolémicas y metalomicas en muestras de
suero sanguineo de pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer y
deterioro cognitivo leve permitié identificar numerosos mecanismos



Resumen

patoldgicos relacionados con la patogénesis de esta enfermedad y su
progresion desde etapas pre-clinicas. Asi, algunos de los hallazgos mas
importantes de este estudio fue la deteccion de alteraciones significativas en la
composicién de lipidos de membrana, déficits en el metabolismo energético y
sistemas de neurotransmision, hiperamonemia, hiperlipidemia, estrés
oxidativo, o una homeostasis alterada de multiples elementos metélicos y
metaloides, entre otros. A su vez, estas perturbaciones metabdlicas también
fueron observadas en multiples compartimentos bioldgicos del modelo
APPg,/PS1,g9, incluyendo suero, cerebro, higado, rifién, bazo y timo,
evidenciando asi la utilidad de este ratdn transgénico para modelar la EA. La
comparacion de distintas regiones cerebrales demostré que las areas mas
afectadas por la neuropatologia caracteristica de esta enfermedad son el
hipocampo y la corteza cerebral, aunque otras regiones también se vieron
perturbadas en menor medida, incluyendo el estriado, cerebelo y bulbos
olfatorios. Ademas, las alteraciones detectadas en los 6rganos periféricos (i.e.
higado, rifion, bazo y timo) confirman la naturaleza sistémica de este trastorno
neurodegenerativo. Por Gltimo, se desarrolld un nuevo modelo de funcion
inmune deteriorada basado en la deplecion del gen de la interleucina-4 en
APP/PS1 (APP/PS1/IL4-KO) con el objetivo de investigar los mecanismos
subyacentes a la componente inflamatoria de la EA. Asi, la aplicacion de
técnicas metabolémicas revel6 alteraciones en la biosintesis de histamina, el
metabolismo de aminoécidos, produccion de eicosanoides y fallos en el ciclo
de la urea.

De este modo, se puede concluir que la aplicacion combinada de mdaltiples
técnicas metabolomicas y metalémicas en distintas matrices bioldgicas, tanto
de pacientes humanos como animales modelo, permite estudiar en
profundidad la etiologia asociada a la enfermedad de Alzheimer, y descubrir
asi posibles biomarcadores de diagnosis.



Summary

Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative disorder
among older people, which is characterized by an insidious onset and
progressive decline of cognitive functions. Nowadays there is no cure for this
disease principally because its etiology is still unknown, although there is
growing evidence that multiple pathological processes may be involved, with
the confluence of genetic, environmental and aging-related factors.
Furthermore, current diagnostic tests for AD show great limitations, including
low sensitivity and specificity as well as the impossibility of early detection of
the characteristic symptoms of this disease. Therefore, the identification of
new biomarkers for diagnosis is critical.

The main objective of this Thesis was the optimization of metabolomic and
metallomic approaches, and subsequent application for studying the etiology
of Alzheimer's disease and the discovery of potential diagnostic biomarkers.
Analytical methods developed in works comprised in this Thesis are based on
the use of mass spectrometry as detection technique, due to its wide range of
applicability, sensitivity and specificity. In order to get a comprehensive
metabolomic coverage we optimized multiple complementary analytical
platforms, including screening procedures for direct analysis by mass
spectrometry (DI-ESI-MS, FIA-APPI-MS) and its coupling with orthogonal
separation techniques (UHPLC-MS, GC-MS, CE-MS). Direct analysis
platforms showed a great potential to perform a preliminary metabolic
screening in multiple biological fluids and tissues, due to its reduced analysis
time and instrumental simplicity. Subsequently, coupled techniques allowed
carrying out a more comprehensive investigation of the whole metabolome by
using complementary mechanisms of retention. Alternatively, we also
developed a metallomic procedure based on the fractionation of metallo-
species according to their molecular weight by means of protein precipitation
in non-denaturing conditions and subsequent ICP-MS analysis.

The application of these metabolomic and metallomic techniques in serum
samples from patients with Alzheimer's disease and mild cognitive
impairment allowed the identification of numerous pathological mechanisms
related to the pathogenesis of this disorder and its progression from pre-
clinical stages. Thus, some of the most important findings of this study were
the detection of significant changes in the composition of membrane lipids,
deficits in energy metabolism and neurotransmitter systems, oxidative stress,
hyperammonemia, hyperlipidemia, or an altered homeostasis of multiple
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metallic and metalloid elements, among others. In turn, these metabolic
disturbances were also observed in multiple biological compartments from the
APPg,/PS1,es model, including serum, brain, liver, Kidney, spleen and
thymus, thus demonstrating the utility of this transgenic mouse for modelling
AD. The comparison of different brain regions showed that the areas most
affected by the characteristic neuropathology of this disease were
hippocampus and cortex, although other regions were also disrupted to a
lesser extent, including the striatum, cerebellum and olfactory bulbs.
Furthermore, alterations detected in peripheral organs (i.e. liver, kidney,
spleen and thymus) confirm the systemic nature of this neurodegenerative
disorder. Finally, a new model of impaired immune function was developed
based on the depletion of interleukin-4 gen in APP/PS1 (APP/PS1/IL4-KO) in
order to investigate mechanisms underlying to the inflammatory component
of AD. Thus, the application of metabolomic techniques revealed alterations
in the biosynthesis of histamine, amino acid metabolism, production of
eicosanoids and failures in the urea cycle.

Therefore, it can be concluded that the combined application of multiple
metabolomic and metallomic approaches in different biological matrices,
from both human patients and animal models, allows to study in depth the
etiology associated with Alzheimer's disease, and discover potential
biomarkers of diagnosis.
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1. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1. INTRODUCCION A LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER: DEFINICION, EPIDEMIOLOGIA Y OTROS
ASPECTOS CLINICOS

En 1907, el neurdlogo y psiquiatra aleméan Alois Alzheimer publico el caso de
Auguste Deter, una paciente de 51 afios que mostraba sintomas de una
enfermedad psiquidtrica no descrita hasta el momento, con un deterioro
severo de la memoria, desorientacion, alucinaciones y problemas del habla [1,
2]. El analisis post-mortem del tejido cerebral revelé una importante atrofia
cortical causada por una “alteracion quimica de las neurofibrillas” y “la
deposicion de una sustancia metabdlica patolédgica en las neuronas”. Tres afios
mas tarde, el también psiquiatra Emil Kraepelin identifica la sintomatologia
caracteristica de este “nuevo tipo” de demencia presenil, y la bautiza como
enfermedad de Alzheimer (EA) en honor al descubridor de la base
neuropatoldgica de este desorden neurodegenerativo [3].

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por un inicio insidioso y un
declive progresivo de las funciones cognitivas, incluyendo memoria,
razonamiento y orientacion, con una pérdida fatal en Gltimo término de las
funciones mentales. La EA es actualmente la forma de demencia mas comun
entre la poblacion de edad avanzada, representando mas de un 70% de los
casos de demencia en todo el mundo [4]. Habitualmente se detecta a partir de
los 65 afios, aunque existen formas de aparicion temprana, y la tasa de
incidencia aumenta exponencialmente con la edad, observandose el aumento
mas notable a los 70-80 afios. Ademas, se ha constatado que la prevalencia es
mas alta en mujeres que en hombres, en particular entre la poblacion mayor de
85 afos [5].

Desde un punto de vista clinico, la EA puede clasificarse en dos categorias en
funcidén de la componente genética asociada [6], lo cual repercute en la edad
de inicio y forma de presentacion:

1) EA familiar (FAD, familial Alzheimer’s disease): enfermedad autosémica
dominante y hereditaria, con mutaciones en los genes codificantes de la
proteina precursora amiloidea (APP, amyloid precursor protein),
presenilina 1 (PS1, presenilin 1) y/o presenilina 2 (PS2, presenilin 2). Se
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caracteriza por un inicio precoz (antes de los 65 afios), curso clinico rapido
y muerte temprana. Representa menos del 2% de todos los casos.

2) EA esporadica (SAD, sporadic Alzheimer’s disease): no hereditaria, en la
gue intervienen numerosos factores de riesgo ambientales y genéticos,
siendo el méas importante la presencia del alelo €4 de la apolipoproteina E
(APOE, apolipoprotein E). De inicio tardio (a partir de los 65 afios),
supone la forma mas comdn de la EA.

Ademas de la edad, que es el desencadenante primario de la EA, y la
componente genética, otros muchos factores de riesgo han sido asociados a
esta enfermedad neurodegenerativa [4]. Algunos pueden relacionarse con una
reserva cerebral y cognitiva disminuida, incluyendo tamafo cerebral reducido,
bajo nivel educativo y ocupacional, baja capacidad mental, o actividad mental
y fisica reducida durante la vejez. Ademas, también se ha demostrado que
existe un mayor riesgo de desarrollar un cuadro de demencia en individuos
afectados por otros dafios cerebrales (e.g. enfermedad cerebrovascular,
traumatismo craneoencefalico). Los factores de riesgo vasculares también
juegan un papel importante en la aparicion de la EA, incluyendo
enfermedades vasculares, hipercolesterolemia, hipertension, diabetes,
obesidad o arterosclerosis, entre otros. Sin embargo, se desconoce si este
riesgo vascular es un desencadenante directo de la neuropatologia
caracteristica del Alzheimer o es responsable de la aparicién de una patologia
cerebrovascular concomitante a la EA.

El curso clinico de la enfermedad de Alzheimer puede dividirse en cuatro
etapas, con un deterioro cognitivo y funcional progresivo que puede llevar
entre 5y 8 afos tras el diagnostico, pero con una etapa subclinica que puede
extenderse durante varias décadas [7].

1) Pre-demencia: los primeros sintomas de deterioro cognitivo pueden
aparecer varios afios antes del diagndstico clinico del cuadro de demencia,
e incluyen dificultad para adquirir nueva informacion, pérdida de memoria,
dificultades leves en las funciones ejecutivas (atencién, planificacion,
flexibilidad y razonamiento abstracto), trastornos de la memoria
semantica, apatia y sintomas depresivos. Esta fase preclinica, también
denominada deterioro cognitivo leve (DCL), es considerada como una
etapa de transicion entre el envejecimiento normal y la EA. Sin embargo,
el DCL es un sindrome complejo con varios desenlaces posibles de modo
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que, aunque el 80% de los pacientes terminan desarrollando EA, otros
tienen una forma benigna de DCL como parte del proceso normal de
envejecimiento [8]. Por ello, existe una gran dificultad para diferenciar
entre la EA incipiente y un deterioro de la memoria reversible no
progresivo (e.g. depresion).

2) Demencia leve: la caracteristica clinica més destacada en esta fase es un
deterioro significativo del aprendizaje y la memoria (principalmente la
memoria reciente), pero también pueden presentarse dificultades en las
funciones ejecutivas, problemas del habla, apraxia, desorientacion espacial
y agnosia.

3) Demencia moderada: deterioro progresivo de la memoria a corto y largo
plazo, razonamiento l6gico, capacidad de planificacién y organizacion,
empeoramiento de los problemas del lenguaje (incapacidad de recordar el
vocabulario, parafasia). Se hacen frecuentes problemas neuropsiquiatricos
y del comportamiento, como el aumento de la irritabilidad, agresividad,
cambios de humor o distraccion. Los pacientes en esta etapa de demencia
moderada se vuelven dependientes debido a la incapacidad de llevar a cabo
tareas comunes de la vida diaria.

4) Demencia severa: el lenguaje se reduce a frases simples, aunque se
conserva la receptividad emocional, y las funciones motoras basicas se
debilitan. Finalmente, la causa de muerte suele ser un factor externo
(infecciones, neumonia).

En la actualidad no existe una cura para la enfermedad de Alzheimer, en gran
parte debido a que aun se desconocen las causas exactas que la provocan, pero
se han desarrollado algunos tratamientos farmacolégicos que ofrecen
moderados beneficios sintomaticos [9]. Entre ellos pueden destacarse los
farmacos anticolinesterasicos, que inhiben el funcionamiento de la
acetilcolinesterasa (e.g. donezepilo, rivastigmina, galantamina), la memantina
(un antagonista no competitivo de los receptores NMDA que protege a las
neuronas de la excitotoxicidad mediada por el glutamato), y otros tratamientos
en periodo de investigacion enfocados en la inhibicion de la produccion y
agregacion de placas seniles en el cerebro (e.g. moduladores de secretasas,
inmunoterapia frente a péptidos amiloideos), asi como otros farmacos usados
para tratar comorbilidades habituales de la EA (e.g. antiinflamatorios,
antioxidantes, estatinas). Asimismo, se han descrito varios factores
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protectores que pueden ayudar a prevenir la EA, incluyendo la actividad fisica
y mental, y una dieta equilibrada y rica en vitaminas relacionadas con la
homocisteina (vitamina B12, &cido fdlico), antioxidantes y &cidos grasos
poliinsaturados [4].

1.2. ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La etiologia exacta de la enfermedad de Alzheimer es ain desconocida,
aunque existe una creciente evidencia de que pueden intervenir maltiples
procesos patolégicos, donde confluyen factores tanto genéticos como
ambientales, o propios del envejecimiento. En este contexto cabe destacar
que, aungue la enfermedad de Alzheimer ha sido considerada clasicamente
como un desorden neurodegenerativo primario que afecta especificamente al
sistema nervioso central (SNC), existe una creciente evidencia de que los
procesos patoldgicos asociados a la EA también pueden manifestarse en el
sistema periférico [10]. Esta vision sistémica y multifactorial de la EA es de
gran interés ya que respalda el uso de muestras periféricas en la investigacion
de la patofisiologia de la EA, incluyendo fluidos biol6gicos como suero o
plasma sanguineo y liquido cefalorraquideo (LCR), células periféricas (e.g.
linfocitos, fibroblastos de la piel) y tejido no cerebral, lo que permite soslayar
las limitaciones asociadas al estudio de muestras de tejido cerebral post-
mortem.

La neuropatologia propia de la EA se ha relacionado tradicionalmente con una
proteopatia causada por la agregacién anormal de proteinas en el cerebro,
principalmente en &reas corticales y el I6bulo temporal medial (e.g.
hipocampo), lo cual conduce a la pérdida gradual de neuronas y sinapsis [9].
Estas lesiones cerebrales se denominan placas seniles (SP, senile plaques) y
ovillos neurofibrilares (NFT, neurofibrillary tangles), y son consideradas
como las dos componentes caracteristicas de la expresion fenotipica de la EA
(Figura 1). Sin embargo, a dia de hoy aun se desconocen los mecanismos
exactos de produccion y deposicion de SP y NFT, asi como si estos procesos
patoldgicos son causa 0 consecuencia de la aparicion de la enfermedad de
Alzheimer.
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Figura 1. Placas seniles y ovillos neurofibrilares en corteza cerebral afectada por la
enfermedad de Alzheimer [9].

Alternativamente se han propuesto otras hip6tesis complementarias que tratan
de explicar la compleja etiologia de la EA, como la hipédtesis colinérgica, el
estrés oxidativo, la neuroinflamacion o la implicacién del metabolismo de
distintos metales, que en conjunto dan una vision general sobre los maltiples
mecanismos patoldgicos que subyacen a esta enfermedad.

1.2.1. FACTORES GENETICOS

En la actualidad s6lo se conocen cuatro genes inequivocamente relacionados
con la patogénesis de la EA, incluyendo el gen codificante de la proteina
precursora amiloidea (APP, amyloid precursor protein), presenilina 1 (PS1,
presenilin 1), presenilina 2 (PS2, presenilin 2) y apolipoproteina E (APOE,
apolipoprotein E). Los tres primeros estan implicados Unicamente en el
desarrollo de la forma familiar de inicio temprano de la EA (FAD), siendo la
mutacion del gen PS1 la mas comdn [11]. Las mutaciones de estos tres genes
estan directamente relacionadas con la produccion de péptidos B amiloideos
(AP) y la deposicion de placas seniles, corroborando asi la importancia de la
hipétesis amiloidea en la patogénesis de la EA (ver seccion 1.2.2). Por el
contrario, el gen de la APOE es un factor de riesgo tanto para la EA
esporadica como la forma familiar de esta enfermedad [12]. La APOE es una
proteina implicada en numerosas funciones dentro del SNC, como el
transporte de lipidos (e.g. colesterol), mantenimiento y reparacion de neuronas
y sinapsis, o la eliminacion de toxinas. Sin embargo, la presencia del alelo &4
de la APOE ha sido relacionado con los procesos de la agregacion y
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deposicion de péptidos AP, contribuyendo asi a la patogénesis de la EA y
adelantando la edad de inicio.

Ademas, numerosos estudios gendémicos recientes han permitido relacionar el
riesgo de padecer EA con mutaciones en otros genes, incluyendo CLU, CR1,
PICALM, BIN1, EPHAL, ABCA7, MS4A4A, MS4A6E, CD33 y CD2AP,
pero ninguno ha sido verificado con la suficiente certeza debido a la
heterogeneidad de este desorden neurodegenerativo [11].

1.2.2. LA HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDEA

La formacion de placas seniles (SP) estd ampliamente aceptada por la
comunidad cientifica como una de las caracteristicas claves de la
neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer. Estas placas tienen su origen
en la deposicion extraneuronal de péptidos B amiloideos (Ap), los cuales se
generan mediante proteolisis de la proteina precursora amiloidea. La APP es
una proteina integral de membrana altamente concentrada en las sinapsis
neuronales, que puede ser metabolizada mediante la accion de tres proteasas
denominadas a-, B- y y-secretasas (Figura 2). En condiciones normales (ruta
no amiloidogénica), la APP se metaboliza en dos etapas mediante la accion de
a-secretasa y y-secretasa, dando lugar a un péptido de bajo peso (p3) que
posteriormente puede ser degradado mediante la accion de diferentes metalo-
peptidasas y eliminado del cerebro a través de la barrera hematoencefélica.
Por el contrario, en pacientes afectados por la EA, la proteolisis mediante -
secretasa genera péptidos AP de cadena larga (AB40/AB42), con una alta
capacidad de auto-agregacion para formar placas neurotdxicas.

En la FAD, las mutaciones en los genes codificantes de la APP y las
presenilinas (proteinas que funcionan como subcomponentes de la y-
secretasa) favorecen la ruta amiloidogénica del metabolismo de la APP,
incrementandose asi la produccion de estos péptidos insolubles [13]. Sin
embargo la acumulacion de estas placas en la SAD, en la que no intervienen
causativamente estos genes, se ha asociado a fallos en los procesos de
eliminacion de estos péptidos AP mediante células microgliales, la sub-
expresion de proteasas encargadas de su degradacién o a alteraciones en el
transporte a través de la barrera hematoencefalica [14]. De este modo, segun
la hipétesis de la cascada amiloidea, el evento central de la patogénesis de la
EA seria la acumulacion de SP como consecuencia de un desbalance en la
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homeostasis cerebral de los péptidos AP (Figura 3), causado por la sobre-
produccién de estos péptidos en la FAD y una degradacién deficitaria en la
SAD [9].

tase pathway (

Af domain

O J ket Jox2) AP
1

a-secretase

Figura 2. Metabolismo de la proteina precursora amiloidea (APP) a través de la ruta
no amiloidogénica (imagen superior) y la ruta amiloidogénica (imagen inferior) [9].

Finalmente, estos péptidos AP sufren cambios conformacionales hacia
estructuras fS-sheet, facilitindose asi su agregacion en forma de oligémeros
solubles y placas seniles. La deposicion de estas placas seniles inicia la
cascada patoldgica de la EA debido a su neurotoxicidad, desencadenando
mecanismos de respuesta inflamatoria y estrés oxidativo que conducen a la
degeneracion neuronal y finalmente la aparicién de demencia (Figura 3) [13].
Sin embargo, los oligbmeros solubles también juegan un papel en la
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patogénesis de la EA, inhibiendo la potenciacion a largo plazo en el
hipocampo e interrumpiendo la plasticidad sinaptica [15].

Enfermedad de Alzheimer familiar Enfermedad de Alzheimer esporddica

Mutaciones en Factores genéticos (APOE ¢4),
APP, PS1y PS2 ambientales y envejecimiento

Aumento de la m Fallos en la
produccion de Ap m — eliminacién de A

Acumulacion de A
Formacién de oligomeros 5 | Fallosen
aohlblu de AB sinapsis

[ Deposicion d.(. phms de AB ]

Rcspuus{a Estrés
in ﬂunalorn oxidativo

Disfuncion neuronal
y sindptica

Muerte neuronal

Demencia

Figura 3. Secuencia patogénica de la enfermedad de Alzheimer segln la hipotesis de
la cascada amiloidea.

Debido a la omnipresencia de las placas seniles tanto en FAD con en SAD,
los niveles fisiologicos de péptidos AP se han considerado tradicionalmente
como biomarcadores idoneos para la deteccion de la EA. Ademés de
acumularse en areas corticales y subcorticales del cerebro, principalmente
depositados en placas, pero también en formas solubles y asociados a
membrana, los péptidos Ap pueden encontrarse en el LCR vy, tras atravesar la
barrera hemoatoencefalica, en la sangre. Asi, numerosos estudios han
demostrado que los niveles de APB42 se encuentran disminuidos en LCR de
pacientes afectados por EA, mientras que los niveles plasmaticos de este
péptido suelen estar aumentados [16]. Ademas, estos péptidos también pueden
encontrarse en otros tejidos no neuronales (e.g. plaquetas, musculo
esquelético, higado), corroborando asi el caracter sistémico de esta
enfermedad neurodegenerativa [17].
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1.2.3. LAHIPOTESIS TAU

Junto a la formacion de placas seniles, el otro rasgo caracteristico de la EA es
la presencia de ovillos neurofibrilares (NFT) intraneuronales, compuestos por
proteina t hiperfosforilada. Sin embargo, a diferencia de la hipoétesis
amiloidea, no se conoce ningn gen implicado en la hiperfosforilacion de tau
en la EA.

Profeina tau
normal

quinasas l fosfatasas

GKS-3p, cdks PP-1, PP-2A

Proteina tau hiperfosforilada:
citosolica + NFT

Secuestro de la
proteina tau funcional

Desestabilizacion de
microtibulos axonales

Muerte neuronal

Demencia

Figura 4. Secuencia patogénica de la enfermedad de Alzheimer segin la hipotesis
tau.

La proteina tau es una proteina axonal que juega un rol fundamental en la
formacion y estabilizacion de los microtibulos neuronales. Asi, se ha
demostrado que la estabilidad del citoesqueleto neuronal depende del
equilibrio entre los procesos de fosforilacion-desfosforilacion de la proteina
tau, los cuales estan regulados por diferentes quinasas y fosfatasas. En la EA,
la hiperfosforilacion de tau parece tener su origen en la sobreexpresion de
varias quinasas (GSK-3p y cdkb) y la sub-expresion de fosfatasas (PP-1y PP-
2A), lo que conduce a importantes cambios conformacionales de esta proteina
[18]. Posteriormente, la proteina tau hiperfosforilada se estructura en forma de
filamentos heicoidales apareados (PHF, paired helical filaments), los cuales
pueden agregarse para formar ovillos neurofibrilares que se depositan
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intracelularmente en el hipocampo, la corteza entorrinal y la amigdala. Sin
embargo, esta proteina hiperfosforilada también puede permanecer en su
forma citosélica soluble sin agregar. En cualquier caso, la pérdida de proteina
tau funcional debido a la hiperforforilacién, ya sea en su forma polimerizada o
soluble, provoca la desestabilizacion de los microtubulos axonales,
comprometiendo asi gravemente el funcionamiento neuronal y sinéptico
(Figura 4).

Al igual que los péptidos AB, la medicion de los niveles de proteina tau se ha
convertido en uno de los biomarcadores clasicos para el estudio de la EA. Asi,
los niveles de proteina tau, tanto total como hiperfosforilada, suelen verse
incrementados tanto en LCR como en sangre de pacientes con EA [16].

1.2.4. LA HIPOTESIS COLINERGICA

La reduccidn de la neurotransmision colinérgica es una de las hipdtesis mas
antiguas surgidas para explicar las anormalidades neuroquimicas observadas
en la enfermedad de Alzheimer. Esta teoria patogénica relaciona la EA con un
déficit en los niveles cerebrales del neurotransmisor acetilcolina como
consecuencia de la pérdida de neuronas colinérgicas en hipocampo y corteza
cerebral, y la sub-expresion de la colina acetiltransferasa, la enzima
responsable de su biosintesis [19]. Numerosos estudios relacionaron esta
disfuncion colinérgica con el deterioro cognitivo observado en los pacientes
de EA debido a la funcién prominente que juega la acetilcolina en el correcto
funcionamiento de la memoria y los procesos de aprendizaje. Ademas, esta
hip6tesis ha servido como base para el desarrollo de la mayoria de los
farmacos que existen en la actualidad para el tratamiento paliativo de esta
enfermedad: los farmacos anticolinesterasicos, empleados para aumentar los
niveles cerebrales de acetilcolina mediante la inhibicion de la
acetilcolinesterasa.

1.2.5. INFLAMACION

Los procesos neuroinflamatorios se han relacionado estrechamente con el
desarrollo de la patofisologia de la EA, aunque ain existe una gran
controversia sobre si estos procesos son causantes del dafio neuronal
observado en esta enfermedad o si por el contrario son tan sélo una respuesta
natural de proteccion frente a otros procesos patoldgicos (e.g. deposicion de
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AP, formacion de NFT). Estos mecanismos inflamatorios parecen estar
causados por la sobre-activacion de las células gliales, principalmente
astrocitos y microglia, alrededor de las placas amiloideas (o gliosis) [20]. Una
vez activadas, las células gliales producen una gran cantidad de moléculas
pro-inflamatorias como citoquinas, factores del complemento y eicosanoides.
En este sentido, los niveles de interleucinas (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8),
factores de necrosis tumoral (TNF, tumor necrosis factor) y otras citoquinas
normalmente pueden encontrarse incrementados en tejido cerebral de
pacientes afectados por la EA [21]. La sobreexpresion de la cascada del
complemento también se ha asociado a la EA como un mecanismo protector
en la eliminacion de las placas seniles mediante fagocitosis [22]. Ademas, la
inflamacion mediada por eicosanoides ha demostrado ser una componente
esencial en la patofisiologia de la EA, inducida por la degradacién de las
membranas neuronales y posterior oxidacion de los &cidos grasos
poliinsaturados liberados en este proceso [23]. Sin embargo, estas respuestas
inflamatorias no sélo pueden encontrarse en el sistema nervioso central, sino
que se ha demostrado que el sistema inmune periférico también participa en la
patogénesis de este desorden neurodegenerativo. Asi, estudios previos han
documentado niveles anormales de compuestos pro-inflamatorios periféricos
[24]. Ademaés, algunos autores sugieren la implicacién del sistema inmune
adaptativo en la EA, con un aumento de la actividad de las células T y su
acumulaciéon en el tejido cerebral [25], asi como la participacion de la
respuesta autoinmune frente a los péptidos A [26, 27].

1.2.6. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es una situacién patologica presente en numerosas
enfermedades, causada por un desequilibrio entre la capacidad antioxidante
protectora del organismo y los procesos de produccién de radicales oxidantes
toxicos, principalmente especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen
species) y de nitrégeno (RNS, reactive nitrogen species). En particular, el
cerebro humano ha demostrado ser altamente susceptible al estrés oxidativo
debido a su elevada actividad metabdlica, alta concentracion de sustratos
facilmente oxidables, y escasez de compuestos antioxidantes en comparacion
con otros tejidos. Asi, la sobreproduccién de radicales oxidantes puede
conducir a importantes dafios oxidativos en numerosos componentes celulares
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como lipidos, proteinas, ADN y ARN, causando graves fallos estructurales y
funcionales.

La produccion de radicales libres en las regiones cerebrales afectadas por la
EA se ha asociado a numerosas fuentes de estrés oxidativo, como la
deposicion de placas seniles y ovillos neurofibrilares, acumulacion de
metales, factores genéticos o la activacion de la microglia [28]. A su vez, este
dafio oxidativo puede relacionarse con otros procesos subyacentes a la
neuropatologia de la EA, incluyendo fallos en el metabolismo energético y
disfuncion mitocondrial, dafios neuronales causados por la oxidacion de
lipidos, proteinas y ADN, o produccion de compuestos neurotoxicos como 4-
hidroxinonenal, malondialdehido y productos de la glicacion avanzada. De
este modo, humerosos marcadores de estrés oxidativo se han propuesto como
potenciales pruebas de diagndstico de la EA, los cuales pueden detectarse
tanto en el sistema nervioso central como en la periferia, sugiriendo la
participacion del sistema antioxidante sistémico en el desarrollo de la EA
[29]. Entre estos posibles biomarcadores se incluyen la produccion de
isoprostanos, carbonilos proteicos, 3-nitrotirosina, sustancias reactivas al
acido tiobarbitlrico, bases oxidadas, o niveles disminuidos de antioxidantes,
entre otros [30-32].

1.2.7. HOMEOSTASIS DE LOS METALES

Los elementos metélicos juegan un papel crucial en el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer, viéndose implicados tanto elementos esenciales
como especies toxicas. Estas alteraciones en la metalo-biologia asociada a la
EA pueden ocurrir a distintos niveles, incluyendo las rutas de captacién y
liberacion de metales, almacenamiento, metabolismo intracelular y procesos
regulatorios, por lo que deben considerarse como una consecuencia resultante
de una homeostasis metalica anormal a nivel sistémico [33].

La implicacion de la homeostasis del hierro, el cobre y el zinc en la
patogénesis de la EA ha sido extensamente estudiada, ya que estos metales
esenciales participan en las proteopatias caracteristicas de este desorden
neurodegenerativo. Estos metales normalente se acumulan en los depositos
amiloideos cerebrales [34], ya que promueven la agregacion de péptidos AP y
la deposicion de placas seniles [35]. También se han relacionado con el
metabolismo de la APP y su procesado mediante secretasas a través de la ruta
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amiloidogénica [35, 36], y ademés se ha demostrado su participacion en las
anormalidades observadas en la proteina tau, promoviendo su fosforilacion e
induciendo la agregacion en forma de NFT [37, 38]. El estrés oxidativo
inducido por metales pesados es otro potencial mecanismo patoldgico que
puede conducir a los procesos neurodegenerativos observados en la EA. Los
fallos en la homeostasis de determinados metales activos, principalmente
hierro y cobre, pueden generar estrés oxidativo mediante la produccion de
especies reactivas de oxigeno [39]. Sin embargo, los metales redox inactivos
(e.g. arsénico, plomo, cadmio) también presentan efectos téxicos mediante la
unién a los grupos sulfhidrilos proteicos y la deplecién de los niveles de
glutatiéon [40, 41]. Entre estos elementos toxicos cabe destacar el aluminio,
gue se ha relacionado tradicionalmente con la patogénesis de la EA desde que
Crapper demostré en 1973 la acumulacion de este metal en tejido cerebral de
pacientes de EA confirmados histopatologicamente [42]. Este elemento
participa en multiples procesos asociados a la patogénesis de la EA,
generando estrés oxidativo e induciendo la produccién, polimerizacion y
agregacion de péptidos AP, aunque esta hipotesis aln genera una gran
controversia [43]. Por Gltimo, también se han establecido relaciones entre la
EA y diferentes elementos con una funcidn protectora. En este sentido, se ha
demostrado que existe una correlacidén negativa entre el deterioro cognitivo y
los niveles de selenio y la actividad de distintas selenoproteinas en pacientes
afectados por la EA [44]. Ademas, también se ha descrito que el zinc puede
jugar un papel neuroprotector frente a la citotoxicidad inducida por A debido
a su capacidad antioxidante, a pesar de sus propiedades neurotdxicas
previamente descritas, evidenciando la alta complejidad de los mecanismos
patoldgicos asociados a la EA [45].

Por todo ello, el estudio del contenido de metales en distintas muestras
biolégicas se ha erigido como una herramienta clave en la investigacion de la
patogénesis de la EA (ver seccion 3.3).

1.3.  DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEMER
1.3.1. CRITERIOS CLINICOS DE DIAGNOSTICO

Actualmente, el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer se basa en una
combinacion de pruebas neuropsicolégicas y la exclusion de otras
enfermedades neuroldgicas, psiquiatricas o sistémicas, haciendo uso de
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examenes neurol6gicos y otras pruebas de laboratorio. Los criterios
diagndsticos comunmente empleados por la comunidad médica y cientifica
son los definidos por el NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological
and Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer’s Disease and
Related Disorders Association), los cuales se resumen en la Figura 5 [46].

Criterios NINCDS-ADRDA para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer

I. Criterios para el diagnéstico clinico de enfermedad de Alzhei probabl

« Demencia, diagnosticada mediante examen clinico y documentada con el miniexamen mental de Folstein, la escala
de demencia de Blessed, u otras similares, y confirmada con test neuropsicoldgicos.

+ Deficiencias en dos 0 mas areas cognitivas.

« Empeoramiento progresivo de la memoria y de otras funciones cognitivas

« No alteracién del nivel de conciencia.

= Comienzo entre los 40 y los 90 afios, con mayor frecuencia después de los 65.

« Ausencia de alteraciones sistémicas u otras enfermedades cerebrales que pudieran producir el deterioro progresivo
observado de |a memoria y de las otras funciones cognitivas.

Il. Apoyan el diagnéstico de «enfermedad de Alzheimer probablex:
+ Deterioro progresivo de alguna funcién cognitiva especifica (afasia. apraxia, agnosia).
+ Alteraciones conductuales y en la realizacién de las actividades diarias habituales.
= Antecedentes familiares de trastorno similar, especialmente si obtuvo confirmacién anatomopatolégica.
* Pruebas complementarias:
- Liguido cefalorraquideo normal, en las determinaciones estandar.
- EEG normal, o con alteraciones inespecificas como incremento de |a actividad de ondas lentas.
- Atrofia cerebral en TAC, objetivandose progresion de la misma en observacion seriada.

lll. Aspectos clinicos compatibles con el diagnéstico de venfermedad de Alzheimer probablen, tras excluir otras
causas de demencia:

= Mesetas en la progresién de la enfermedad

+« Sintomas asociados de depresion, insomnio, incontinencia, ideas delirantes, ilusiones, alucinaciones, accesos
emocionales, fisicos o verbales, alteraciones de la conducta sexual, pérdida de peso.

+ Otras alteraciones neurolégicas en algunos pacientes, especialmente en los gue se hallan en fase avanzada,

como hipartonia, micclonias o alteracion de la marcha.

+» Convulsiones, en fase avanzada de la enfermedad.

+ TAC cerebral normal para la edad del paciente.

IV. Asp que co 1 el diagnéstico de wenfer de A i probable» en incierto o improbable:
+ Instauracion brusca o muy rapida.

* Manifestaciones neurolégicas focales como hemiparesia, alteracion de la sensibilidad o de los campos visuales, o
incoordinacion en fases tempranas de la evolucidn.

+ Convulsiones o alteraciones de la marcha al inicio o en fases muy iniciales de la enfermedad.

V. Diagnéstico clinico de enfermedad de Alzheimer posible:

* Demencia, con ausencia de otras alteraciones sistémicas, psiquiatricas y neuroldgicas que puedan causar esa demencia,
pero con una instauracién, manifestaciones o patrdn evolutive que difieren de lo expuesto para el diagnostico de
«enfermedad de Alzheimer prabables.

« Presencia de una segunda alteracion, cerebral o sistémica, que podria producir demencia, pero que no es considerada
por el clinico como la causa de esta demencia.

* En investigacion, cuando se produce deterioro gradual e intenso de una Unica funcién cognitiva, en ausencia de otra
causa identificable

VI, Criterios para el diagnéstico de enfermedad de Alzheimer definitiva:

+ Criterios clinicos de «enfermedad de Alzheimer probable».
» Comprobacidn histopatolgica, obtenida a través de biopsia o autopsia.

Figura 5. Criterios NINCDS-ADRDA para el diagnostico de la enfermedad de
Alzheimer (www.igb.es).

Estos criterios establecen tres categorias diagndsticas segun el nivel de
confianza alcanzado: diagndstico probable, posible y definitivo. El
diagndstico probable de la EA requiere la presencia de una demencia tipica de
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inicio insidioso y progresivo, y la ausencia de otras enfermedades sistémicas o
cerebrales que puedan explicar este trastorno cognitivo (e.g. enfermedad de
Parkinson, demencia multi-infarto, enfermedades tiroideas, etc). Por el
contrario, el diagndstico es posible cuando existen otras enfermedades que
pueden explicar el cuadro de demencia pero la EA se considera la causa mas
probable. Por ultimo, un diagndstico definitivo de la EA requiere de la
confirmacion histopatoldgica.

Las herramientas mas importantes que se emplean para llevar a cabo este
diagnostico incluyen la examinacion del historial clinico, los test
neuroldgicos, la electroencefalografia, las técnicas de neuroimagen, y analisis
de sangre y LCR [47].

e Historial médico: esencial para establecer el curso del deterioro cognitivo
progresivo. Debe incluir las anormalidades en las distintas funciones
cognitivas, modo de inicio y patrén de progresion de la demencia, el
impacto en las actividades de la vida diaria, comorbilidades, y
antecedentes familiares y educacionales.

e Examen neurolégico: el deterioro en las funciones cognitivas puede
evaluarse mediante distintos tipos de examen neurol6gico, siendo el méas
empleado la Mini-prueba del estado mental (MMSE, Mini-Mental State
Examination). Complementariamente, existen otras pruebas para
determinar los fallos en la memoria, funciones ejecutivas y funciones
instrumentales. Ademds, es necesario llevar a cabo una evaluacion
psiquiatrica y de los sistemas motores y sensoriales para excluir otros
desdrdenes neuroldgicos.

e Electroencefalografia: técnica complementaria de diagnostico, ya que los
pacientes con EA muestran actividad cerebral reducida.

e Pruebas de neuroimagen: a dia de hoy existen varias técnicas de
neuroimagen que permiten detectar los cambios neuropatolégicos
caracteristicos de la EA [48]. La tomografia axial computerizada (TAC) es
la herramienta mas empleada, la cual permite descartar la presencia de
otras enfermedades como tumores cerebrales, hematoma subdural o
hidrocefalia, entre otras. La resonancia magnética también puede usarse
para detectar atrofia cerebral (MRI, magnetic resonance imaging) o para
cuantificar anormalidades neuroquimicas (MRS, magnetic resonance
spectroscopy). Por ultimo, la tomografia de emision de positrones (TEP)

23



Introduccion

permite detectar los depositos de AP, asi como medir la disminucion de la
tasa metabolica cerebral de la glucosa.

Andlisis de sangre: los andlisis de sangre permiten identificar
comorbilidades, factores de riesgo y, en ocasiones, descubrir la causa
primaria de la demencia. Ademas, estos analisis permiten descartar dafios
cognitivos asociados a un amplio rango de condiciones metabdlicas,
infecciosas o toxicoldgicas. Incluyen bioquimica general (glucosa, urea,
acido urico, triglicéridos, colesterol, funcion renal y hepética, calcio y
fésforo), test de sedimentacion, hemograma completo, determinacion de la
funcion tiroidea, vitamina B12, &cido folico, y test serologicos para sifilis,
VIH y Borrelia.

Andlisis de LCR: determinacion de marcadores convencionales de EA
(péptidos AP, proteina tau total e hiperfosforilada).

Los criterios NINCDS-ADRDA fueron revisados y actualizados en el afio
2007 [49], siendo incorporados en los principales manuales internacionales de
diagnostico (DSM, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders;
ICD, International Classification of Diseases). Estos nuevos criterios no
incluyen la designacion de EA posible, y establecen que para diagnosticar una
EA probable debe cumplirse un criterio clinico central (criterio A) y al menos
uno de los criterios adicionales de apoyo (criterios B, C, D, E).

Criterio A: presencia de un deterioro significativo y temprano en la
memoria episodica.

Criterio B: atrofia del I6bulo temporal medial (pérdida de volumen de
hipocampo, corteza entorrinal y amigdala, determinado mediante MRI).

Criterio C: niveles anormales de biomarcadores convencionales en LCR.
Disminucion de AP42 y aumento de proteina tau (total e hiperfosforilada).

Criterio D: patrén metabolico especifico determinado mediante TEP
(disminucion de la tasa metabolica cerebral de la glucosa, agregacion de
APy tau).

Criterio E: presencia de mutaciones autosomicas dominantes (APP, PS1,
PS2).
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Ademas, se definen una serie de criterios de exclusién que incluyen un inicio
repentino de la enfermedad, la presencia de deficiencias neurol6gicas focales
(e.g. hemiparesia, pérdida sensorial, déficit visual) o la aparicidén temprana de
deficiencias extrapiramidales, convulsiones o anomalias en la forma de andar.
El diagndstico de la EA probable tampoco es posible cuando existen otros
desordenes que pueden explicar el deterioro cognitivo, como lesiones
cerebrovasculares, otros tipos de demencia (e.g. demencia de cuerpos de
Lewy), delirio, depresion o intoxicaciones.

1.3.2. LA NECESIDAD DE BIOMARCADORES

A pesar de las revisiones y actualizaciones a las que se han sometido los
criterios NINCDS-ADRDA en los ultimos afos, las actuales pruebas de
diagnostico de la EA aln presentan grandes limitaciones. En primer lugar, hay
que destacar que la EA s6lo puede diagnosticarse de forma probable, ya que el
diagndstico clinico empleado en la actualidad no puede ser confirmado hasta
la identificacion histopatoldgica en tejido cerebral post-mortem de las placas
seniles y los ovillos neurofibrilares. Ademas, este protocolo diagnostico
requiere de la presencia de un deterioro cognitivo significativo (criterio A), lo
que imposibilita una deteccion precoz de la EA vy dificulta llevar a cabo
intervenciones farmacoldgicas eficaces, ya que la enfermedad sélo puede
detectarse en un estadio avanzado con un dafio cerebral generalizado. Por
altimo, se ha demostrado que estos criterios tienen una baja especificidad
frente a otras demencias (alrededor del 70%), con una sensibilidad sélo
moderada (80%) [50].

Por todo ello, la identificacion de biomarcadores sensibles y especificos para
el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer se ha convertido en uno de los
campos de investigacién emergentes en biomedicina. Un biomarcador se
define como un parametro fisioldgico, bioquimico o anatémico que puede
medirse in vivo y que refleja alguna caracteristica especifica de un proceso
patoldgico. Idealmente, un marcador efectivo de EA debe estar validado en
casos confirmados neuropatolégicamente y debe ser capaz de medir cambios
en cortos periodos de tiempo para estudiar la progresion de la enfermedad.
Ademas debe ser sensible (85%), especifico (80%), reproducible, no invasivo;
y preferentemente simple y barato. Por Gltimo, seria aconsejable que fuese
sensible a modificaciones terapéuticas para su aplicacion en el desarrollo de
nuevos farmacos [51]. El liquido cefalorraquideo es la matriz normalmente

25



Introduccion

empleada en la basqueda de posibles biomarcadores de Alzheimer debido a
que refleja fielmente la composicion neuroquimica extracelular del cerebro.
Sin embargo, la obtencion de LCR mediante puncidon lumbar supone un
procedimiento invasivo para el paciente, con un elevado coste econdmico.
Alternativamente, el empleo de muestras no invasivas como suero y plasma
sanguineo, o en menor medida orina y saliva, presenta un gran interés con el
fin de obtener métodos de diagnostico mas baratos y simples, sin ningin
riesgo para el paciente [52]. En cualquier caso, la elevada complejidad de la
etiologia asociada a la enfermedad de Alzheimer ha demostrado ser un
inconveniente importante para la identificacion de biomarcadores fiables. En
este sentido, el estudio de la patogénesis de la EA y el descubrimiento de
marcadores de diagnéstico se ve dificultado por el largo periodo
presintomatico de esta enfermedad, la imposibilidad de estudiar los cambios
microscdpicos hasta la fase final o la variabilidad de la expresion clinica de
los sintomas. Ademas, la busqueda de estos marcadores se ve obstaculizada
por el hecho de que el diagnostico clinico empleado actualmente no siempre
es exacto, especialmente en las primeras etapas de la enfermedad, por lo que
los grupos control empleados en estas investigaciones son susceptibles de
contener individuos con EA preclinica [53]. Finalmente cabe destacar que
dada la naturaleza multifactorial de esta enfermedad, es poco probable que un
Unico biomarcador sea capaz de satisfacer todas las necesidades para el
diagndstico de la EA, siendo mas aconsejable el desarrollo de paneles de
biomarcadores.

La busqueda de posibles biomarcadores de Alzheimer se ha enfocado
tradicionalmente en el estudio de los mecanismos patoldgicos caracteristicos
de esta enfermedad. En este sentido, numerosos autores han evaluado la
utilidad de moléculas relacionadas con la formacién de SP y NFT, el estrés
oxidativo o la neuroinflamacién como marcadores diagndsticos [16]. Sin
embargo, el empleo de técnicas de analisis masivo (o ciencias 6micas) esta
emergiendo en este campo gracias a su potencial para caracterizar de forma
global las alteraciones bioquimicas subyacentes a estos procesos patoldgicos.
Entre estas técnicas dmicas se encuentran la gendmica, la transcriptomica, la
protedmica y la metabolémica, cada una de las cuales ha permitido
profundizar en el conocimiento de la patogénesis multifactorial asociada a la
EA y el descubrimiento de posibles biomarcadores, revelando la implicacion
de genes, ARN, proteinas y metabolitos [51, 54]. En la Tabla 1 se muestran
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algunos de los marcadores que se han descrito hasta la fecha para la deteccién
de la EA. Sin embargo, ninguno de ellos ha demostrado la suficiente
sensibilidad y especificidad, por lo que a dia de hoy el diagnostico de la EA se
sigue realizando mediante la aplicacion de los criterios clinicos previamente
descritos.

Tabla 1. Ejemplos de biomarcadores propuestos para el diagnéstico de la enfermedad

de Alzheimer.

biomarcador observaciones Ref.
marcadores clasicos Ap |LCR, fsangre [16]
(deposicion de SP y Tau total TLCR, sangre
NFT) Tau hiperforforilada TLCR, sangre
marcadores de interleucinas (IL-6) TLCR, sangre [24]
inflamacion TNFa TLCR, sangre
a-antiquimiotripsina TLCR, sangre
marcadores de estrés malondialdehido tsangre [29]
oxidativo 4-hidroxi-nonenal Tsangre
F2-isoprostanos TLCR, sangre [31]
antioxidantes lplasma [32]
marcadores APP - [11]
gendmicos PS1 -
PS1 -
APOE -
marcadores a-2-macroglobulina TLCR, sangre [55]
protedmicos clusterina TLCR, sangre
transtiretina JLCR, sangre
marcadores N-acetil-aspartato lcerebro (MRS)  [51]
metabolomicos mio-inositol Tcerebro (MRS)
oxisteroles Tcerebro, LCR
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1.4. MODELOS ANIMALES DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

1.41. TIPOS DE MODELQOS

Los modelos animales son una de las herramientas mas importantes en
biomedicina para el estudio de la patogénesis de las enfermedades, el
descubrimiento de posibles biomarcadores y la evaluacién in vivo de nuevos
tratamientos farmacoldgicos [56]. En particular, estos modelos presentan una
gran utilidad en la investigacion de desérdenes neuroldgicos como la
enfermedad de Alzheimer, ya que el estudio del sistema nervioso central en
pacientes humanos se ve limitado al andlisis de tejido cerebral post-mortem,
cuando la enfermedad se encuentra en su estadio final, mientras que los
modelos animales permiten llevar a cabo estudios en diferentes etapas a lo
largo de la progresion de la enfermedad.

Numerosos modelos animales se han propuesto para el estudio de la EA,
incluyendo modelos tanto espontaneos como inducidos. Algunas especies
desarrollan espontaneamente placas seniles y taupatias con la edad (e.g.
perros, gatos, delfines, primates), las cuales pueden ir acompafiadas de un
deterioro cognitivo [57, 58]. Sin embargo, el uso de estos modelos no esta
generalizado por razones éticas y debido al elevado coste econdmico.
Alternativamente, la induccion de patologias caracteristicas de la EA
mediante farmacos, productos quimicos o lesiones cerebrales ha permitido
crear modelos enfocados en el estudio de rutas patofisioldgicas especificas,
como el déficit colinérgico, neuroinflamacion o fallos en el metabolismo de la
glucosa, entre otros [57]. Sin embargo, los resultados mas satisfactorios se han
obtenido modelando la EA en organismos transgénicos, incluyendo ratones,
ratas y otras especies no mamiferas como el pez cebra (Danio rerio),
nematodos (Caenorhabditis elegans) y la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster). Entre todos ellos, los ratones transgénicos son los modelos
méas ampliamente utilizados debido a que muestran una neuropatologia similar
a la observada en pacientes humanos afectados por la EA. Ademas, como las
rutas bioquimicas se conservan a través de la evolucién, y son muy similares
entre roedores y humanos, los resultados obtenidos en modelos murinos
muestran una mayor analogia con la etiologia de la enfermedad de Alzheimer
en humanos [59].
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El descubrimiento de los genes implicados en la patogénesis de la EA (i.e.
APP, PS1, PS2, APOE) ha permitido desarrollar multiples modelos
transgénicos [60]. EI modelo ideal deberia mostrar todas las caracteristicas
clinicas y patologicas de la EA, incluyendo los déficits cognitivos y del
comportamiento, la formacion de SP y NFT, gliosis, pérdida de neuronas y
sinapsis, y neurodegeneracion. Sin embargo, ningin modelo existente exhibe
todas estas caracteristicas, sino que cada una de las lineas actualmente
disponibles presenta una patologia Unica que permite abordar el estudio de los
mecanismos asociados a esta enfermedad desde distintos puntos de vista
complementarios. La mayoria de los modelos desarrollados se basan en la
sobreexpresién de la APP humana, los cuales muestran agregacion de
péptidos AP a edades avanzadas en hipocampo y corteza cerebral [61]. Sin
embargo, se ha demostrado que la co-expresién de formas mutadas de la PS1
y PS2 acelera la deposicion amiloidea [62], facilitando asi la aparicion del
fenotipo caracteristico de la EA. Por el contrario, la obtencion de modelos con
taupatia se ha visto dificultado por el desconocimiento de los genes
implicados en este proceso, de modo que los Unicos modelos existentes se
basan en la mutacion de tau responsable de la demencia frontotemporal
(DFT), en la que también se observa la deposicion de NFT [63]. De este
modo, las lineas transgénicas que existen en la actualidad para el estudio de la
EA se pueden clasificar en las siguientes categorias:

o Modelos APP (Tg2576, TQCRNDS8, PDAPP): expresion transgénica de la
APP humana. Desarrollan la patologia amiloidea y déficits en la memoria,
pero no pérdida neuronal.

e Modelos AB (BRI- AB42): producen Unicamente peptidos AP, y no otros
péptidos generados de la fragmentacion de la APP. Para ello, estos ratones
expresan una proteina de fusion entre el péptido AP y la proteina BRI,
implicada en la demencia familiar britanica. Desarrollan la patologia
amiloidea, pero no se observan déficits cognitivos.

o Modelos PS y APPxPS (APP/PS1, APP/PS2, 5xFAD): la mayoria se
basan en la mutacion de PS1. Los modelos transgénicos simples producen
péptidos AB42, pero no desarrollan la patologia caracteristica de la EA. Sin
embargo, las lineas multiples APPxPS muestran una deposicion acelerada
de placas seniles y déficits cognitivos significativos.
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e Modelos tau (TAPP, 3xTg): expresan la mutacion tau asociada a la DFT,
normalmente acompafiada de mutaciones en APP. Desarrollan las
patologias amiloidea y tau, pero de forma independiente.

e Modelos APOE (APOE3, APOE4): expresion de isoformas de APOE
humana. Desarrollan déficit cognitivo y fallos en la plasticidad sinaptica.

1.4.2. EL RATON TRANSGENICO APP,/PS14gs

El raton APPg,/PS1 e, 0 simplemente APP/PS1, es uno de los modelos
transgénicos mas ampliamente utilizados en la actualidad para el estudio de la
enfermedad de Alzheimer. Este modelo, descrito por primera vez en el afio
2004 por Jankowsky et al., se obtiene mediante la sobreexpresion de la
mutacion sueca de la APP junto a la supresion de PS1 en el exon 9 [64]. Estos
ratones reproducen fielmente algunos de los déficits neuropatoldgicos y
cognitivos observados en la EA humana, con un fenotipo caracterizado por la
deposicion temprana de placas amiloideas a partir de los cuatro meses de
edad, activacién glial, y fallos en las funciones cognitivas a la edad de seis
meses [65]. Ademas, aungue no exhibe pérdida neuronal (como la mayoria de
los modelos desarrollados hasta el momento), el raton APP/PS1 manifiesta
una gran variedad de otros sintomas, incluyendo una mortalidad
incrementada, déficits en la transmision colinérgica o actividad neuronal
reducida en regiones afectadas por la acumulacion de AB. Por ultimo, cabe
destacar que el perfil neuroquimico y los cambios metabdlicos dependientes
de la edad observados en APP/PS1 son muy similares a los mostrados por los
pacientes de Alzheimer [66], demostrando el potencial de este modelo
transgénico para la investigacion de los mecanismos patogénicos asociados a
la EA.

1.4.3. MODULACION DE LA INFLAMACION EN LOS MODELOS
DE ALZHEIMER: EL RATON TRANSGENICO APP/PS1/1L4-KO

Debido a la gran importancia de la neuroinflamacion en la patogénesis de la
EA, en los dltimos afios se han desarrollado nuevos modelos animales basados
en la modulacién de distintos componentes inflamatorios [67]. Con el fin de
elucidar el papel de la activacién microglial en el desarrollo de la EA, se han
creado modelos transgénicos con actividad glial modulada mediante la
estimulacién de diferentes receptores, incluyendo receptores scavenger [68,
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69], de tipo Toll [70] o de quimioquinas [71]. Ademas, otros estudios han
demostrado que la sobreexpresion de mediadores pro-inflamatorios en ratones
transgénicos de la EA pueden potenciar la patologia, incrementando la
produccién y agregacion de péptidos AP e inhibiendo su eliminacion, del
mismo modo que la supresion de estos mediadores causa una notable mejoria.
Asi, algunos de los componentes inflamatorios que han sido investigados son
las interleucinas [72], factores de necrosis tumoral [73] o la enzima Oxido
nitrico sintetasa [74].

Entre estos mediadores, la modulacién de la interleucina 4 (IL4) puede tener
un gran interés ya que presenta propiedades antiinflamatorias y esta implicada
en la proliferacion de células T y en funciones cognitivas como la memoria o
el aprendizaje [75]. Asi, la supresién del gen IL4 permite obtener un modelo
animal de funcién inmune deteriorada, el raton IL4 deficiente o IL4 knockout
(IL4-KO), en el cual se ven alteradas las rutas de produccion de citoquinas
Th2 e inmunoglobulinas E y G1 [76, 77]. En relacion con la EA, estudios
previos han demostrado la asociacion entre polimorfismos de nucleétido
simple del gen IL4 y un riesgo incrementado de padecer este desorden
neurodegenerativo [78, 79], asi como una produccion de IL4 reducida en
células mononucleares sanguineas de pacientes con EA [80]. Ademas se ha
comprobado que la induccidén de la produccion de IL4 reduce la deposicién de
AP y atenua la patologia asociada a la EA en distintos modelos transgénicos
[81, 82]. Por todo ello, el ratén transgénico triple APP/PS1/1L4-KO, obtenido
mediante el cruce de las lineas APP/PS1 e IL4-KO, podria ser un modelo
idéneo para el estudio de los mecanismos patoldgicos asociados a la
inflamacidn en la enfermedad de Alzheimer.
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2. LA METABOLOMICA: CARACTERIZACION
GLOBAL DE LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

2.1. INTRODUCCION A LA METABOLOMICA

Las técnicas de anélisis masivo, o ciencias dmicas, son hoy dia una de las
herramientas mas importantes para el estudio de los sistemas bioldgicos
gracias a su caracter global e interdisciplinar. Entre estas técnicas 6micas se
encuentran la gendmica, la transcriptomica, la proteémica y la metabolémica,
organizadas segun la denominada “cascada de las 6micas” en analogia con el
dogma central de la biologia (Figura 6), las cuales se basan en el andlisis
simultaneo y no dirigido del conjunto de todos los componentes bioldgicos de
un sistema (i.e. genes, ARN, proteinas y metabolitos, respectivamente).

2
$ GENOMICA
o

<€ | TRANSCRIPTOMICA |

Figura 6. La cascada de las dmicas.

El auge de las técnicas micas comenz6 con la gendmica en la década de
1990, gracias a la iniciacion del Proyecto Genoma Humano y la secuenciacion
del genoma de otros organismos modelo. Sin embargo, la utilidad de la
gendmica se ve limitada por el hecho de que en muchas ocasiones no se
conoce la relacién exacta entre la regulacion/expresion génica y el
funcionamiento de los sistemas celulares, principalmente debido a que la
mayoria del ADN es no codificante. Esta falta de comprension de las
consecuencias bioldgicas de una expresion genética alterada condujo al
desarrollo de otras técnicas como la transcriptdbmica, la protedmica y
finalmente la metabolomica. Entre todas ellas, la metabolomica ha
demostrado ser una de las herramientas mas poderosas para estudiar los
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procesos bioldgicos debido a que los metabolitos pueden considerarse como el
nivel de organizacion biolégico méas cercano a la expresion fenotipica [83],
como se ilustra en la Figura 6.

La metabolémica se define como el estudio del conjunto de todos los
metabolitos de un sistema bioldgico, también denominado metaboloma, y de
los cambios metabdlicos observados en respuesta a una perturbacion genética
0 medioambiental. EI metaboloma esta compuesto por un elevado numero de
metabolitos intra- y extracelulares (moléculas bioldgicas con un peso
molecular inferior a 1500 Da), los cuales participan directamente en los
procesos metabodlicos. El papel central que los metabolitos juegan en la
biologia de sistemas confiere una serie de ventajas a la metabolémica frente a
otras ciencias dmicas, las cuales pueden resumirse en los siguientes puntos
[84].

¢ La metaboldmica es el indicador mas fiable del fenotipo de un organismo,
ya que los metabolitos representan el punto final de las reacciones
biogquimicas, reflejando directamente las interacciones entre la expresion
génica, las proteinas y el medioambiente.

e Los cambios en el metaboloma son generalmente mas acusados que los
observados en otros niveles biolégicos como el transcriptoma o el
proteoma, lo que repercute en una mayor sensibilidad.

o El elevado dinamismo del metaboloma lo convierte en un indicador
instantaneo de las perturbaciones que ocurren en el organismo.

o La metabolémica permite estudiar los cambios asociados a los procesos de
control fisiolégico y metabolico, ya que muchos metabolitos estan
implicados en las modificaciones post-translacionales de las proteinas (e.g.
ATP, acetil-coenzima, glucosa).

o Las técnicas metaboldémicas pueden aplicarse en maltiples compartimentos
biolégicos del organismo estudiado (e.g. tejidos, fluidos bioldgicos),
simplemente cambiando el procedimiento de preparacion de muestra, lo
cual permite investigar de forma global las perturbaciones metabdlicas.

e El coste y tiempo de analisis es por lo general menor en metabolémica que
en otras técnicas 6micas.
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No obstante, la metaboloémica es aln una ciencia emergente con algunas
limitaciones importantes. El principal reto de la metabolémica es el desarrollo
de metodologias capaces de determinar el mayor ndmero posible de
metabolitos en un solo andlisis. Mientras que los anlisis genoémicos,
transcriptomicos y protedmicos estdn dirigidos a moléculas con una gran
analogia estructural (ADN/ARN vy proteinas son polimeros compuestos por 4
nucleotidos y 22 aminodcidos, respectivamente), el metaboloma presenta una
gran complejidad que dificulta su medicion e identificacion [85]. En primer
lugar cabe destacar la heterogeneidad quimica de los metabolitos presentes en
cualquier muestra bioldgica, entre los que pueden encontrarse lipidos, acidos
organicos, alcoholes y otros muchos compuestos. Ademas, el metaboloma
estd compuesto por metabolitos procedentes de diversas fuentes, incluyendo
metabolitos end6genos (sintetizados y metabolizados en el organismo),
exogenos (e.g. farmacos, nutrientes), asi como metabolitos procedentes de la
interaccion entre distintos organismos (e.g. microflora intestinal). Esta
diversidad composicional resulta en una gran variabilidad de propiedades
fisico-quimicas, incluyendo peso molecular, polaridad (hidrofobicidad-
hidrofilidad), propiedades 4acido-base o volatilidad, lo cual implica la
necesidad de maultiples enfoques metabolémicos complementarios para
obtener una cobertura analitica completa. Otro factor importante es el amplio
rango de concentraciones en que se pueden encontrar los metabolitos (desde
pM a mM), lo cual dificulta la determinacién simultanea de todos ellos. Por
altimo, el dinamismo del metaboloma también debe tenerse en cuenta a la
hora de disefiar un experimento metabolémico ya que los perfiles metabolicos
sufren de una alta variabilidad temporal (e.g. cambios diurnos) e
interindividual, en la que intervienen numerosos factores como el sexo, la
edad o la dieta.

A pesar de estas limitaciones, la metabolémica ha demostrado una gran
aplicabilidad en numerosos campos gracias a su potencial para caracterizar
fenotipos complejos afectados por diversas condiciones anormales. Asi,
algunas de las aplicaciones mas relevantes son el estudio de los mecanismos
de accién de tdxicos [86], la metabolomica medioambiental [87], y las
aplicaciones biomédicas relacionadas con el estudio de los mecanismos
subyacentes a la patologia de las enfermedades, el descubrimiento de posibles
biomarcadores y el desarrollo de nuevos tratamientos terapéuticos [88].
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2.2. ESPECTROMETRIA DE MASAS vs. RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR

La metaboldémica requiere de metodologias robustas y reproducibles, con una
elevada sensibilidad y precision, y que permitan el analisis integral del
metaboloma. Para ello se han propuesto numerosas plataformas analiticas,
entre las que destacan la resonancia magnética nuclear (RMN) y la
espectrometria de masas (MS, mass spectrometry), aunque también se han
aplicado otras muchas técnicas como la espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR, Fourier transform-infrared spectroscopy) y
la espectroscopia Raman [89], asi como métodos cromatograficos con
detectores distintos a RMN y MS, como por ejemplo el detector de ionizacion
de llama [90].

La RMN ha sido ampliamente utilizada en el campo de la metabolémica
debido a su elevada reproducibilidad, caracter no destructivo, requerimientos
minimos de preparacion de muestras y rapidez de analisis. Una de las grandes
ventajas que presenta frente a otras plataformas metabolomicas es su
capacidad para llevar a cabo la identificacion estructural de metabolitos,
normalmente mediante el empleo de librerias de espectros. Ademas, es una
técnica no discriminante ya que la sensibilidad en RMN no depende de las
caracteristicas fisico-quimicas de los analitos, como la polaridad o
propiedades &cido-base, posibilitando el anélisis de un amplio rango de
metabolitos [91]. En particular, la metabolomica basada en RMN ha tenido
una gran aceptacion en la investigacion de enfermedades neuronales como la
EA ya que permite llevar a cabo estudios in vivo de las alteraciones
neuroquimicas mediante MRS [92]. Sin embargo, una de las grandes
limitaciones de la resonancia magnética es su baja sensibilidad, limitando su
aplicabilidad al estudio de metabolitos de abundancia media-alta. Ademas, el
analisis de muestras complejas produce espectros con un gran numero de
sefiales que pueden solapar en un rango pequefio de desplazamientos quimicos
(=10 ppm), lo que dificulta la identificacién de metabolitos individuales.

Alternativamente, la elevada sensibilidad y especificidad de la espectrometria
de masas, junto con la capacidad que posee de llevar a cabo estudios tanto
cuantitativos como cualitativos, la han convertido en una técnica con un gran
potencial en metabolémica [93]. Ademas, la MS presenta un amplio rango de
aplicabilidad gracias a las multiples configuraciones instrumentales que
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pueden emplearse, incluyendo la aplicacion paralela de diversos métodos de
introduccion de muestra (cromatografia liquida y gaseosa, electroforesis
capilar) y mecanismos de ionizacion (electroespray, ionizacién quimica), lo
cual permite expandir la cobertura analitica del metaboloma. Asi, aunque las
técnicas basadas en MS normalmente requieren de una etapa de tratamiento
de muestra mas compleja, y la seleccion de las condiciones experimentales
(e.g. sistema de introduccion de muestras, fuente de ionizacién) conlleva la
introduccion de un sesgo analitico inherente, la MS se ha establecido como la
herramienta idonea para la caracterizacion metabdlica de sistemas complejos.

2.3. DISENO DE UN EXPERIMENTO METABOLOMICO
BASADO EN ESPECTROMETRIA DE MASAS

Teniendo en cuenta la elevada complejidad del metaboloma, el disefio
experimental de un estudio metabolomico es critico para asegurar resultados
fiables y robustos. El esquema de trabajo convencional en un experimento
metaboldmico integra una serie de etapas genéricas, como se esquematiza en
la Figura 7, entre las que se incluyen la recogida y tratamiento de muestras, el
analisis metaboldmico, el procesado y andlisis estadistico de los datos y por
ltimo la identificacion de los metabolitos discriminantes y la interpretacion
de los resultados.
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Figura 7. Esquema de trabajo simplificado de un experimento metabolémico.
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Todas estas etapas deben ser validadas y optimizadas en funcién de los
objetivos especificos del estudio, prestandose una especial atencidén a la
eliminacion de posibles sesgos que puedan conducir a resultados parciales o
erroneos. Ademas, debido al caracter no cuantitativo de las técnicas dmicas,
basadas en el andlisis comparativo, los métodos metabolomicos deben ser
altamente reproducibles con el fin de minimizar la variabilidad inter-muestral,
y facilitar asi la basqueda de metabolitos discriminantes entre los grupos de
estudio. En cualquier caso, la elevada heterogeneidad del metaboloma
normalmente hace necesario el empleo de multiples plataformas analiticas
complementarias para conseguir una cobertura metabolémica global, como se
describe en los siguientes apartados.

2.3.1. RECOGIDAY TRATAMIENTO DE MUESTRAS

En metabolémica pueden emplearse mumerosos tipos de muestras bioldgicas,
incluyendo fluidos como suero y plasma sanguineo, orina, liquido
cefalorraquideo o saliva, asi como tejidos y células, cada uno de los cuales
posee un metaboloma caracteristico [94-97]. El tamafio poblacional es un
factor clave para reducir la influencia de la variabilidad bioldgica inter-
muestral y asi poder obtener datos validos estadisticamente [98]. En
experimentos de laboratorio (e.g. ensayos de exposicion en animales modelo),
donde las condiciones experimentales estan altamente controladas, el nimero
de muestras suele ser pequefio ya que el factor estudiado es la Unica variable
aleatoria. Sin embargo, en epidemiologia (e.g. estudio de biomarcadores de
enfermedades) el tamafio muestral debe aumentar para corregir posibles
factores de confusion como diferencias asociadas a la edad, sexo, dieta o
habitos de vida.

Tras la recogida de las muestras, estas deben ser sometidas a un proceso de
desactivacion metabolica (quenching) para evitar que los metabolitos sufran
posteriores transformaciones. Esto normalmente se consigue mediante una
disminucién brusca de la temperatura con nitrégeno liquido, mientras que en
estudios con lineas celulares suelen emplearse disolventes orgénicos o
soluciones salinas para evitar la fuga de metabolitos por ruptura celular [93].

Por altimo, los procedimientos de tratamiento de muestra empleados en
metaboldmica deben ser simples y universales para evitar la introduccion de
sesgos (e.g. pérdidas de metabolitos, empleo de procesos de extraccién
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selectivos) [99]. En el caso de tejidos es necesaria la liberacién de los
metabolitos intracelulares mediante homogeneizacion y lisis celular, mientras
que el tratamiento de fluidos bioldgicos normalmente se ve limitado a una
etapa de desproteinizacion y/o dilucién para reducir el efecto matriz [100,
101]. Alternativamente, la extraccion en fase solida (SPE, solid phase
extraction) también se ha propuesto en numerosas ocasiones para realizar la
extraccion y purificacion de fluidos biolégicos de manera simultanea,
haciendo uso de mdaltiples materiales adsorbentes incluyendo fase reversa,
fase normal y resinas de intercambio idnico [102, 103]. Sin embargo la
extraccion de modo mixto (MM, mixed mode), que alna diferentes
mecanismos de retencién mediante la incorporacion de varios ligandos en un
mismo soporte, es la que presenta un mayor potencial en metabolémica
gracias a su capacidad de extraer una mayor fraccion de metabolitos [104].
Finalmente, la extraccion liquido-liquido (LLE, liquid-liquid extraction)
también ha sido considerada para la recuperacion de metabolitos de baja
polaridad en muestras con un alto contenido salino como la orina, aunque es
una técnica inusual en metaboldémica [105].

< DERIVATIZACION

En el caso particular de andlisis metaboldémico mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas, el tratamiento de muestras debe ir
acompafiado de una etapa de derivatizacién. El objetivo principal de este
proceso es la volatilizacion de compuestos polares, aunque también permite
estabilizar metabolitos térmicamente labiles asi como mejorar la eficiencia del
proceso cromatografico y la forma de pico.
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Figura 8. Esquema del procedimiento de derivatizacion mediante oximacion y
sililacion.
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El procedimiento de derivatizacién comdnmente empleado en metabolémica
consta de dos etapas [106], como se esquematiza en la Figura 8. En primer
lugar se lleva a cabo la oximacion de los grupos carbonilos, usando
clorhidrato de metoxiamina, con el fin de inhibir la ciclacion de los azlcares,
proteger los compuestos a-cetodcidos frente a la descarboxilacion y fijar los
grupos carbonilos enolizables. A continuacion, la derivatizacion de los
metabolitos polares normalmente se realiza mediante sililacion, ya que es el
procedimiento mas versatil y universal. El principal inconveniente de este
procedimiento es la inestabilidad que presentan los reactivos sililantes y los
productos sililados frente al agua y otros disolventes préticos, lo que ha
conducido al desarrollo de procedimientos alternativos que pueden emplearse
en medios acuosos (e.g. cloroformiato de etilo). En metabolomica, los agentes
derivatizantes mas comunes son los reactivos de trimetilsililacion, entre los
gue se encuentran la N-metil-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA) y N,O-
bis-trimetilsilil-trifluorocetamida (BSTFA), con un amplio rango de
aplicabilidad y similar poder derivatizante. En ocasiones estos derivatizantes
pueden ir acompafados de un catalizador, normalmente trimetilsilil-
clorosilano (TMCS), aunque algunos autores sugieren que su Uso ho mejora
significativamente el rendimiento de la derivatizacion [107]. Ademas, existen
otros reactivos mas selectivos como el trimetilsilil-imidazol (TMSI) o
hexametil-disilazano (HMDS), empleados para derivatizar grupos impedidos
estéricamente, o el cloruro de tert-butil-dimetilsililo (TBDMS-CI), menos
sensible a la hidrdlisis que los reactivos de sililacion convencionales.

2.3.2. TECNICAS DE ANALISIS BASADAS EN ESPECTROMETRIA
DE MASAS

Como se ha descrito anteriormente, no existe ninguna técnica analitica que
permita estudiar la totalidad del metaboloma de forma simultanea, siendo
necesario el empleo de diferentes plataformas complementarias para
conseguir una amplia cobertura analitica. En este sentido, la espectrometria de
masas presenta un gran potencial gracias a las mdltiples conformaciones
instrumentales existentes, entre las que se incluyen distintos sistemas de
introduccidn de muestra, fuentes de ionizacién y analizadores de masas.
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< INTRODUCCION DE MUESTRA

Las plataformas metabolomicas mas empleadas en la actualidad se basan en el
acoplamiento de distintas técnicas de separacion a un espectrémetro de masas,
entre las que destacan la cromatografia liquida (LC, liquid chromatography),
la cromatografia de gases (GC, gas chromatography) y la electroforesis
capilar (CE, capillary electrophoresis) [108, 109].

El acoplamiento GC-MS fue desarrollado mucho antes de la introduccion de
otras técnicas basadas en separaciones en fase liquida gracias a la
compatibilidad entre la cromatografia de gases y la espectrometria de masas,
ya que ambas operan en fase gaseosa. Por ello, esta plataforma ha jugado un
papel muy relevante en los inicios de la metabolémica. En general, la mayoria
de los métodos metabolémicos basados en GC-MS emplean ionizacion por
impacto electrénico (EIl, electron impact), y en menor medida ionizacion
quimica (CI, chemical ionization). La separacién cromatografica normalmente
se lleva a cabo en columnas capilares con fase estacionaria de polaridad baja
(5% difenil-polidimetilsiloxano) o media (50% difenil-polidimetilsiloxano),
haciendo uso de programas de temperatura prolongados que comienzan con
temperaturas inferiores al punto de ebullicion del disolvente, hasta alcanzar
300-320°C. Alternativamente, los métodos cromatograficos bidimensionales
(GCxGC-MS) permiten aumentar la eficiencia de la separacién en muestras
complejas. Para ello, cada pico eluyente de una primera columna,
normalmente no polar, se transfiere a una segunda columna (polar), lo que
permite Ilevar a cabo separaciones en funcion tanto de la volatilidad como de
la polaridad de los metabolitos analizados. Una de las ventajas mas
importantes del acoplamiento GC-MS es su capacidad para identificar picos
desconocidos mediante el empleo de librerias de espectros, lo cual es posible
gracias a la reproducibilidad que se consigue en los procesos de
fragmentacion mediante el uso de EIl. Ademas, la reproducibilidad vy
resolucion cromatografica es por lo general superior a la que se obtiene con
otros acoplamientos como LC-MS y CE-MS. Sin embargo, la mayor
limitacion de esta plataforma es que estéa restringida al analisis de compuestos
volatiles y térmicamente estables, lo cual normalmente requiere de una etapa
previa de derivatizacion (seccion 2.3.1) que puede introducir una mayor
variabilidad técnica y complejidad analitica. Por lo tanto, el acoplamiento GC-
MS s6lo puede emplearse para obtener perfiles metabolémicos de compuestos
de bajo peso molecular.
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La introduccion de las fuentes de ionizacion a presion atmosférica (API,
atmospheric pressure ionization) en la década de 1990 permitio el desarrollo
de los acoplamientos LC-MS, los cuales muestran un mecanismo de
separacion complementario a GC-MS. A pesar de que la supresién ionica es
un problema importante en LC-MS, esta plataforma se ha convertido en la
herramienta metaboldmica mas empleada hoy dia gracias a su amplio rango
de aplicabilidad. En este sentido, las técnicas basadas en LC-MS permiten
analizar compuestos de naturaleza quimica muy diversa, desde metabolitos de
bajo peso molecular hasta compuestos de mayor tamafio como lipidos,
péptidos o sacéridos, para lo cual pueden emplearse diversas fases
cromatograficas con mecanismos de retencion complementarios. La
cromatografia de fase reversa (RP, reversed phase) es la modalidad mas
empleada en metaboldmica ya que la mayoria de los metabolitos conocidos
son de naturaleza hidrofébica (>70%), principalmente lipidos (e.g.
fosfolipidos, esteroides, glicerolipidos). Por el contrario, el analisis de la
fraccion metabdlica polar normalmente se lleva a cabo mediante
cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC, hydrophilic interaction
chromatography), una técnica similar a la cromatografia en fase normal (NP,
normal phase) en la que la fase mdvil no acuosa empleada en NP se
reemplaza por un eluyente que contiene disolventes organicos miscibles con
el agua, lo cual facilita su acoplamiento a MS. Una alternativa para el andlisis
del metaboloma polar es el empleo de reactivos de pares idnicos, que
permiten separar metabolitos hidrofilicos en fases estacionarias hidrofébicas.
La cromatografia liquida abarca una amplia gama de distintos sistemas
instrumentales atendiendo a la longitud de la columna y el tamafio de
particula. Las técnicas convencionales basadas en cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC, high-perfomance liquid chromatography) han sido
extensamente aplicadas en metaboldmica, pero la resolucion cromatogréafica
gue proporciona no es suficiente para resolver la elevada complejidad del
metaboloma. Por ello, algunos autores han propuesto el uso de la
cromatografia liquida capilar para conseguir una mayor sensibilidad y
resolucion, asi como menores requerimientos de cantidad de muestra y
disolventes [108]. Sin embargo, estas columnas poseen una limitada
capacidad de carga, lo cual es incompatible con el analisis integral de la
totalidad del metaboloma. Actualmente, la plataforma mas empleada en
metabolémica es la cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC,
ultra high-perfomance liquid chromatography), la cual permite realizar
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separaciones mas eficientes gracias al uso de fases estacionarias con tamafo
de particula inferior a 2 um. Asi, se ha demostrado que la UHPLC mejora la
reproducibilidad de la separacion cromatografica, aumenta la sensibilidad y
resolucion de pico, y reduce el tiempo total de andlisis, como puede
observarse en la Figura 9 [110].

Figura 9. Cromatogramas tridimensionales (tiempo de retencién vs. m/z vs.
intensidad) obtenidos mediante analisis por HPLC-MS (izquierda) y UHPLC-MS
(derecha) de una misma muestra de orina [110].

Por ultimo, el acoplamiento CE-MS ha demostrado un gran potencial para el
analisis de metabolitos altamente polares e ionicos, los cuales no pueden
resolverse mediante GC-MS o LC-MS. Algunas de las ventajas que presenta
esta técnica son su elevada resolucién de separacién y el requerimiento de
pequefios volimenes de muestra con un pre-tratamiento minimo [111].
Ademas, la disponibilidad de mdltiples modos de separacion permite abordar
de forma més exhaustiva el estudio de la totalidad del metaboloma, entre los
que destacan la electrophoresis capilar de zona (CZE, capillary zone
electrophoresis), cromatografia capilar electrocinética micelar (MEKC,
micellar electrokinetic capillary chromatography) y la electrocromatografia
capilar (CEC, capillary electrochromatography). Sin embargo, la aplicacion
de esta plataforma no es tan comun en metabolémica como GC/LC-MS
debido a la irreproducibilidad en los tiempos de migracion y a la dificultad de
acoplar CE con MS, lo cual repercute en una baja robustez analitica. A pesar
de estas limitaciones, CE-MS esta emergiendo en los ultimos afios como una
herramienta metabolomica complementaria a tener en cuenta, con un gran
potencial para la caracterizacion del metaboloma polar en muestras con un
gran contenido acuoso (e.g. orina, LCR), como se muestra en la Figura 10
[112]. En la mayoria de las aplicaciones se emplean capilares de silice
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descubiertos, aunque también se ha propuesto el uso de distintos tipos de
recubrimientos para tener un mayor control del flujo electroosmético asi como
para reducir la adsorcion de analitos en la pared interna del capilar [113]. Otro
factor a tener en cuenta es la interfaz de acoplamiento entre CE y MS. La
interfaz con flujo adicional (sheath-liquid interface) es el formato més
habitual, donde la conexion se consigue mediante un tubo coaxial a través del
cual se introduce un disolvente de envoltura que permite generar un aerosol
mas estable durante la ionizacion en MS. Por el contrario, en la modalidad sin
flujo adicional (sheathless interface) el eluyente de la CE se introduce
directamente en el MS, lo que proporciona una mejor sensibilidad pero genera
una mayor inestabilidad de la sefial.
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Figura 10. Comparacion de cromatografia liquida capilar (A), HPLC (B) y CE (C)
para el analisis del metaboloma polar de muestras de orina [112].

La aplicacion de estas técnicas cromatograficas y electroforéticas previas a la
deteccion por MS permite resolver un gran nimero de metabolitos, y facilita
la identificacion y cuantificacion de los mismos gracias al conocimiento de la
masa exacta, espectros de fragmentacién y tiempos de retencién/migracion.
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Sin embargo, estos acoplamientos presentan una serie de limitaciones
asociadas al elevado tiempo de analisis y el requerimiento de un control
exhaustivo de las condiciones de separacién para asegurar una buena
reproducibilidad analitica, lo que ha conducido al desarrollo de metodologias
complementarias con un mayor rendimiento analitico. Entre ellas destacan las
técnicas de introduccion directa de muestras en MS, ya sea mediante infusion
directa (DI, direct infusion) o analisis por inyeccion en flujo (FIA, flow
injection analysis) [114], y en menor medida las técnicas de ionizacion
ambiental, que permiten el analisis directo de muestras sélidas o aerosoles
liquidos sin necesidad de ningin pretratamiento [115]. Estas plataformas
metabolémicas de andlisis directo permiten un procesado de muestras mas
rapido, lo cual reduce la deriva instrumental a lo largo del periodo de analisis
y en consecuencia aumenta la reproducibilidad inter-muestral. Ademas, la
ausencia de una etapa previa de separacion cromatogréafica/electroforética
posibilita la determinacion de multiples metabolitos de naturaleza muy
diversa, ya que se evita el sesgo analitico inherente asociado a la selectividad
de los mecanismos de retencion de las distintas técnicas de separacion. Por
Gltimo, cabe destacar gque la introduccion directa de muestras en MS facilita el
disefio del experimento metabolémico en términos de una mayor simplicidad
instrumental (evitandose problemas asociados al deterioro gradual de
columnas y capilares), y del posterior procesado de datos. Sin embargo, estas
técnicas también presentan importantes inconvenientes relacionados con la
imposibilidad de diferenciar compuestos isobéricos, la dificultad de obtener
datos cuantitativos debido a la presencia de supresion idnica y la deteccion de
iones producidos mediante fragmentacion in-source. A pesar de estas
limitaciones, las técnicas basadas en DI/FIA-MS han demostrado ser una
herramienta idonea para realizar un primer screening metabolémico rapido y
sencillo.

< TECNICAS DE IONIZACION

Otro gran potencial del empleo de la espectrometria de masas en
metabolémica es la disponibilidad de multiples técnicas de ionizacion
complementarias, como se muestra en la Figura 11. De este modo, aunque
cada una de estas técnicas individuales introduce un sesgo analitico inherente
al mecanismo de ionizacion, la combinacién de distintas metodologias
permite obtener una vision mas completa del metaboloma [116-118].
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Figura 11. Complementariedad de las técnicas de ionizacion mas empleadas en
metaboldmica.

El impacto electrdnico (EI) es la técnica de ionizacién cominmente aplicada
en GC-MS, en la cual los analitos son ionizados mediante una corriente de
electrones emitidos desde un filamento que al interaccionar con los
compuestos en fase gaseosa provoca la formacion de iones radicales mediante
la pérdida de un electron (M™). Ademas, el empleo de una alta energia de
ionizacion (normalmente 70 eV) provoca que el proceso de ionizacién vaya
acompafiado por la fragmentacion de los analitos. Estos patrones de
fragmentacion son caracteristicos de cada metabolito, lo cual facilita la
identificacion de compuestos en los perfiles GC-MS mediante el empleo de
librerias de espectros. Alternativamente, la ionizacion quimica (CI) puede
emplearse para determinar el ion molecular, habitualmente ausente en los
espectros EI-MS debido a la alta fragmentacién, aunque su uso en
metabolomica no se encentra tan extendido.

En el caso de las plataformas metabolomicas basadas en sistemas de
introduccion de muestra en fase liquida (i.e. LC-MS, CE-MS, DI/FIA-MS)
pueden emplearse diversas fuentes de ionizacién a presién atmosférica. Estas
técnicas de ionizacion permiten obtener iones cargados positiva o
negativamente dependiendo del potencial eléctrico aplicado y de las
propiedades fisico-quimicas de los metabolitos, por lo que generalmente los
andlisis metabolémicos se realizan por duplicado empleando ambos modos de
ionizacién para conseguir una visibn mas completa del metaboloma
investigado. La técnica mas comun es el electrospray (ESI, electrospray
ionization), gracias a su elevada sensibilidad, capacidad de ionizar
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compuestos en un amplio rango de masas y polaridades, asi como su facil
acoplamiento a LC, CE o DI/FIA. En la fuente ESI, la ionizacién de los
metabolitos se produce mediante reacciones acido-base (e.g. [M+H]", [M-H])
o de coordinacion (e.g. [M+Na]*, [M+NH,]", [M+CI], [M+HCOQ]), y
posterior electro-nebulizacion para liberar los iones desolvatados. La
ionizacion por electroespray normalmente opera a flujos de introduccion de
muestra de uL min™, pero la modalidad de nanoelectrospray (nESI) permite
introducir menores caudales (nL min™), lo que facilita el proceso de
desolvatacion y mejora la sensibilidad. Sin embargo, la nESI no se ha
aplicado de forma rutinaria en metabolémica, aunque ha demostrado un gran
potencial para la puesta a punto de tecnologias chip basadas en infusion
directa de pequefios volumenes de plasma sanguineo [119]. Una segunda
alternativa es la ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI, atmospheric
pressure chemical ionization), donde la fase mdvil se vaporiza e ioniza
mediante una descarga en corona, generandose iones reactivos que pueden
transferir la carga a los metabolitos en fase gaseosa. Esta técnica de ionizacion
es complementaria a ESI, ya que es mas adecuada para el andlisis de
metabolitos de menor polaridad y ademas es menos susceptible a efectos de
matriz. Por (ltimo, la fotoionizaciébn a presion atmosférica (APPI,
atmospheric pressure photoionization) permite ampliar la gama de
compuestos analizables en MS ya que es capaz de ionizar compuestos tanto
polares como no polares mediante distintos mecanismos de ionizacion, por lo
que puede considerarse como una fuente de ionizacion universal. Ademas,
presenta una baja susceptibilidad a la supresion ionica, un amplio rango lineal,
y requiere menor temperatura que APCI para la desolvatacion, permitiendo el
analisis de compuestos térmicamente labiles. La fuente APPI emplea una
lampara de fotoionizacién y un flujo de dopante para formar iones radicales
gue pueden ionizar directamente los metabolitos no polares mediante
reacciones de intercambio de carga. Alternativamente, en el caso de
metabolitos de alta polaridad, los radicales del dopante pueden producir
especies reactivas intermedias mediante reacciones con el disolvente o
moléculas de oxigeno, seguido por una reaccion de transferencia proténica
con los analitos [120]. Asi, para llevar a cabo el analisis simultaneo de
metabolitos de diversa polaridad mediante APPI, los dos mecanismos de
ionizacion deben ser accesibles, lo cual requiere de una cuidadosa seleccion
del disolvente, el dopante y los caudales empleados. En primer lugar, el tipo
de fase mdvil puede conducir a un mecanismo preferencial de ionizacién,
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favoreciéndose el intercambio de carga cuando se emplean disolventes de baja
afinidad protonica, mientras que la adicion de metanol o acetonitrilo inicia la
transferencia protdnica [121]. Entre los dopantes el mas comun es el tolueno,
pero en presencia de disolventes con alta afinidad proténica no es adecuado
para la ionizacion de metabolitos no polares ya que tiende a transferir su
protdn, por lo que se han propuesto otros dopantes menos reactivos con el
disolvente, como el anisol [122] o bencenos sustituidos [123]. Por ultimo,
cabe destacar que la eficiencia de la fotoionizacion disminuye al incrementar
el flujo de fase movil, debido a la formacion de grandes agrupaciones no
reactivas de moléculas de disolvente, mientras que la sensibilidad mejora al
aumentar la cantidad de dopante afadido [124].

s ANALIZADORES DE MASAS

El analizador de masas es otro componente a tener en cuenta cuando se disefia
un experimento metabolémico basado en MS [125], ya que repercute
directamente en aspectos analiticos tan importantes como la sensibilidad,
resolucion y exactitud de masa, y velocidad de adquisicion de espectros, lo
cual es clave para la deteccién de picos estrechos (e.g. GC-MS, UHPLC-MS).

Los analizadores de masas nominales, como el cuadrupolo (Q, quadrupole) o
la trampa de iones (IT, ion trap), son extremadamente robustos y
reproducibles, y ofrecen un rapido escaneo en amplios rangos de masas. Sin
embargo, las plataformas metabolomicas mas empleadas en la actualidad se
basan en la espectrometria de masas de alta resolucion, la cual permite
obtener perfiles metabolomicos mas resueltos y facilitan la posterior
identificacion de los metabolitos. El tiempo de vuelo (TOF, time of flight) es
el analizador de alta resolucién mas sencillo, el cual ofrece una elevada
sensibilidad, exactitud de masa (5 ppm) y capacidad de escaneo rapido.
Alternativamente, el sistema hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF)
combina la estabilidad del cuadrupolo con la elevada resolucion del
analizador TOF, lo que le confiere una mayor exactitud de masa y permite
llevar a cabo experimentos de fragmentacion MS/MS [126]. Por ultimo, los
analizadores Orbitrap y de resonancia ciclotronica de iones con transformada
de Fourier (FT-ICR, Fourier transform ion cyclotron resonance)
proporcionan la mayor resolucion y exactitud de masa, pero tienen un coste
muy superior a los sistemas convencionales basados en TOF.
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2.3.3. PRE-PROCESAMIENTO DE DATOS METABOLOMICOS

Los experimentos metabolémicos generan grandes conjuntos de datos de una
elevada complejidad, los cuales deben ser organizados en forma de matrices
bidimensionales para facilitar su posterior analisis estadistico e interpretacion.
Para llevar a cabo este pre-procesamiento de los datos, en la actualidad
existen numerosos softwares, tanto de acceso libre (XCMS, MZmine) como
desarrollados por los propios fabricantes de sistemas MS (MassHunter,
Agilent; MarkerLynx, Waters; MarkerView, Applied Biosystems).

El procedimiento tipico para procesar los datos metabolomicos obtenidos
mediante técnicas basadas en acoplamientos con MS (i.e. GC-MS, LC-MS,
CE-MS) consta de varias etapas [127], como se esquematiza en la Figura 12.

1) Deteccion de picos: en primer lugar se debe llevar a cabo la identificacion
de todas las sefiales presentes en los perfiles metabolomicos causadas por
metabolitos reales, eliminando otras sefiales espurias. Para ello, los datos
deben ser filtrados para reducir el ruido instrumental, y a continuacion se
seleccionan los picos por encima de una relacion sefial-ruido de corte, para
lo cual pueden emplearse distintas estrategias (e.g. métodos vectorizados,
métodos de ajuste polinomial segun la funcién Gaussiana).

2) Alineamiento: correccién de la variabilidad inter-muestral en los tiempos
de retencion.

3) Normalizacion: eliminacion de fuentes de variacion sistémica entre
muestras (e.g. cambios en la sensibilidad instrumental, diferencias en el
factor de dilucion de las muestras) a fin de garantizar que los distintos
cromatogramas/electroferogramas son comparables.

Por el contrario, el tratamiento de datos en DI/FIA-MS es mucho mas simple
ya que la ausencia de una separacion cromatografica hace innecesario llevar a
cabo la etapa de alineamiento. De este modo, el pre-procesamiento se ve
limitado a la busqueda de los picos presentes en los espectros de masas por
encima de un umbral de ruido instrumental.
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Figura 12. Esquema del procedimiento para el pre-procesado de datos
metaboldmicos.

2.3.4. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS METABOLOMICOS

La interpretacion de los datos obtenidos en un estudio metabolémico requiere
de la aplicacion de herramientas estadisticas avanzadas, debido al elevado
nimero de muestras y variables analizados en estos experimentos.
Normalmente, este tratamiento de datos se basa en el empleo de técnicas de
analisis multivariante, las cuales permiten reducir la elevada complejidad de
las matrices de datos metabol6micas. Sin embargo, estos resultados deben ser
posteriormente validados mediante otras técnicas clasicas de andlisis
univariante.

Antes de llevar a cabo el andlisis estadistico es esencial hacer un pre-
tratamiento de los datos para minimizar posibles fuentes de variabilidad
técnica inter-muestral, y asi facilitar la obtenciébn de resultados
biolégicamente validos. Las etapas mas importantes de este pre-tratamiento
son la transformacion, el escalado y la imputacién de los valores perdidos
(missing values). La transformacion de los datos, normalmente logaritmica,
permite corregir la heterocedasticidad, convertir relaciones multiplicativas en
aditivas, y aproximar distribuciones asimétricas a la normalidad [128]. Por el
contrario, los métodos de escalado permiten reducir la importancia relativa de
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las variables mayoritarias frente a las minoritarias, los cuales se basan en
dividir cada variable por un factor de correccién denominado factor de
escalado. EI método méas empleado en metaboldémica es el escalado de Pareto,
donde el factor de escalado empleado es la raiz cuadrada de la desviacién
estandar de cada variable. Por ultimo, la deteccion de missing values en
metaboldmica basada en MS es muy comun, y puede tener multiples origenes
(e.g. heterogeneidad entre muestras, problemas técnicos, metabolitos
minoritarios). Estos missing values pueden interferir negativamente en el
posterior tratamiento estadistico de los resultados, por lo que se han propuesto
distintos métodos para llevar a cabo su imputacién [129].

Tras este pre-tratamiento, una gran variedad de técnicas multivariantes pueden
ser empleadas para extraer la informacion bioldgica de estos datos, entre las
gue destacan las técnicas de proyeccién, basadas en la conversion de una
matriz de datos multidimensional en un modelo simplificado gracias a la
reduccion del elevado nimero de variables mediante la obtencion de nuevas
componentes, combinaciones de las originales [130]. Estos modelos permiten
detectar valores atipicos (outliers), asi como visualizar agrupaciones y
tendencias entre los distintos grupos de estudio, facilitando la interpretacion
de los resultados. Una de las herramientas mas empleadas en metabolomica es
el analisis de componentes principales (PCA, principal component analysis),
un método no supervisado donde el modelo estadistico se construye sin un
conocimiento previo de la pertenencia de las distintas muestras a cada grupo
de estudio. EI PCA suele aplicarse como un primer paso exploratorio para
evaluar de forma preliminar la calidad de los datos, pero normalmente se
requiere del empleo de técnicas supervisadas para mejorar la separacion entre
grupos y asi poder identificar las variables discriminantes. Entre los métodos
supervisados, donde el modelado se realiza con un conocimiento previo de la
existencia de distintas clases, cabe destacar el analisis discriminante de
minimos cuadrados parciales (PLS-DA, partial least squares discriminant
analysis).

Aunque estas técnicas multivariantes presentan un gran potencial para llevar a
cabo la clasificacion de grupos y la seleccion de posibles metabolitos
discriminantes, los resultados obtenidos deben ser validados mediante la
aplicacion de otras técnicas complementarias. Una forma de evaluar el poder
discriminante de estos metabolitos es mediante el empleo de herramientas
estadisticas univariantes paramétricas, como el test t de Student o el andlisis
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de la varianza (ANOVA, analysis of variance), o no paramétricas (e.g. Mann-
Whitney, Kruskal-Wallis). Sin embargo, la técnica mas empleada para
descubrir potenciales biomarcadores es el analisis de curvas caracteristicas
operativas del receptor (ROC, receiver operating characteristic). La curva
ROC es una representacion grafica de la sensibilidad de un posible marcador
frente a (1-especificidad), de modo que el &rea bajo esta curva (AUC, area
under the curve) puede emplearse para evaluar su potencial diagndstico [131].
De este modo, un biomarcador se considera excelente cuando el valor de
AUC supera 0.9, bueno si se encuentra en el rango 0.8-0.9, moderado entre
0.7-0.8 y pobre si AUC es menor a 0.7.

2.3.5. IDENTIFICACION DE METABOLITOS

Una vez se han seleccionado las sefiales discriminantes mediante la aplicacion
de herramientas estadisticas, estos metabolitos marcadores deben ser
identificados. En el caso de metabolomica basada en MS de alta resolucion, la
elucidacion estructural puede llevarse a cabo mediante el conocimiento de la
masa exacta y los perfiles de fragmentacion. Para ello, existen numerosas
bases de datos que permiten realizar la identificacibn mediante la
comparacion con espectros de referencia. En GC-EI-MS, el uso de librerias es
muy comun gracias a la elevad reproducibilidad del proceso de fragmentacion
por impacto electrénico, entre las que destaca la libreria del Instituto Nacional
de Estandares y Tecnologia (NIST, National Institute of Standards and
Technology). Por el contrario, los espectros de fragmentacion obtenidos
mediante API-MS varian segun el tipo de fuente de ionizacion y el analizador
de masas empleado, lo que ha dificultado el desarrollo de librerias para la
identificacion de metabolitos detectados en LC/CE/DI-MS. Sin embargo,
actualmente existen distintas bases de datos metabolomicas de acceso libre
que facilitan este proceso de identificacién, como la Human Metabolome
DataBase (HMDB, http://www.hmdb.ca), Metlin (http://metlin.scripps.edu),
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG,
http://www.genome.jp/kegg) o Lipid Maps (http://www.lipidmaps.org).
Ademas, cabe destacar que la elucidacidon estructural de compuestos lipidicos
es por lo general mas sencilla que la identificacion de metabolitos de bajo
peso molecular, gracias al conocimiento de los perfiles caracteristicos de
fragmentacion de las distintas familias de lipidos, como por ejemplo
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fosfolipidos [132], esfingolipidos [133], derivados del colesterol [134] o
glicerolipidos [135].

Tras esta identificacion mediante el uso de bases de datos, la Metabolomics
Standards Initiative (MSI) establece que una identificacion definitiva requiere
del empleo de patrones auténticos para confirmar, al menos, dos
caracteristicas independientes (e.g. masa exacta, perfil de fragmentacion,
tiempo de retencién/migraciéon) [136]. Sin embargo, esta metodologia no
siempre es posible, ya que muchos metabolitos no estan disponibles
comercialmente o no tienen la pureza necesaria para su analisis por MS [137].

2.3.6. ROBUSTEZ DEL PROCEDIMIENTO METABOLOMICO

La robustez del procedimiento analitico es un requerimiento basico en
metabolémica para asegurar que la variabilidad técnica es menor a la
variabilidad inter-muestral, y asi poder extraer informacion bioldgica valida
de los datos obtenidos. La estrategia mas comun para llevar a cabo la
validacion de los procedimientos metabolémicos se basa en el empleo de
muestras de control de calidad (QC, quality control). Estas muestras QC
normalmente se preparan mezclando alicuotas de cada una de las muestras
individuales, y luego se analizan al principio de la secuencia de analisis para
equilibrar el sistema, asi como en puntos intermitentes a lo largo de la
secuencia para monitorizar la estabilidad instrumental [138].

Una forma directa de evaluar la reproducibilidad instrumental es mediante el
empleo de técnicas de andlisis multivariante no supervisadas, como el PCA, y
la inspeccién de los correspondientes graficos de puntaciones (scores plots).
Como la variabilidad bioldgica entre QCs es nula, y la Unica dispersion
posible es la debida a factores técnicos, estas muestras deben quedar
estrechamente agrupadas en el PCA (Figura 13A) [139]. Ademads, la
prediccién de estas muestras QC en modelos supervisados (e.g. PLS-DA)
debe causar su clasificacion en el centro del grafico de puntuaciones, ya que
su composicion es un promedio de la de los distintos grupos investigados
(Figura 13B).
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Figura 13. Validacién de un método metabolémico mediante el empleo de muestras
de control de calidad (cuadrados negros). (A) agrupacion de QCs en PCA; (B)
prediccion de QCs en PLS-DA.

Alternativamente, otra estrategia para evaluar la robustez de un experimento
metaboldmico es la determinacion del coeficiente de variacidn para distintos
metabolitos en muestras QC. Asi, los criterios definidos por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos del gobierno de los Estados unidos (US Food
and Drug Administration, FDA) establecen un limite de variabilidad del 30%
para la validacion de procedimientos analiticos no dirigidos [140].
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2.4. APLICACION DE TECNICAS METABOLOMICAS EN
EL ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La investigacion de la enfermedad de Alzheimer se ha visto tradicionalmente
dificultada por el caracter multifactorial de este desorden neurodegenerativo.
Sin embargo, la metaboldmica ha demostrado un gran potencial en los ultimos
afios para estudiar los mecanismos patolégicos subyacentes a esta
enfermedad, asi como en el descubrimiento de posibles biomarcadores de
diagndstico, gracias a la capacidad que presenta esta técnica de andlisis
masivo para proporcionar una vision global del estado de los sistemas
biolégicos. En este sentido, numerosos autores han propuesto la aplicacion de
distintas técnicas metaboldmicas para el estudio de la EA, tanto en humanos
como en animales modelo.

La aplicacion de técnicas de neuroimagen basadas en espectroscopia de
resonancia magnética (MRS) para la caracterizacion in vivo de los perfiles
neuroquimicos puede considerarse como la primera aproximacion
metabolomica a la EA. Esta herramienta ha sido satisfactoriamente empleada
en la investigacion de la EA y su progresion desde el deterioro cognitivo leve
[141, 142], asi como en el estudio de numerosos ratones modelo de esta
enfermedad [66, 143, 144]. Asi, algunos de los hallazgos méas notables
identificados mediante MRS in vivo son la disminucion de los niveles de
glutamato y glutamina, la reduccién de N-acetil aspartato, un marcador de
integridad neuronal, o el aumento de mio-inositol, indicativo de estrés
osmdtico o astrogliosis, entre otros. Sin embargo, el limitado nimero de
metabolitos analizables mediante MRS, principalmente debido a su baja
sensibilidad, hacen que esta técnica no tenga una gran aplicabilidad en
metabolémica.

Desde la publicacion de los primeros estudios metabolomicos de la
enfermedad de Alzheimer en el afio 2008, numerosas plataformas analiticas se
han empleado para caracterizar las anormalidades metabdlicas asociadas a
esta enfermedad, incluyendo RMN, técnicas basadas en MS y métodos
electroquimicos. El andlisis de tejido cerebral presenta un gran potencial ya
que permite estudiar de forma directa los procesos patolégicos propios de la
EA, aunque su disponibilidad es limitada. Alternativamente, el LCR es un
fluido bioldgico de gran interés ya que su composicion refleja directamente la
produccién metabdlica cerebral. Por ultimo, el estudio de muestras no
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invasivas como suero y plasma sanguineo, o en menor medida orina y saliva,
también ha sido propuesto con el objetivo de identificar posibles
biomarcadores de diagnéstico de utilidad clinica.

2.4.1. ESTUDIOS METABOLOMICOS EN PACIENTES DE
ALZHEIMER

% TEJIDO CEREBRAL

El empleo de muestras de tejido cerebral post-mortem permite investigar la
neuropatologia caracteristica de la EA de forma directa, pero su
disponibilidad es muy limitada. Ademas, el uso de tejido post-mortem implica
que la enfermedad esta en su estadio final, lo que imposibilita el estudio de la
patogénesis de la enfermedad en etapas tempranas. Por todo ello, sélo existen
algunos trabajos metabolomicos preliminares en cerebro de pacientes con EA,
los cuales han demostrado un gran potencial pero requieren de futuros
estudios de validacion con un tamafio poblacional mayor y mejor
caracterizado (Tabla 2). Botosoa et al. investigaron comparativamente las
diferencias metabolomicas en corteza cerebral frontal en dos enfermedades
neurodegenerativas, la EA y la esclerosis lateral amiotrofica, encontrando
alteraciones significativas en algunos metabolitos de bajo peso molecular
(alanina, acetato, gluamato, glutamina, lactato, creatina) [145]. En otro
estudio, la combinacién de técnicas metabolémicas y dirigidas revel6 la
implicacion de la ruta de las poliaminas en la patologia de la EA [146]. Por
altimo, Graham et al. han demostrado la utilidad de distintas plataformas
metabolémicas, como 'H-RMN y UHPLC-MS, para el analisis del
metaboloma polar cerebral, con un gran potencial para la discriminacion entre
pacientes de EA y sujetos controles [147, 148].

% LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

Multiples plataformas analiticas se han propuesto para caracterizar las
anormalidades metabdlicas presentes en LCR, un fluido de gran interés en el
estudio de enfermedades neuronales ya que se encuentra en estrecha
proximidad a la patologia cerebral (Tabla 2). La espectroscopia de RMN ha
demostrado ser capaz de diferenciar entre pacientes de EA y controles sanos,
pero su baja sensibilidad limita en gran medida el nimero de metabolitos
detectables [149, 150]. Alternativamente, las técnicas basadas en
cromatografia liquida han sido extensamente empleadas gracias a su amplio
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rango de aplicabilidad. Asi, con el fin de obtener una amplia cobertura
metaboldmica se han propuesto distintos métodos basados en MS mediante el
empleo de mecanismos de separacién complementarios, como RP-LC-MS y
HILIC-MS [151, 152]. Por el contrario, Kaddurah-Daouk et al. demostraron
la utilidad de la deteccion electroquimica culombimétrica (ECA,
electrochemical coulometric array detection) para el andlisis de metabolitos
implicados en distintas rutas de neurotransmision [153-155]. Ademas, el uso
combinado de GC/LC-MS se ha propuesto como una plataforma idonea para
la caracterizacion global de metabolitos de distinta naturaleza quimica, cuya
aplicacién a LCR de pacientes con EA y sujetos sanos reveld cambios
significativos en los niveles de cortisol, cisteina y uridina [156]. Por ultimo, el
acoplamiento CE-MS también ha demostrado un gran potencial para el
analisis del metaboloma polar en LCR vy el estudio de la progresion de la EA
[157].

% MUESTRAS NO INVASIVAS: SUERO/PLASMA, ORINA, SALIVA

A pesar de que las alteraciones detectadas en LCR reflejan maés
fidedignamente los cambios neuropatol6gicos propios de la EA, el uso de
muestras sanguineas presenta un gran potencial para el desarrollo de métodos
de diagnostico no invasivos, baratos y mas simples. Al igual que en el andlisis
de LCR, la plataforma analitica mas empleada para caracterizar los perfiles
metabolicos en suero y plasma es el acoplamiento LC-MS, en solitario [158-
160] o combinado con GC-MS para expandir la cobertura metabolémica [161,
162]. Sin embargo, cabe destacar que el analisis integral de distintos fluidos
biolégicos se ha propuesto como una alternativa para realizar una
investigacion mas exhaustiva de los mecanismos patolégicos asociados a la
EA. En este sentido, Trushina et al. identificaron numerosas rutas metabélicas
alteradas en EA y DCL mediante el analisis de plasma y LCR con RP/HILIC-
UHPLC-MS [163]. Alternativamente, trabajos mas recientes han considerado
el analisis combinado de suero sanguineo y otros fluidos como orina [164] o
saliva [165], demostrando el potencial de estas muestras no invasivas para el
estudio de la EA.
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2.4.2. ESTUDIOS METABOLOMICOS EN RATONES MODELO

La aplicacidn de técnicas metabolomicas en modelos animales ha demostrado
en los dltimos afios un gran potencial para el estudio de la enfermedad de
Alzheimer, principalmente mediante el uso de ratones transgéenicos (Tabla 3).
Una de las grandes ventajas de emplear ratones modelo es la posibilidad de
obtener muestras de tejido cerebral en distintas etapas de la enfermedad, lo
cual es inviable en estudios con humanos. En este sentido, Forster et al.
analizaron extractos cerebrales de la linea transgénica TASTPM para
investigar la progresion de las alteraciones metabolicas con la edad,
encontrando diferencias significativas en las concentraciones de metabolitos
como el mio-inositol, glicerofosfocolina, succinato y colina [166]. En otro
estudio, la inactivacion de la monoacil-glicerol lipasa en el raton transgénico
APP/PS1 permitié demostrar la implicacion de un metabolismo anormal de
los endocanabinoides y eicosanoides en la patogénesis de la EA [167].
Alternativamente, otros autores han propuesto el estudio de areas cerebrales
individuales, como hipocampo [168-170], corteza cerebral [171] o cerebelo
[172, 173], asi como estudios comparativos de distintas regiones cerebrales
[174-176] para investigar la especificidad regional de los mecanismos
neuropatoldgicos caracteristicos de la EA. Estos estudios han demostrado que
el hipocampo y la corteza cerebral son las regiones méas afectadas por la EA,
pero también se producen perturbaciones metabdlicas en otras areas como el
cerebelo o el mesencéfalo.

Debido a la fécil disponibilidad de muestras de tejido cerebral, el empleo de
fluidos bioldgicos no es tan comun en estos estudios metabolémicos con
ratones modelo. En este contexto, Graham et al. analizaron comparativamente
muestras de cerebro y plasma de ratones APP/PS1 con el objetivo de
descubrir nuevos biomarcadores de la EA [177]. Aungue el nimero de
metabolitos detectados en plasma fue inferior, los modelos estadisticos usando
los perfiles de este fluido permitieron una mejor clasificacion, demostrando el
potencial de las muestras no invasivas para el estudio de las alteraciones
patoldgicas subyacentes a este desorden neurodegenerativo. De forma similar,
el analisis metaboldmico de plasma y cerebro del raton TASTPM también
revel alteraciones en distintos metabolitos en ambas matrices, que podrian
relacionarse con perturbaciones previamente descritas en pacientes afectados
por la EA [178]. Jiang et al. encontraron diferencias significativas en suero
del ratdbn SAMPS8, las cuales podrian indicar un metabolismo anormal de la
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glucosa y los lipidos, asi como una funcion protectora atenuada de la inosina
[179]. Por ultimo, la metabolémica también se ha aplicado para examinar
cambios metabolicos en orina, demostrando la utilidad de esta muestra de
facil disponibilidad clinica para la basqueda de potenciales biomarcadores
[180, 181].

2.43. LA LIPIDOMICA EN EL ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD
DE ALZHEIMER

Los lipidos constituyen la clase mas extensa y abundante del metaboloma de
cualquier sistema bioldgico, el cual estd formado a su vez por multiples
familias de compuestos como fosfolipidos, esfingolipidos, glicerolipidos y
esteroides, entre otros. Debido a la elevada heterogeneidad de estos
compuestos, el andlisis integral del conjunto de todos los lipidos es imposible
mediante el empleo de los métodos metabolémicos convencionales. Esto ha
conducido al desarrollo de nuevas técnicas dirigidas al andlisis del
metaboloma lipofilico, o lipidomica, las cuales han demostrado una gran
utilidad en el estudio de la EA ya que los lipidos participan en multiples
procesos esenciales en el SNC (e.g. mantenimiento de membranas neuronales,
formacion de balsas lipidicas, rutas de sefializacion).

Una de las plataformas lipidémicas mas aplicadas al estudio de la EA es la
denominada MDMS-SL (multidimensional mass spectrometry-based shotgun
lipidomics), basada en la extraccion fraccional de las distintas clases de
lipidos segln sus caracteristicas fisico-quimicas y posterior analisis mediante
DI-ESI-MS [182]. Mediante este enfoque lipidomico, Han et al. encontraron
una disminucion significativa de los niveles de sulfatidas en diferentes
regiones cerebrales de pacientes afectados por EA, acompafiado por un
aumento de ceramidas [183]. Posteriormente, se ha demostrado que esta
disminucién en el contenido cerebral de sulfatidas puede relacionarse con una
alteracion en la homeostasis mediada por la apolipoproteina E [184], lo cual
también se ha observado en distintos estudios con ratones transgénicos [185].
Maés recientemente, la aplicacion de MDMS-SL también ha permitido
relacionar la patogénesis de la EA con la disminucion de los niveles de
esfingomielinas de cadena larga y el aumento de las correspondientes
ceramidas, lo que sugiere una hidrolisis acelerada de estos esfingolipidos
[186].
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Las anormalidades en el metabolismo de fosfolipidos de membrana también
han demostrado jugar un papel muy prominente en la patogénesis de la EA.
Asi, numerosos autores han propuesto el uso de técnicas basadas en LC-MS
para la caracterizacién del fosfolipidoma tipico de la EA en distintas muestras
bioldgicas, incluyendo tejido cerebral [187], LCR [188] y plasma sanguineo
[189]. Por norma general, la sobre-activacion de las fosfolipasas en la EA
provoca la disminucién del contenido total de fosfolipidos y la acumulacion
de sus productos de degradacion, pero se ha demostrado que en este proceso
de ruptura de membranas neuronales intervienen otros factores como la
composicién de los acidos grasos contenidos en su estructura [190].
Alternativamente, la implicacion del metabolismo del colesterol en la EA
también se ha investigado mediante el andlisis semi-dirigido de esteroides y
compuestos relacionados en cerebro [191, 192] y plasma [193], lo que ha
permitido identificar potenciales biomarcadores de diagnostico, como los
oxisteroles o el demosterol.

Muchos de estos hallazgos también se han descrito en ratones modelo,
confirmando la importancia del metabolismo lipidico en la patogénesis de la
EA. En este sentido, Chan et al. analizaron comparativamente tejido cerebral
de pacientes y ratones transgénicos de EA, encontrando en ambos un aumento
significativo de ésteres de colesterol y gangliésido GM3, lo cual podria ser
indicativo de disfunciéon endolisosomal [194]. En otro estudio, el analisis
integral de muestras de plasma y cerebro permitié caracterizar de forma
global los fallos lipidomicos en una linea transgénica doble APP/tau,
demostrando la implicacion de numerosas clases de lipidos [195]. Ademas,
otros autores han evidenciado la perturbacion de numerosos lipidos de
membrana en cerebro del raton APP/PS1, en analogia con los resultados
observados en estudios con humanos, incluyendo un menor contenido total de
colesterol, fosfolipidos y sulfatidas, y un aumento de acidos grasos saturados
[196, 197].
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3. LAMETALOMICA: IMPORTANCIA DE LOS
METALES EN LOS PROCESOS BIOLOGICOS

3.1. INTRODUCCION A LA METALOMICA

Los elementos metalicos y metaloides son componentes esenciales de los
sistemas biologicos, los cuales regulan e intervienen en numerosos procesos
celulares, como se resume en la Tabla 4.

Tabla 4. Funcion bioldgica de los elementos metalicos y metaloides mas abundantes.

elemento funcién bioldgica

elementos Ca sefializacion intracelular, factor de coagulacion,
mayoritarios formacion de huesos
elementos K electrolito
minoritarios Na electrolito
Mg cofactor de enzimas (glicolisis)
elementos Fe cofactor de enzimas (transporte y almacenamiento de
traza oxigeno)
Zn cofactor de enzimas (polimerasas, anhidrasa carbénica)
Mn cofactor de enzimas (superdxido dismutasa, piruvato
guinasa)
Cu cofactor de enzimas (transporte de oxigeno,
transferencia de electrones)
Pb toxico
elementos Al toxico
ultratraza Cd toxico
Hg toxico
Se antioxidante (glutation peroxidasa)
Mo cofactor de enzimas (xantina oxidasa, nitrato reductasa)
Ni cofactor de enzimas (ureasa)
Cr factor de tolerancia a la glucosa, metabolismo de lipidos
y proteinas
As toxico
Co cofactor (vitamina B12)
\Y metabolismo del colesterol
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Algunos metales actian como electrolitos celulares (e.g. sodio, potasio), pero
una de las funciones mas importantes de estos elementos es su participacion
como cofactores proteicos (e.g. hierro, zinc, cobre, molibdeno). Ademas,
algunos metales y metaloides también forman parte de numerosos metabolitos
(e.g. arsenicales, seleno-compuestos, complejos de coordinacién) y otros
metalo-compuestos exdgenos (e.g. fArmacos).

El estudio del conjunto de todas las especies metalicas en un sistema
bioldgico es de vital importancia para comprender la compleja homeostasis de
estos elementos y su repercusion en la expresion fenotipica final. Asi, en
analogia con la terminologia empleada en las ciencias émicas convencionales,
Williams acufi6 el término metaloma en el afio 2001 para referirse a la
distribucion elemental de los distintos metales en una célula, compartimento
celular u organismo [198], cuyo andlisis integral recibe el nombre de
metalomica [199]. Sin embargo, los metales y metaloides no pueden
considerarse como componentes bioldgicos independientes a los niveles de
organizacion basicos establecidos por el dogma central de la biologia, sino
que su funcién esta directamente interrelacionada con la expresion genémica,
protedmica y metabolomica (Figura 14). Por ello, actualmente la IUPAC
define la metalémica como “el estudio del metaloma y de las interacciones y
conexiones funcionales de las especies metélicas con los genes, proteinas,
metabolitos y otras biomoléculas en los sistemas bioldgicos” [200].
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Figura 14. Modelo simplificado de un sistema bioldgico, donde se muestran las
interacciones entre el genoma, transcriptoma, proteoma, metaboloma y metaloma
[199].
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A diferencia del resto de ciencias Omicas, el campo de estudio de la
metaldmica presenta una elevada heterogeneidad quimica y funcional debido
a la gran diversidad de metaloespecies existentes [201], como se observa en la
Figura 15. Entre estas especies metalicas destacan las metaloproteinas, las
cuales pueden contener un heteroelemento enlazado covalentemente (e.g.
selenoproteinas) o un centro metélico unido por coordinacion. El segundo
gran grupo de metaloespecies son los metalometabolitos, entre los que se
incluyen complejos metélicos con ligandos orgéanicos (e.g. aminoécidos,
acidos organicos), metabolitos con un elemento metaloide covalentemente
incorporado (e.g. As, Se) y otros compuestos exdgenos como metalofarmacos.
En este contexto, han surgido distintas sub-disciplinas dentro del marco de la
metalémica, entre las que se pueden destacar la metaloprotedmica,
metalometaboldmica y la iondmica, esta Gltima basada en la determinacion
del contenido multielemental de una muestra bioldgica sin tener en cuenta las
distintas especies quimicas.
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Figura 15. Diferentes clases de metaloespecies englobadas en el metaloma [202].

Por todo ello, teniendo en cuenta la multiplicidad de metalo-moléculas
existentes, y la relevancia de las mismas en los sistemas quimicos y
bioldgicos, la metalébmica se ha convertido en un area de investigacion
multidisciplinar con un gran potencial en numerosas campos, como la
biologia clinica, quimica medioambiental, geoquimica, nutricion vy
farmacologia, entre otros [201].
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3.2.

TECNICAS DE ANALISIS EN METALOMICA

Las plataformas metalomicas normalmente constan de tres unidades
analiticas, como se esquematiza en la Figura 16 [202].

e Técnicas de separacion: electroforesis en gel,

cromatografia liquida,

electroforesis capilar.

Deteccion atdmica: espectrometria de masas con fuente de plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS, inductively-coupled plasma mass
spectrometry), espectroscopia de emisidén atdmica con fuente de plasma
acoplado inductivamente (ICP-AES, inductively-coupled plasma atomic
emission spectroscopy), fluorescencia de rayos X (XRF, X-ray
fluorescence), espectroscopia de absorcion de rayos X (XAS, X-ray
absorption spectroscopy), analisis por activacion de neutrones (NAA,
neutron activation analysis). Permiten detectar de forma especifica las
biomoléculas que contienen un heteroelemento en su estructura.

Deteccion molecular: espectrometria de masas con fuente de electrospray
(ESI) y desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI, matrix-
assisted laser desorption/ionization). Permiten llevar a cabo la
identificacion estructural de las biomoléculas que contienen un
heteroelemento en su estructura.
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Figura 16. Técnicas analiticas empleadas en metalémica [202].
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Las condiciones Optimas de extraccién de muestra y posterior separacion
cromatografica o electroforética dependeran de los objetivos especificos de
cada experimento metalémico (metalo-protedbmica, metalo-metabolomica,
determinacion del contenido total de metales). Sin embargo, un factor clave a
tener en cuenta en cualquier disefio experimental metalomico es asegurar la
estabilidad termodinamica de las metaloespecies, debido a la labilidad que
suelen mostrar los enlaces metal-biomolécula (excepto en especies unidas
covalentemente).

Posteriormente, el acoplamiento instrumental con las distintas técnicas de
deteccidn puede realizarse mediante nebulizacién, para plataformas basadas
en separacion en columna o capilar, 0 mediante ablacion laser en el caso de
separaciones bidimensionales.

3.2.1. TECNICAS DE SEPARACION EN METALOMICA

Las técnicas de separacion empleadas en metalo-metaboloémica son anélogas a
las ya descritas para estudios metabolémicos convencionales (e.g. RP-LC,
HILIC, CE, ver seccion 2.3.2), con la dificultad afadida de la posible
transformacion de metaloespecies durante el proceso de separacion y la
ruptura de los enlaces metal-biomolécula.

Alternativamente, la separacién de especies en (metalo)-protedmica suele
realizarse mediante el empleo de procedimientos multidimensionales, ya que
ninguna técnica individual permite resolver el conjunto de todas las proteinas.
Estas plataformas multidimensionales emplean dos (0 méas) métodos de
separacion ortogonales con mecanismos de retencion complementarios
(electroforesis en gel 2D, LCXLC, LCxCE, CExXCE), lo cual permite expandir
la cobertura analitica [203]. La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE,
polyacrylamide gel electrophoresis) es la técnica mas ampliamente utilizada
para llevar a cabo la separacidn de proteomas complejos, habitualmente en su
modalidad bidimensional mediante el acoplamiento de isoelectroenfoque
(IEF, isoelectric focusing) y PAGE. Sin embargo, su uso se ve dificultado en
metalomica ya que los complejos metélicos pueden disociar facilmente
durante el proceso de migracion y tincién de geles, por lo que deben tomarse
grandes precauciones para realizar la separacion en condiciones no
desnaturalizantes, y evitar la presencia de impurezas metélicas en los geles y
los reactivos de tincién. Las técnicas basadas en cromatografia liquida
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también presentan un gran potencial en (metalo)-proteémica gracias a su
amplio rango de aplicabilidad debido a la disponibilidad de distintas fases
estacionarias. La cromatografia de exclusién por tamafio (SEC, size exclusion
chromatography) es una de las modalidades mas empleadas para conseguir un
pre-fraccionamiento del proteoma segun la masa molecular, eliminando al
mismo tiempo compuestos de bajo peso como sales y otros metabolitos. Sin
embargo, la resolucion cromatografica es muy baja, por lo que normalmente
se requiere de una segunda dimension para separar proteinas de tamafio
similar en funcion de otra propiedad fisico-quimica como la polaridad (RP-
LC), carga eléctrica (IEX-LC, ion exchange liquid chromatography) o
afinidad. Por ultimo, la electroforesis capilar también ha demostrado una gran
utilidad gracias a su elevada resolucién y el desarrollo de maltiples modos de
electromigracion complementarios (CZE, MEKC, IEF), aunque su
aplicabilidad se ve limitada a péptidos y proteinas de bajo peso molecular. De
este modo puede concluirse que la complementariedad de las distintas
técnicas de separacion posibilita en gran medida el andlisis integral del
(metalo)-proteoma, entre las cuales destacan la SEC y PAGE por su capacidad
de separar biomoléculas de gran tamafio, asi como las técnicas electroforéticas
por su elevado poder de resolucién (Figura 17) [204].
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Figura 17. Complementariedad de las técnicas de separacién empleadas en (metalo)-
protedémica [204].

Aunque estas plataformas analiticas basadas en técnicas de separacion son los
procedimientos mas ampliamente utilizados en metalomica, presentan una
serie de limitaciones como el elevado tiempo de analisis y problemas
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asociados a la transformacién de metaloespecies y la pérdida de metales
durante la separacion. Por ello, se han propuesto otros métodos alternativos
para llevar a cabo el fraccionamiento de biomoléculas segin su peso
molecular, como la ultracentrifugacion, ultrafiltraciébn o precipitacion de
proteinas en condiciones no desnaturalizantes [205, 206].

3.2.2. DETECCION ESPECIFICA DE HETEROELEMENTOS: EL
ICP-MS

Una de los grandes potenciales de la metalomica es la posibilidad de detectar
las metalo-biomoléculas de forma especifica mediante el empleo de técnicas
atdmicas gracias a la presencia de heteroelementos (i.e. metales 0 metaloides)
en su estructura. En la actualidad, la herramienta mas extendida es el ICP-MS,
el cual ha reemplazado a otras técnicas nucleares tradicionales como XRF,
XAS y NAA [207].

En el ICP-MS la fuente de ionizacion es un plasma, normalmente de argén,
generado mediante la aplicacion de un intenso campo electromagnético. Las
altas temperaturas alcanzadas en este plasma (7000 K) provocan la ionizacion
y atomizacion de los analitos, que posteriormente son detectados en MS
generando un espectro elemental simple. Las principales ventajas de esta
técnica son su capacidad de deteccion multielemental y elevada sensibilidad,
la cual es independiente del ambiente de coordinacion del heteroelemento y
de la matriz [202]. Sin embargo, el analisis por ICP-MS sufre de numerosas
interferencias isotdpicas, lo que hace necesario el empleo de sistemas de alta
resolucion o celdas de colisién/reaccion para eliminar interferencias
poliatbmicas. Ademas, su acoplamiento a sistemas de separacion se ve
dificultado cuando se emplean fases méviles organicas (e.g. RP-LC), debido a
la deposicion de carbon en conos y lentes que genera inestabilidad del plasma,
lo cual puede conducir a su extincion.

En cualquier caso, el empleo del ICP-MS como detector elemental selectivo
es una de las aproximaciones metalomicas mas extendidas actualmente, ya
que permite llevar a cabo la deteccion simultanea de mdaltiples metalo-
biomoléculas de forma cuantitativa.
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3.2.3. IDENTIFICACION ESTRUCTURAL DE METALO-
BIOMOLECULAS: LA  ESPECTROMETRIA DE  MASAS
MOLECULAR

Tras la deteccion y cuantificacion de las metalo-biomoléculas mediante
técnicas atomicas como el ICP-MS, es necesaria la aplicacion de herramientas
moleculares basadas en MS para llevar a cabo la elucidacion estructural de las
distintas especies. El estudio de metalo-metabolitos puede abordarse mediante
el empleo de multiples técnicas de ionizacién complementarias, como APCI,
APPI y, sobre todo, ESI (ver seccion 2.3.2). Por el contrario, la secuenciacion
de (metalo)-proteinas es mas compleja ya que normalmente requiere de una
etapa de digestion triptica para obtener un perfil peptidico que permita la
posterior identificacién de la proteina mediante el empleo de herramientas
bioinforméticas. En particular, las plataformas ESI-MS y MALDI-MS
presentan un gran potencial para llevar a cabo la determinacion estructural de
metaloproteinas, ya que estas técnicas de ionizacidon permiten conservar el
enlace metal-biomolécula. La ionizacion por electrospray puede emplearse
para realizar la deteccion on-line de proteinas mediante la formacion de iones
multicargados, pero la fuente de ionizacion convencional para este tipo de
biomoléculas es el MALDI. La ionizacion MALDI se basa en la co-
precipitacion de la muestra en una matriz capaz de absorber luz ultravioleta.
Posteriormente, la mezcla se irradia con un laser, y la energia
electromagnética es absorbida por la matriz y utilizada para llevar a cabo la
desorcion e ionizacién de los analitos. Al ser una técnica de ionizacion suave,
el MALDI es idoneo para la ionizacion de proteinas sin inducir su
fragmentacion. Ademas, la disponibilidad de maltiples matrices (e.g. acido a-
ciano-4-hidroxicindmico, acido sinapinico, acido 2,5-dihidroxibenzoico)
permite analizar un amplio rango de macromoléculas de diversas propiedades
fisico-quimicas.

3.3. APLICACION DE TECNICAS METALOMICAS EN EL
ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer se ha relacionado con alteraciones en el
metabolismo de multiples elementos metélicos, como se ha descrito
anteriormente en la seccién 1.2.7. Asi, numerosos autores han propuesto la
aplicacién de técnicas de analisis multielemental (iondmica) para investigar
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los procesos patoldgicos asociados a estas perturbaciones en la homeostasis de
elementos tanto esenciales como téxicos (Tabla 5).

Las anormalidades en el metabolismo del hierro, zinc y cobre son una de las
sefias de identidad de la metalo-biologia asociada a la EA, ya que participan
en las proteopatias caracteristicas de esta enfermedad y en la produccion de
estrés oxidativo. Asi, numerosos estudios han demostrado la acumulacion de
estos metales en distintas regiones cerebrales de pacientes afectados por EA,
principalmente alrededor de los depositos amiloideos [34, 208, 209]. Por el
contrario, en fluidos biolégicos como LCR y suero/plasma sanguineo, los
niveles de hierro y zinc suelen encontrarse disminuidos en EA [210-217],
mientras que los niveles de cobre tienden a aumentar a lo largo de la
progresion de la enfermedad [211, 212, 218, 219]. Estas alteraciones se han
asociado a fallos en los mecanismos homeostaticos de transporte vy
almacenamiento de estos metales en el organismo [220], asi como con un
flujo anormal a través de la barrera hematoencefélica y el plexo coroideo
[221], causando su acumulacion en el cerebro.

El manganeso también se ha relacionado estrechamente con distintas
enfermedades neurodegenerativas, principalmente la enfermedad de
Parkinson, ya que puede promover mecanismos neurotéxicos como estrés
oxidativo, disrupcién mitocondrial o metabolismo alterado del glutamato y la
dopamina [222]. Sin embrago, los estudios publicados sobre niveles de este
metal en cerebro, LCR y sangre en pacientes con EA son muy confusos.
Andrasi et al. encontraron que los niveles cerebrales de manganeso variaban
segun la region considerada [223], mientras que otro estudio mas reciente
revel6 un aumento de este metal en la corteza parietal [224]. Ademas, esta
variabilidad de resultados es ain méas notable en anélisis de fluidos como LCR
[225] y sangre [211, 212, 225-228]. En cualquier caso, existen evidencias de
la implicacién del manganeso en la patogénesis de esta enfermedad, ya que la
actividad de algunas de las enzimas que emplean este metal como cofactor se
ha encontrado reducida en pacientes de EA, como la superdxido dismutasa
mitocondrial de Mn [229] y la arginasa [230].

Ademés de estos cuatro elementos de transicion mayoritarios, otros
oligoelementos esenciales podrian estar implicados en el desarrollo de la EA,
entre los que destacan el vanadio [225], cromo [210, 218], molibdeno [212,
226] y cobalto [210, 212, 213, 218, 226]. Estos metales participan en
multiples procesos biolégicos vitales, regulando el metabolismo de la glucosa
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(V, Cr), de las purinas (Mo) y la biosintesis de vitamina B12 (Co). Sin
embargo, a dia de hoy aln se desconoce cual puede ser el papel exacto de
estos elementos en la patogénesis de la EA.

Numerosos autores también han demostrado que existe una correlacion
negativa entre el deterioro cognitivo y los niveles de selenio y la actividad de
distintas selenoproteinas en pacientes afectados por EA [44]. Asi, aunque los
resultados obtenidos del andlisis de este metaloide en tejido cerebral no son
concluyentes [208, 231-233], los niveles de selenio total en suero y plasma
sanguineo suelen encontrarse disminuidos [214, 218, 234, 235], lo cual puede
ser indicativo de una respuesta protectora frente al estrés oxidativo.

Por dltimo cabe destacar que la exposicion a distintos elementos toxicos,
como el aluminio, mercurio, plomo, cadmio o arsénico, los cuales no poseen
ninguna funcién bioldgica conocida, se ha propuesto como un factor de riesgo
de la EA. En particular, estos elementos son especialmente perjudiciales para
el cerebro ya que, a diferencia de otros metales funcionales, su homeostasis no
esta tan estrechamente regulada. Los efectos neurotdxicos méas importantes
del aluminio y el plomo son su capacidad de desencadenar la formacion de
placas seniles y ovillos neurofibrilares, provocar fallos en la neurotransmision
y la induccién de estrés oxidativo [43, 236]. Alternativamente, se ha
demostrado que la exposicién a mercurio y arsénico induce la aparicion de
rasgos patolégicos propios de la EA [237, 238]. Ademas, tanto el plomo como
el cadmio provocan la disminucién del contenido cerebral de acetilcolina
[239, 240], un neurotransmisor comUnmente asociado a la EA. En este
contexto, numerosos estudios han relacionado la aparicion de la EA con un
incremento en el contenido total de aluminio en cerebro [42, 209] y sangre
[211, 218, 228, 241]. Del mismo modo, los niveles de mercurio también se
han encontrado incrementados en pacientes de EA en ambas muestras
biolégicas [208, 211, 212, 225, 226, 242]. Por el contrario, s6lo algunos
autores han informado de cambios significativos en los niveles de cadmio
[211, 212], plomo [225, 235] y arsénico [217, 228], por lo que su implicacién
en la patogénesis de la EA es mas dudosa.
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Tabla 5. Antecedentes bibliograficos de la aplicacion de técnicas metaldmicas para el
estudio de la enfermedad de Alzheimer.

elemento resultados Ref. ‘

Fe Tcerebro [34], [208], [209]
ILCR [210]
lsuero/plasma [211], [212], [213], [214]
Zn Tcerebro [34], [208], [209]
ILCR [215], [216]
| suero/plasma [212], [213], [214], [217]
Cu Tcerebro [34], [209]
TLCR [211]
Tsuero/plasma [212], [218], [219]
Mn 1| cerebro [223], [224]
ILCR [225]
Tlsuero/plasma 1[212], [225], [226], [227]; |[211], [228]
\Y JLCR [225]
Cr TLCR [210]
|suero/plasma [218]
Mo lsuero/plasma [212], [226]
Co TLCR [210]
1 lsuero/plasma 1226]; |[212], [213], [218]
Se 1| cerebro 1[231], [232]; 1[208], [233]
|suero/plasma [214], [218], [234], [235]
Al Tcerebro [42], [209]
Tsuero/plasma [211], [218], [228], [241]
Hg Tcerebro [208], [242]
Tsuero/plasma [211], [212], [225], [226]
Pb ILCR [225]
lsuero/plasma [235]
Cd ILCR [211]
Tsuero/plasma [211], [212]
As lsuero/plasma [217], [228]
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Objetivos

Las limitaciones asociadas a las actuales pruebas de diagndstico de la
enfermedad de Alzheimer hacen de vital importancia el descubrimiento de
nuevos biomarcadores sensibles y especificos, para lo cual es necesario
profundizar en el conocimiento de la etiologia exacta de este trastorno
neurodegenerativo. Con este proposito, las técnicas Gmicas presentan un gran
potencial ya que permiten caracterizar de forma integral las perturbaciones
bioquimicas asociadas al desarrollo de la enfermedad.

De este modo, el objetivo principal de esta Tesis fue el estudio de los
mecanismos patoldgicos asociados a la enfermedad de Alzheimer, asi como el
descubrimiento de potenciales biomarcadores para su diagnéstico, mediante la
aplicacién de técnicas metaboldémicas y metalémicas. Para ello, los objetivos
especificos de los trabajos que componen esta Tesis se pueden resumir en tres
puntos.

1. Caracterizacion de las alteraciones metabdlicas y metaldmicas asociadas a
la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer y su progresion desde el
deterioro cognitivo leve mediante analisis de suero sanguineo (Capitulos
1-3).

2. Andlisis metabolomico de suero, cerebro y 6rganos periféricos del raton
transgénico APP/PS1 para caracterizar de forma integral las perturbaciones
metabolicas asociadas a la enfermedad de Alzheimer (Capitulo 4).

2.1. Validacién del modelo transgénico APP/PS1 mediante la comparacion
de los perfiles metabolomicos de suero de ratones y pacientes humanos.

2.2. Estudio de las alteraciones neuroquimicas asociadas al desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer en distintas regiones cerebrales: hipocampo,
corteza cerebral, estriado, cerebelo y bulbos olfatorios.

2.3. Evaluacion de la implicacion del sistema periférico en el desarrollo de
la enfermedad de Alzheimer mediante analisis metabolomico de muestras
de higado, rifién, bazo y timo.

3. Estudio de los mecanismos patoldgicos asociados a la inflamacion en la
enfermedad de Alzheimer mediante el empleo del modelo transgénico de
funcion inmune deteriorada APP/PS1/IL4-KO (Capitulo 5).
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Para lograr estos objetivos se optimizaron multiples procedimientos analiticos
complementarios basados en espectrometria de masas para llevar a cabo el
analisis metaboldmico, lipidomico y metalémico de diversos tejidos y fluidos
bioldgicos.

1. Desarrollo de plataformas metabolomicas y lipidomicas basadas en
analisis directo mediante espectrometria de masas (DI-ESI-MS, FIA-
APPI-MS).

2. Desarrollo de plataformas metabolomicas basadas en el acoplamiento de
técnicas de separacion ortogonales y espectrometria de masas (UHPLC-
MS, GC-MS, CE-MS).

3. Desarrollo de un procedimiento metalémico basado en el fraccionamiento
de metalo-especies mediante precipitacion de proteinas en condiciones no
desnaturalizantes y posterior analisis mediante ICP-MS.
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Procedimientos Experimentales

1. POBLACION DE ESTUDIO

Con objeto de llevar a cabo una investigacion exhaustiva de los mecanismos
patoldgicos asociados a la enfermedad de Alzheimer y el descubrimiento de
potenciales biomarcadores para su diagnéstico precoz, los trabajos
desarrollados en esta Tesis se basan en el empleo de tres poblaciones de
estudio complementarias.

e Pacientes de Alzheimer y deterioro cognitivo leve: muestras de suero
sanguineo. Estudio de la patogénesis de la EA y su progresion desde etapas
pre-clinicas.

e Ratones transgénicos APP/PS1: muestras de suero sanguineo, tejido
cerebral (hipocampo, corteza, cerebelo, estriado y bulbos olfatorios) y
otros organos periféricos (higado, rifidn, bazo y timo). ElI empleo de
animales modelo posibilita el estudio integral de la patologia asociada a la
EA mediante el analisis comparativo de distintos compartimentos
biolégicos, lo cual no es posible en estudios con pacientes humanos.

e Ratones transgénicos APP/PS1/IL4-KO: muestras de suero sanguineo.
Estudio de la componente inflamatoria asociada a la EA.

1.1. PACIENTES DE ALZHEIMER Y DETERIORO
COGNITIVO LEVE

La poblacion empleada en estos estudios estd formada por voluntarios
residentes en la provincia de Huelva, con una edad superior a los 65 afos, y
reclutados por el servicio de Neurologia del Hospital Juan Ramon Jiménez
(Huelva, Espafia). El primer grupo de estudio son pacientes diagnosticados de
novo de EA esporéadica de acuerdo con los criterios definidos por la NINCDS-
ADRDA [46], incluyéndose Unicamente sujetos no sometidos a ningun
tratamiento farmacol6gico frente a esta enfermedad. Ademas, en el estudio
también se incluyeron pacientes con DCL, los cuales muestran un deterioro
cognitivo significativo y discapacidades en tareas cognitivas objetivas, pero
no rednen los requisitos necesarios para el diagndstico de EA probable [8].
Por ultimo, el grupo control consta de individuos sanos, emparejados en edad
y sexo con los sujetos enfermos, quienes fueron examinados por neurdlogos
para confirmar la ausencia de desdrdenes neuroldgicos mediante pruebas
neuropsicoldgicas (test MMSE o de Pfeiffer), excluyéndose aquellos casos
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con dos 0 mas familiares afectados por la EA. Estos controles sanos fueron
reclutados entre voluntarios de la Asociacion de Familiares de enfermos de
Alzheimer de Huelva y pacientes de los servicios de Oftalmologia y
Traumatologia del Hospital Juan Ramén Jiménez, quienes en el dia de la toma
de muestra iban a ser sometidos a una intervencion quirdrgica por patologia
benigna.

Tabla 6. Caracteristicas demograficas de los pacientes reclutados en el estudio.

Alzheimer DCL controles
N 76 17 54
edad 79.8+5.4 76.1+55 716+54
sexo (H/M) 33/43 10/7 22/32
comorbilidades dislipemia, diabetes tipo I, hipertension, artrosis,

insuficiencia cardiaca, enfermedad de obstruccién
pulmonar croénica

medicamentos estatinas, metformina, omeprazol, ibuprofeno, &cido
acetilsalicilico, metamizol, hidroclorotiazida, furosemida,
lorazepam

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncion venosa de la region
antecubital, siendo recogidas en tubos Vacutainer BD SST Il Advance con gel
separador y sistema de vacio, previamente enfriados en nevera (2-8 °C), y
palometa BD Vacutainer Safety-Lok de 21G. Todas las muestras se tomaron
por la mafiana (entre las 9:00 y las 12:00) para evitar la influencia del ritmo
circadiano, y tras 8 horas de ayuno. Tras la extraccion sanguinea, las muestras
se refrigeraron durante 30 minutos protegidas de la luz para permitir su
coagulacién, y a continuacion se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos
para separar el suero de la masa eritrocitaria. Por ultimo, el suero sanguineo se
alicuotd en tubos Eppendorf (alicuotas de 200-300 pL) y se almacené a -80°C
hasta su anélisis. Ademas, junto a la extraccién sanguinea se recogieron una
serie de datos clinicos de los pacientes para asegurar la homogeneidad de la
poblacion de estudio, incluyendo edad, sexo, medicacién y otras
enfermedades (Tabla 6). Asi, a pesar del elevado nimero de comorbilidades
observadas y tratamientos médicos concomitantes debido a la avanzada edad
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de los pacientes incluidos en el estudio, no se observaron diferencias
significativas entre los distintos grupos.

El estudio fue realizado de acuerdo con los principios contenidos en la
Declaracion de Helsinki, y aprobado por el Comité Etico del Hospital Juan
Ramon Jiménez y de la Universidad de Huelva. Ademas, todas las personas
reclutadas dieron su consentimiento informado para la extraccion sanguinea.

1.2.  ANIMALES MODELO: APP/PS1Y APP/PS1/1L4-KO

Los ratones transgénicos (cepa C57BL/6) fueron proporcionados por el Prof.
Javier Vitorica (Universidad de Sevilla), mientras que los especimenes control
de tipo salvaje (WT, wild type) fueron adquiridos de Charles River
Laboratory. La linea transgénica doble APP/PS1 fue generada mediante la
expresion sueca de la mutacion en APP y la supresion de PS1 en el ex6n 9
[64]. Alternativamente, los ratones APP/PS1/1L4-KO se obtuvieron mediante
el cruce del raton IL4 deficiente [76] y el modelo APP/PS1 previamente
descrito, lo cual da lugar a un nuevo modelo de funcion inmune deteriorada.
En los estudios desarrollados en esta Tesis se emplearon animales de 6 meses
de edad de ambos sexos (APP/PS1: N=30, machos/hembras 13/17;
APP/PS1/1L4-KO: N=7, machos/hembras 5/2; WT: N=30, machos/hembras
15/15). Tras su recepcién en las instalaciones de la Universidad de Huelva,
estos animales fueron aclimatados durante tres dias en habitaciones con ciclos
de luz/oscuridad de 12 horas y temperatura ambiente de 20-25°C. Durante este
periodo de tiempo, los animales tuvieron disponibilidad ad libitum de agua y
comida.

Los ratones fueron anestesiados mediante inhalacion de isoflurano, y
posteriormente la sangre fue extraida mediante puncién cardiaca. Las
muestras de sangre se refrigeraron durante 30 minutos protegidas de la luz
para permitir su coagulacién, y luego se centrifugaron a 3500 rpm durante 10
minutos a 4°C para obtener el suero sanguineo. Inmediatamente tras la
extraccion sanguinea, se realizd la extirpacion de los distintos 6rganos:
cerebro, higado, rifiones, bazo y timo. Ademés, los cerebros fueron
diseccionados para separar el hipocampo, corteza cerebral, estriado, cerebelo
y bulbos olfatorios. Por Gltimo, los distintos tejidos fueron lavados con una
solucion salina para eliminar restos de sangre, transferidos a tubos Eppendorf
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y congelados en nitrogeno liquido. Todas las muestras fueron almacenadas a -
80°C hasta su analisis.

La manipulacién de estos animales se llevo a cabo de acuerdo con la directiva
2010/63/EU estipulada por la Comunidad Europea, y el estudio fue aprobado
por el Comité Etico de la Universidad de Huelva.
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2. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
EMPLEADOS EN ESTUDIOS CON PACIENTES

2.1. PLATAFORMAS METABOLOMICAS BASADAS EN EL
ACOPLAMIENTO DE TECNICAS DE SEPARACION Y
ESPECTROMETRIA DE MASAS: UHPLC-MS, CE-MS, GC-MS

2.1.1. ANALISIS DE SUERO MEDIANTE UHPLC-MS

Para llevar a cabo la precipitacion de proteinas, 150 uL de una mezcla pre-
enfriada de metanol-etanol (1:1 v/v) se adicionan sobre 50 pL de suero, y a
continuacion la muestra se agita vigorosamente en vortex y se incuba durante
5 minutos en bafio de hielo. Posteriormente, el precipitado proteico se elimina
mediante centrifugacién a 13000 rpm durante 20 minutos a 4°C, y el
sobrenadante se filtra a través de un filtro de nylon con tamafio de poro de
0.22 pm.

Los extractos se analizaron en un cromatografo liquido de ultra alta resolucion
(Agilent 1290) acoplado a un espectrometro de masas de cuadrupolo-tiempo
de vuelo con fuente de ionizacion de electrospray (Agilent 6550) [243]. Las
separaciones se realizaron en una columna de fase reversa (Zorbax Extend
C18, 2.1x50 mm, 1.8 um) termostatizada a 60°C, empleandose un volumen de
inyeccion de 0.5 uL. Las fases mdviles empleadas fueron agua con acido
formico al 0.1% (fase A) y acetonitrilo con acido formico al 0.1% (fase B), a
un flujo de 0.6 mL/min. El gradiente de elucion empleado comienza con un
contenido inicial del 5% de B durante 1 minuto, seguido de un incremento
gradual durante 6 minutos hasta alcanzar un 80% de B, y finalmente el 100%
en otros 4.5 minutos. Luego, el sistema regresa a las condiciones iniciales en
0.5 minutos, y la columna se equilibra con 5% de B durante un minuto
adicional (tiempo total de la separacion: 15 minutos). La deteccidn se realiz
mediante adquisicion de espectros de barrido completo (full scan) en MS en
un rango de m/z 50-1000, en polaridad tanto positiva como negativa. El resto
de condiciones experimentales (voltajes, temperatura, caudales de gases) se
muestran en la Tabla 7.

2.1.2. ANALISIS DE SUERO MEDIANTE CE-MS

La desproteinizacion de las muestras de suero para su analisis metabolémico
mediante CE-MS se realizo0 mediante ultrafiltracion en filtros de 30 kDa
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[244]. Para ello, 100 pL de suero se mezclan con otros 100 pL de disolucion
extractante, la cual contiene 0.4 ppm de metionina sulfona (patrén interno),
acido férmico 0.2 M vy acetonitrilo al 5%. Tras agitar vigorosamente, la
mezcla se transfiere al dispositivo de ultrafiltracion (Centrifree®, Merck
Millipore Ltd.) y se centrifuga a 2000 rpm durante 70 minutos a 4°C,
recogiéndose el filtrado para su anlisis.

Tabla 7. Condiciones experimentales del espectrometro de masas para los
acoplamientos UHPLC-MS y CE-MS.

UHPLC-MS CE-MS

voltaje del capilar 3000 V 3500 V
voltaje del fragmentador 175V 100 V
voltaje del skimmer 65V 65 V
temperatura 250°C 200°C

gas de secado (N,) 12 L/min 10 L/min

gas de nebulizacion (N,) 52 psi 0-1 min: O psi
1-35 min: 10 psi

Los analisis metabolémicos se llevaron a cabo en un equipo de electroforesis
capilar (Agilent 7100) acoplado a un espectrometro de masas con tiempo de
vuelo e ionizacion por electrospray (Agilent 6224), haciendo uso de una
interfaz de flujo adicional (Agilent G1607) y una bomba de HPLC (Agilent
1200) para proporcionar el liquido de envoltura. Las separaciones
electroforéticas se desarrollaron en capilares de silice fundida de 100 cm de
longitud y 50 um de didmetro interno, usando una disolucion de é&cido
férmico 0.8 M en metanol al 10% como electrolito de separacion (BGE,
background electrolyte). El capilar debe pre-lavarse durante 5 minutos con
BGE, y posteriormente la muestra se inyecta hidrodindAmicamente a 50 mbar
durante 50 segundos, seguido por la inyeccion de BGE durante 20 segundos a
100 mbar. Por ultimo, la separacion se produce a 25 mbar de presion con un
voltaje de 30 kV durante 35 minutos. La deteccion se realizd mediante
adquisicion en polaridad positiva de espectros de barrido completo (full scan)
en MS en un rango de m/z 85-1000. El liquido de envoltura empleado fue una
mezcla de metanol-agua (1:1 v/v) con &cido formico 1 mM y patrones de
referencia para monitorizar la exactitud de masa (purina 0.5 nM, HP921 0.75
nM), bombeado a 0.6 mL/min con una division de flujo 1:100. El resto de
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condiciones experimentales (voltajes, temperatura, caudales de gases) se
muestran en la Tabla 7.

2.1.3. ANALISIS DE SUERO MEDIANTE GC-MS

Para precipitar las proteinas del suero, 400 pL de una mezcla de metanol-
etanol (1:1 v/v) se adicionan sobre 100 pL de suero, y la mezcla se agita
durante 5 minutos. A continuacion, la muestra se centrifuga a 4000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, y el sobrenadante se transfiere a otro tubo y se lleva
a sequedad bajo corriente de nitrogeno. Posteriormente, las muestras se
derivatizan aplicando el procedimiento descrito por Begley et al. [245]. En
primer lugar se realiza la proteccion de los grupos carbonilos mediante
metoximacién, para lo cual los extractos secos se redisuelven en 50 ulL de
metoxiamina 20 mg/mL en piridina y se incuba a 80°C durante 15 minutos.
Después se lleva a cabo la sililacion mediante la adicién de 50 uL. de MSTFA
e incubacion a 80°C durante otros 15 minutos. Finalmente, los extractos se
centrifugan a 4000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante se recoge para su
analisis.

Los andlisis cromatograficos se realizaron en un cromatdgrafo de gases Trace
GC ULTRA acoplado a un espectrémetro de masas de trampa de iones
ITQ900 (Thermo Fisher Scientific), usando una columna capilar Factor Four
VF-5MS de 30mx0.25mm de didmetro interno, con 0.25 um de espesor de
fase estacionaria (Varian). El horno de columna comienza a una temperatura
de 100°C durante 0.5 minutos, y se programa para alcanzar 320°C a una
velocidad de 15°C/minuto. Finalmente, esta temperatura se mantiene durante
otros 7 minutos, siendo el tiempo total de analisis igual a 22 minutos. La
muestra se inyectd en modo splitless (1 pl) en un inyector mantenido a
temperatura constante (280°C). Ademas, como gas portador se empled helio a
un flujo de 1 mL/min. La deteccion en MS se realiz6 mediante adquisicion de
espectros de barrido completo (full scan) en un rango de m/z 35-650. La
ionizacion se realiz6 mediante impacto electrénico con un voltaje de 70 eV,
ajustandose la temperatura de la fuente de ionizacién a 200°C.
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2.1.4. PRE-PROCESADO DE DATOS
% PERFILES DE UHPLC-MSY CE-MS

Los perfiles metabolémicos obtenidos mediante UHPLC-MS y CE-MS fueron
pre-procesados para eliminar el ruido de fondo y sefiales espurias haciendo
uso de la herramienta Molecular Feature Extraction del software MassHunter
Qualitative Analysis (Agilent Technologies). El valor de corte de intensidad
de pico se ajustd a 200 cuentas, pre-estableciéndose los siguientes aductos
para la busqueda de sefiales: [M+H]*, [M+Na]*, [M+K]", [M+NH,]*, [M+H-
H,0]" (modo de ionizacién positivo); [M-H]', [M+CI],, [M+HCOO] (modo
de ionizacién negativo, solo en UHPLC-MS). Ademaés, la tolerancia de
separacion de pico se ajusté a 0.0025 m/z para realizar el agrupamiento
isotopico, y los estados de carga se limitaron a 2. Posteriormente, estos datos
se procesaron en el software Mass Profiler Professional (Agilent
Technologies) para llevar a cabo el filtrado y el alineamiento. En primer lugar,
los perfiles se filtraron para seleccionar Unicamente las sefiales presentes en
un rango de tiempos de retencién/migracion de 0.05-11.5 min para UHPLC-
MS y 1-25 min para CE-MS, elimin&ndose regiones sin interés analitico (e.g.
equilibrado de la columna/capilar). Luego los picos se alinearon aplicando
una ventana de tiempo de retencion de 0.15/2 minutos (UHPLC/CE) y una
tolerancia de masas de 20 ppm. Por Gltimo, los datos se filtraron para eliminar
sefiales no reproducibles, seleccionandose s6lo aquellas sefiales presentes en
al menos el 75% de las muestras de todos los grupos investigados y con un
coeficiente de variacion inferior al 50% dentro de cada grupo.

% PERFILES DE GC-MS

Para procesar los datos de GC-MS se hizo uso del software de acceso libre
XCMS, incluido dentro de la plataforma R (http://www.r-project.org). Para
ello, los archivos se convirtieron en formato netCDF mediante la herramienta
de conversion de datos de Thermo Fisher Scientific, y posteriormente se
procesaron mediante el método matchedFilter. Este algoritmo divide cada
perfil metabolomico en diferentes cromatogramas de iones extraidos,
empleando un ancho de m/z constante (0.1 Da por defecto), y a continuacion
cada division del cromatograma se filtra usando una segunda derivada de la
funcion Gaussiana como modelo de forma de pico [246]. Este filtrado
requiere de la optimizacién de dos parametros para extraer la maxima
informacién posible de acuerdo con las caracteristicas de los perfiles
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obtenidos, el umbral sefial/ruido (S/N, signal-to-noise) y la anchura de pico a
mitad de altura (fwhm, full width at half-maximum), los cuales fueron
ajustados a un valor de S/N = 2 y fwhm = 3. Tras la blsqueda de los picos,
estos deben alineados mediante un proceso en dos etapas, agrupamiento y
correccion del tiempo de retencion, el cual se realiza en tres ciclos iterativos
empleando una ventana de tiempo de retencién (bandwith) de 5 segundos
(primer ciclo), 3 segundos (segundo ciclo) y 1 segundo (tercer ciclo). Luego
se lleva a cabo la imputacion de los missing values mediante al algoritmo
fillPeaks, el cual reintegra los picos que se encuentran por debajo del umbral
S/N aplicado en la primera etapa. Por Gltimo, los datos se normalizan
mediante el método LOESS (locally weighted scatter plot smoothing), el cual
corrige la variabilidad inter-muestral aproximando a cero las diferencias en la
intensidad de los picos entre las distintas muestras [247]. Finalmente, los
datos se someten a transformacién logaritmica para estabilizar la variabilidad
de los resultados, y el archivo se convierte en .csv para su posterior analisis
estadistico.

2.2. PLATAFORMAS METABOLOMICAS BASADAS EN
ANALISIS DIRECTO MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE
MASAS: DI-ESI-MS Y FIA-APPI-MS

2.2.1. EXTRACCION METABOLOMICA DE SUERO

El tratamiento de las muestras de suero para su anlisis metabolomico
mediante DI-ESI-MS y FIA-APPI-MS procede a través de un método de
extraccion secuencial en dos etapas. En primer lugar, 400 pL de una mezcla
de metanol-etanol (1:1 v/v) se adicionan sobre 100 pL de suero para precipitar
las proteinas, y a continuacién la mezcla se agita durante 5 minutos y se
centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se transfiere
a otro tubo, se lleva a sequedad bajo corriente de nitrdgeno y se reconstituye
en 100 pyL de metanol-agua (80:20 v/v) (extracto polar). Por otro lado, el
precipitado proteico obtenido en la primera etapa se vuelve a extraer con 400
uL de una mezcla cloroformo-metanol (1:1 v/v) mediante agitacion durante 5
minutos, seguido por una centrifugacion a 10000 rpm durante 10 minutos a
4°C. El sobrenadante se lleva a sequedad y se reconstituye en 100 pL de
diclorometano-metanol (60:40 v/v) (extracto lipofilico). Para el andlisis
mediante ESI(+)-MS, se adiciona acido férmico 0.1% a estos extractos,
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mientras que en el analisis en modo negativo no es necesaria la adicion de
ningln reactivo.

2.2.2. EXTRACCION LIPIDOMICA DE SUERO

La extraccion de lipidos se llev6 a cabo mediante un procedimiento derivado
del método propuesto por Bligh y Dyer [248]. Para ello, 50 pL de muestra se
mezclan con 150 pL de metanol, el cual debe contener acetato amdnico 30
mM para el andlisis mediante ESI(+)-MS. Tras su agitacion vigorosa durante
un minuto para provocar la precipitacion de las proteinas, se afiaden 200 pL
de cloroformo. Después de agitar durante un minuto, la mezcla se centrifuga a
10000 rpm durante 10 minutos a 4°C, y la fase orgénica se recoge para su
analisis.

2.2.3. EXTRACCION METABOLOMICA DE ORINA

Para efectuar la extraccion metabolomica de muestras de orina se han
comparado tres estrategias diferentes. En todos estos métodos, la orina debe
centrifugarse previamente para eliminar particulas en suspension (6000 rpm,
10 minutos, 4°C) y ajustarse el pH a 7 antes de realizar la extraccion.

e Extraccion en fase solida. Se compararon tres procedimientos: extraccion
en fase reversa, en fase normal y de modo mixto, esta Gltima combinando
fase reversa con intercambiadores catidnicos y anidnicos. Las
caracteristicas de los cartuchos de SPE empleados y las condiciones
experimentales de extraccion se recogen en la Tabla 8.

e Dilucion. Las muestras de orina se diluyen 10 veces con metanol-agua
(1:1 viv).

e Extraccion liquido-liquido. (a) 500 pL de disolvente organico
(cloroformo, diclorometano) se adicionan sobre un mismo volumen de
orina, la mezcla se agita vigorosamente durante 5 minutos y se centrifuga a
6000 rpm durante 3 minutos para separar el extracto organico. (b) 750 pL
de una mezcla de orina, metanol y disolvente organico (1:1:1 v/v/v) se
agita vigorosamente durante 5 minutos y se centrifuga a 6000 rpm durante
3 minutos.
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Tabla 8. Condiciones experimentales para la extraccion de orina mediante SPE.

RP-SPE NP-SPE MM-SPE
caracteristicas de los cartuchos SPE
fase estacionaria C18 silice C18-SO;-NR;"
adsorbente (mg) 500 mg
volumen 3mL

condiciones de extraccion

acondicionamiento 2 mL metanol
equilibrado 2 mL agua 2mL -
metanol 5%
cargade muestra  1mLorina 1 mL orina 1.5 mL orina
lavado 2mL 2mL 2 mL metanol
metanol metanol 95%
elucién 1mL 1mL 0.5 mL metanol
metanol metanol 5% 0.5 mL acetato aménico
10 mM (pH 3)

0.5mL amoniaco 5%
(en metanol)

2.2.4. ANALISIS MEDIANTE DI-ESI-MS

Los andlisis DI-MS se llevaron a cabo en un espectrometro de masas Q-TOF
con fuente de electrospray (QSTAR XL Hybrid system, Applied Biosystems).
Las muestras se introducen a un flujo de 5 pL/min usando una bomba de
infusion integrada y una jeringa Hamilton de 1 mL. Los datos se obtienen en
polaridad tanto positiva como negativa, adquiriéndose espectros de barrido
completo durante 0.2 minutos en un rango de m/z 50-1100 (para suero) y m/z
50-500 (para orina). El resto de condiciones experimentales (voltajes,
temperatura, caudales de gases) se muestran en la Tabla 9.

2.2.5. ANALISIS MEDIANTE FIA-APPI-MS

Para el andlisis por inyeccion en flujo en APPI-MS (QSTAR XL Hybrid
system, Applied Biosystems), las muestras se introducen usando un sistema
Accela LC (Thermo Fisher Scientific) equipado con un automuestreador y una
bomba cuaternaria, empleandose un volumen de inyeccion de 10 uL. Ademas,

93




Procedimientos Experimentales

el dopante se suministr6 mediante una bomba de jeringa modelo KDS 100
(KD scientific). La optimizacién de las condiciones FIA se realiz6 en cuatro
fases: tipo de dopante, tipo de disolvente portador, flujo de disolvente y flujo
de dopante. Finalmente, el fluido portador empleado fue metanol a un flujo de
50/100 pL/min, en modo positivo y negativo respetivamente, mientras que el
dopante 6éptimo fue tolueno, a un flujo de 20/40 pL/min, en cada modo de
ionizacion. La deteccion en MS se realiz6 en polaridad tanto positiva como
negativa, adquiriéndose espectros de barrido completo en un rango de m/z 50-
1100. El resto de condiciones experimentales del MS (voltajes, temperatura,
caudales de gases) se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Condiciones experimentales del espectrometro de masas para las
plataformas DI-ESI-MS y FIA-APPI-MS.

ESI(+) ESI(-) APPI(+) APPI(-)

ion spray voltage 3300V -4000V 1500V -2300V
declustering potential 60V  -100V 50 V 50V
focusing potential 250V 250V 250V -250V
gas de cortina (N,) 1.13 L/min
gas de nebulizacion (Ny) 1.56 L/min
heater gas (N,) 0 3 L/min
gas de lampara (N,) - 1 L/min
temperatura 60°C 400°C

2.2.6. PRE-PROCESADO DE DATOS

El tratamiento de los datos obtenidos mediante DI/FIA-MS se limita a la etapa
de deteccién de picos y filtrado, ya que la ausencia de un proceso previo de
separacion cromatografica/electroforética hace innecesario realizar un
alineamiento. En los trabajos desarrollados en esta Tesis, los datos
metaboldmicos obtenidos mediante estas técnicas fueron procesados haciendo
uso del software Markerview™ (Applied Biosystems). Para ello, la basqueda
de picos se hizo en intervalos de m/z de 0.1 Da, considerandose todos aquellas
sefiales con una intensidad superior a 10 cuentas. Finalmente, los resultados se
normalizaron en funcion de la suma de &reas totales.
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2.3.  ANALISIS DE FOSFOLIPIDOS EN SUERO MEDIANTE
RP-UHPLC-ESI/ICP-MS

Las muestras de suero se trataron siguiendo una modificacion del
procedimiento descrito por Zhao et al. para la extraccién de fosfolipidos y
liso-fosfolipidos [249]. Con este proposito, 50 pL de suero se mezclan con
500 pL de metanol, y tras agitar durante 5 minutos la muestra se centrifuga a
10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se recoge en un nuevo
tubo, se lleva a sequedad bajo corriente de nitrogeno y se reconstituye en 50
pL de metanol.

Para llevar cabo el analisis dirigido de las distintas especies de fosfolipidos,
éstas se separan por cromatografia liquida de fase reversa y se detectan
complementariamente mediante espectrometria de masas molecular (ESI-MS)
y atémica (ICP-MS).

Las separaciones cromatograficas se realizaron en una columna de fase
reversa (Hypersil Gold C18, 2.1x50 mm, 1.9 um) termostatizada a 60°C, con
un volumen de inyeccion de 5 pL. Las fases moviles empleadas fueron una
disolucién acuosa de acetato amdnico 10 mM (fase A) y metanol (fase B), a
un flujo de 0.5 mL/min. El programa de elucién optimizado fue el siguiente: 0
min, 50% B; 2 min, 65% B; 15 min, 85% B; 15-25 min, 85% B; 35 min,
100% B. Finalmente, el sistema regresa a las condiciones iniciales en 2
minutos, Yy la columna se equilibra durante un minuto en 50% de B.

La deteccion mediante ESI-MS (QSTAR XL Hybrid system, Applied
Biosystems) se realiz6 en modo full scan, m/z 400-1000, en polaridad tanto
positiva como negativa. El voltaje de ion spray se ajusté a 5000 V en modo
positivo y -2500 V en modo negativo. Los caudales de gas de cortina, gas de
nebulizacion y heater gas fueron de 1.48 L/min, 1.56 L/min y 5.5 L/min,
respectivamente. La temperatura de la fuente ESI se mantuvo a 400°C, y los
potenciales de declustering y focusing se ajustaron segun los valores
previamente descritos en la Tabla 9 para analisis mediante DI-ESI-MS.

Por altimo, para detectar de forma selectiva los fosfolipidos se desarroll6 un
acoplamiento UHPLC-ICP-MS. Para ello se emple6 un ICP-MS con celda de
colision/reaccion (Agilent 7500ce), equipado con un nebulizador MicroMist y
conos de muestreo y skimmer de platino. Para prevenir la deposicion de
carbdn debido a la fase movil organica se introdujo un gas opcional (oxigeno
21%, en argbn) a través de una pieza en T que conecta la camara de
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nebulizacion y la antorcha. Ademas, como el fosforo es un elemento dificil de
analizar mediante ICP-Q-MS debido a interferencias poliatomicas (e.g.
YN'™0O'H, m/z 31), la adicién de oxigeno permite la deteccion de este
elemento en su forma oxidada (i.e. “’PO"), libre de interferencias. Por lo tanto,
el analisis de fosfolipidos en UHPLC-ICP-MS se realizd mediante la
monitorizacion de m/z 47, con un dwell time de 0.3 segundos por punto. Los
caudales de gas de plasma, gas auxiliar, gas portador y gas de make-up se
fijaron a 15 L/min, 1 L/min, 1 L/min, y 0.15 L/min, respectivamente, mientras
que el gas opcional se ajustd a un 40% del flujo de gas portador. Otros
parametros optimizados fueron el forward power (1500 W), la temperatura de
la cAmara de nebulizacion (-5°C) y la distancia antorcha-interfaz (7 mm).

2.4,  ANALISIS METALOMICO DE SUERO EN ICP-MS
2.4.1. TRATAMIENTO DE MUESTRA

El procedimiento metalomico desarrollado en los trabajos incluidos en esta
Tesis se basa en la precipitacion de proteinas en condiciones no
desnaturalizantes para realizar el fraccionamiento de las metalo-especies
presentes en suero sanguineo segun su peso molecular.

Con este fin, 300 uL de acetona fria se afiaden gota a gota sobre 150 uL de
suero, y la mezcla se incuba en bafio de hielo durante 10 minutos para
provocar la precipitacion de las proteinas. Posteriormente, la muestra se
centrifuga a 10000 rpm durante 5 minutos a 4°C para separar el sobrenadante
que contiene las especies de bajo peso molecular (LMM, low molecular mass)
del precipitado formado principalmente por (metalo)-proteinas (HMM, high
molecular mass). El sobrenadante se lleva a sequedad bajo corriente de
nitrégeno y se reconstituye en 750 yL de una disolucion de rodio 1 g/L
(patron interno). Ademas, el precipitado se somete a digestion cida asistida
por microondas para poder determinar el contenido metélico en la fraccion
HMM. Para ello, el precipitado se introduce en un vaso de teflén junto con
500 pL de una mezcla de &cido nitrico y peroxido de hidrégeno (4:1 v/v). La
mineralizacion se lleva a cabo en un horno de microondas a 400 W de
potencia (MARS, CEM Matthews), mediante un programa de temperaturas
que alcanza los 150°C en 10 minutos, y a continuacion mantiene esta
temperatura durante otros 10 minutos. Finalmente, los extractos se llevan a 2
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mL con agua ultra pura, se aflade rodio 1 g/L, y se filtran a través de un
tamafio de poro de 0.45 um usando filtros de PTFE.

Alternativamente, el contenido total de metales en estas muestras de suero
(TOTAL) se determiné mediante simple dilucién. Para ello, el suero se diluye
5 veces con agua ultra pura y se afiade rodio hasta una concentracion final de
1g/L.

2.4.2. ANALISIS MULTI-ELEMENTAL MEDIANTE ICP-MS

El andlisis multi-elemental de las distintas fracciones (LMM, HMM, TOTAL)
se realiz6 mediante ICP-MS con celda de colision/reaccion (Agilent 7500ce),
equipado con un nebulizador MicroMist y conos de muestreo y skimmer de
platino, y usando helio como gas de colisién. Las condiciones instrumentales
se optimizaron usando una disolucién de sintonizacién (Li, Co, Yy Tla 1
ug/L). Los caudales de gas de plasma, gas auxiliar, gas portador, gas de make-
up, y gas de colision se fijaron a 15 L/min, 1 L/min, 1 L/min, 0.15 L/miny 3.5
mL/min, respectivamente. Los istopos monitorizados fueron 'Li, ®Al, *'V,
SSCr, 55Mn, 57Fe, 5900’ 63CU, 64Zn, 6SCU’ 66Zn, 7SSe’ SZSe’ 95M0’ QSMO, 103Rh,
12cd, ™cd y ?®Pb, con un dwell time de 0.3 segundos por isétopo. Otros
parametros optimizados fueron el forward power (1500 W), la temperatura de
la cAmara de nebulizacion (2°C) y la distancia antorcha-interfaz (7 mm).
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3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
EMPLEADOS EN ESTUDIOS CON RATONES

3.1. TRATAMIENTO DE MUESTRA
3.1.1. EXTRACCION METABOLOMICA DE SUERO

El tratamiento de las muestras de suero para su analisis metabolémico procede
a través de un método de extraccion secuencial en dos etapas. En primer
lugar, 400 pL de una mezcla de metanol-etanol (1:1 v/v) se adicionan sobre
100 pL de suero para precipitar las proteinas, y a continuacion la mezcla se
agita durante 5 minutos y se centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante se transfiere a otro tubo, se lleva a sequedad bajo corriente de
nitrégeno y se reconstituye en 100 yL de metanol-agua (80:20 v/v) con acido
formico al 0.1% (extracto polar). Por otro lado, el precipitado proteico
obtenido en la primera etapa se vuelve a extraer con 400 pL de una mezcla
cloroformo-metanol (1:1 v/v) mediante agitacion durante 5 minutos, seguido
por una centrifugacion a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante se lleva a sequedad y se reconstituye en 100 pL de
diclorometano-metanol (60:40 v/v) con formiato aménico 10 mM (extracto
lipofilico).

3.1.2. EXTRACCION METABOLOMICA DE TEJIDOS

Los distintos 6rganos del raton APP/PS1 fueron extraidos mediante el empleo
de un pellet mixer para llevar a cabo la disrupcion celular (VWR
International). Ademas, los 6rganos de mayor tamafio (i.e. cerebelo, corteza,
higado, rifiones, bazo, timo) fueron pre-homogeneizados durante 30 segundos
en un homogeneizador criogénico Freezer/Mills 6770 (SPEX SamplePrep)
para facilitar la pesada, mientras que en el caso de tejidos mas pequefios se
empled el 6rgano entero.

El procedimiento de extraccidn optimizado consta de una sola etapa para las
muestras de tejido cerebral, pero el elevado contenido de lipidos neutros del
resto de 6rganos (i.e. higado, rifiones, bazo, timo) hace necesario el uso de una
segunda etapa de extraccion. En primer lugar, 30 mg de tejido homogenizado
(o el 6rgano entero en el caso de estriado, hipocampo y bulbo olfatorio) se
mezclan con 10 pL/mg de metanol pre-enfriado con &cido férmico al 0.1%.
La extraccion se realiza en bafio de hielo durante dos minutos con la ayuda del
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pellet mixer, y a continuacion la muestra se centrifuga a 10000 rpm durante 10
minutos a 4°C. El sobrenadante se transfiere a otro tubo (extracto polar), y el
precipitado se vuelve a extraer para recuperar la fraccion lipidica (sélo para
higado, rifiones, bazo y timo). Para ello, se adicionan 10 uL/mg de
cloroformo-metanol (2:1 v/v) con &cido formico al 0.1% y formiato amonico
10 mM, y la mezcla se vuelve a homogeneizar y centrifugar como se ha
descrito anteriormente, obteniéndose el segundo extracto (lipofilico).

3.2. TECNICAS DE ANALISIS METABOLOMICO

Los extractos obtenidos segun los procedimientos de tratamiento de muestra
descritos en el apartado anterior fueron analizados mediante distintas
plataformas metabolémicas complementarias: UHPLC-MS, GC-MS, DI-ESI-
MS y FIA-APPI-MS (ésta ultima sélo para el analisis de muestras de suero).
Las técnicas de introduccion directa de muestra, combinadas con un protocolo
de extraccion secuencial en dos etapas y andlisis en modos de ionizacion
positivo y negativo, permiten la deteccion de metabolitos de naturaleza muy
diversa. Sin embargo, la separacidon de las distintas especies de lipidos neutros
(e.g. triglicéridos) mediante RP-LC requiere de gradientes de elucion
prolongados, por lo que esta técnica sélo se aplico a los extractos polares. Del
mismo modo, debido a las limitaciones de volatilidad en GC-MS, los
extractos lipofilicos tampoco se estudiaron mediante esta plataforma.

3.2.1. ANALISIS METABOLOMICO MEDIANTE UHPLC-MS

Las muestras (solo extractos polares) se analizaron en un cromatdgrafo
liquido de ultra alta resolucion (Accela LC system, Thermo Fisher Scientific)
acoplado a un espectrémetro de masas de cuadrupolo-tiempo de vuelo con
fuente de ionizacion de electrospray (QSTAR XL Hybrid system, Applied
Biosystems). La separacidn cromatogréafica se realiz6 en una columna de fase
reversa (Hypersil Gold C18, 2.1x50 mm, 1.9 um) termostatizada a 50°C, con
un volumen de inyeccién de 5 pL. Las fases moviles empleadas fueron
metanol (fase A) y agua (fase B), ambas con acido férmico 0.1% y formiato
amoénico 10 mM, a un flujo de 0.5 mL/min. El gradiente de elucion
optimizado fu el siguiente: 0-1 min, 95% B; 2.5 min, 25% B; 8.5-10 min, 0%
B; 10.1-12 min, 95% B. La deteccion se realiz6 en modo full scan, en
polaridad tanto positiva como negativa, en un rango de m/z 50-1100. El
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voltaje de ion spray se ajustd a 5000 V en modo positivo y -2500 V en modo
negativo. Los caudales de gas de cortina, gas de nebulizacién y heater gas
fueron de 1.48 L/min, 1.56 L/min y 6.25 L/min, respectivamente. La
temperatura de la fuente ESI se mantuvo a 400°C, con un declustering
potential de 100 VV/-120 V y un focusing potential de +350 V.

3.2.2. ANALISIS METABOLOMICO MEDIANTE GC-MS

Antes de llevar a cabo el andlisis mediante GC-MS, los extractos (sélo
extractos polares) fueron derivatizados mediante el procedimiento
previamente descrito (seccion 2.1.3). Posteriormente, los andlisis
cromatograficos se realizaron en un cromatégrafo de gases Trace GC ULTRA
acoplado a un espectrémetro de masas de trampa de iones 1TQ900 (Thermo
Fisher Scientific), usando una columna capilar Factor Four VF-5MS de
30mx0.25mm de didmetro interno, con 0.25 pm de espesor de fase
estacionaria (Varian). La temperatura de columna se ajusté a 100°C durante
0.5 minutos, y se programd para alcanzar 320°C a una velocidad de 15°C por
minuto. Finalmente, esta temperatura se mantuvo durante otros 2.8 minutos,
siendo el tiempo total de andlisis igual a 18 minutos. La muestra se inyectd en
modo splitless (1 ul) en un inyector mantenido a temperatura constante
(280°C). Ademas, como gas portador se empled helio a un flujo de 1 mL/min.
La deteccidon en MS se realiz6 mediante ionizacién por impacto electrénico
(70 eV) y adquisicion de espectros en modo full scan en un rango de m/z 35-
650. La temperatura de la fuente de ionizacion se fijo a 200°C.

3.2.3. ANALISIS METABOLOMICO MEDIANTE DI/FIA-MS

Para analizar las muestras procedentes de ratones transgénicos APP/PS1 y
APP/PS1/1L4-KO mediante DI-ESI-MS y FIA-APPI-MS se emplearon las
condiciones experimentales previamente optimizadas para el estudio de
muestras de suero de pacientes humanos de la enfermedad de Alzheimer
(secciones 2.2.4y 2.2.5).

En el caso de muestras de tejidos, los extractos polares se analizaron
complementariamente mediante ESI(+) y ESI(-) para obtener una vision
integral del metaboloma. Sin embargo, los extractos lipofilicos fueron
exclusivamente analizados mediante ESI(+)-MS, ya que estos extractos
principalmente contienen lipidos neutros, los cuales sdlo pueden ser ionizados
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en modo positivo mediante la formacion de aductos con iones cargados (e.g.
[M+NH,]") [250].

3.2.4. PRE-PROCESADO DE DATOS

Los datos obtenidos mediante plataformas metaboldmicas basadas en
acoplamiento con UHPLC y GC fueron procesados haciendo uso del software
XCMS. Los archivos de UHPLC-MS se convirtieron en formato mzXML
usando la herramienta msConverter (ProteoWizard), mientras que los datos de
GC-MS se convirtieron en netCDF mediante la herramienta de conversion de
datos de Thermo Fisher Scientific. Posteriormente, estos datos se procesaron
mediante el método matchedFilter, empleandose un valor de S/N = 2 para
ambas plataformas, mientras que el fwhm se ajust6 a 10 para UHPLC-MS y 3
para GC-MS, teniendo en cuenta la mayor anchura de pico obtenida
normalmente en LC. Tras la basqueda de los picos, el alineamiento se realizo
en tres ciclos iterativos, descendiendo el valor de bandwith de 5 a 1 segundo
en GC-MS, y de 10 a 1 segundo en UHPLC-MS. A continuacion se aplicaron
los algoritmos de imputacion de missing values (fillPeaks) y normalizacion
(LOESS), y por ultimo los resultados se transforman logaritmicamente para
estabilizar la variabilidad de los resultados.

En el caso de datos obtenidos mediante DI/FIA-MS, el procesado se lleva a
cabo seguln el procedimiento descrito en la seccion 2.2.6, el cual se basa en la
busqueda de picos en intervalos de m/z de 0.1 Da, considerandose todos
aquellas sefiales con una intensidad superior a 10 cuentas, y posterior
normalizaron en funcion de la suma de areas totales.
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4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

La interpretacion de los datos metabolémicos obtenidos en los trabajos
desarrollados en esta Tesis se realizO mediante la aplicacién de multiples
herramientas estadisticas y bioinforméticas, como se describe a continuacién.

< TECNICAS DE ANALISIS MULTIVARIANTE

Las técnicas estadisticas de analisis multivariante permiten comparar los
perfiles metabolémicos/metalémicos obtenidos con el fin de crear modelos de
clasificacion y predictivos para realizar la bulsqueda de compuestos
discriminantes. Las herramientas empleadas en estos estudios fueron el
analisis de componentes principales (PCA) y el andlisis discriminante de
minimos cuadrados parciales (PLS-DA), usando el software SIMCA-P™
(version 11.5, Umetrics AB, Umed, Sweden). Antes de realizar el analisis
estadistico, los datos fueron sometidos a transformacion logaritmica y
escalado de Pareto para minimizar la variabilidad técnica inter-muestral [128].
La validacion de estos modelos se realizo mediante los valores R* y Q?
proporcionados por el software, los cuales son indicativos de la separacion de
clases y el poder predictivo del modelo, respectivamente. Estos pardmetros
varian en el rango 0-1, e indican la varianza explicada por el modelo para
todos los datos analizados (R?) y la varianza observada en una validacion
cruzada (Q?). Finalmente, los compuestos discriminantes pueden
seleccionarse de acuerdo con el parametro VIP (Variable Importance in the
Projection), una suma ponderada del cuadrado del peso en PLS de cada
variable, indicativo de la importancia de los distintos compuestos en el
modelo.

< VALIDACION DE BIOMARCADORES

Con el objetivo de validar los compuestos identificados mediante PLS-DA, se
aplicaron distintas técnicas de analisis univariante, tanto paramétricas (t-test,
ANOVA) como no paramétricas (Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis),
haciendo uso del software STATISTICA 8.0 (StatSoft, Tulsa, USA). Ademas,
estos potenciales marcadores fueron sometidos a andlisis de curvas ROC en el
software GraphPad Prism (version 6.04, Intuitive Software for Science, San
Diego, CA) para comprobar su capacidad diagndstica. El area bajo la curva se
empled para determinar la sensibilidad y especificidad de estos compuestos,
de modo que un biomarcador se considera excelente cuando el valor de AUC
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supera 0.9, bueno si se encuentra en el rango 0.8-0.9, moderado entre 0.7-0.8
y pobre si AUC es menor a 0.7 [131].

< ANALISIS DE CORRELACION

Los analisis de correlacion se realizaron mediante el calculo de los
coeficientes de correlacion de Spearman en el software STATISTICA 8.0
(StatSoft, Tulsa, USA).

< ANALISIS DE RUTAS METABOLICAS

El andlisis de rutas metabolicas permite identificar y visualizar las rutas
asociadas a las anormalidades identificadas en un estudio metabolémico. Con
este proposito, en los estudios presentados en esta Tesis se empled la
herramienta MetPA (http://metpa.metabolomics.ca), la cual se basa en la
combinacion de analisis de enriquecimiento y analisis topoldgico de rutas
metabolicas [251]. Para ello se seleccionaron las librerias correspondientes
(Homo sapiens o Mus musculus), y se usaron los algoritmos ‘Hypergeometric
Test’ y ‘Relative-Betweenness Centrality’ para realizar los analisis de
enriquecimiento y topoldgico, respectivamente. Los resultados de este anlisis
se visualizan en un gréafico donde se representa el valor de p para cada ruta
metabolica frente a un valor calculado que indica la importancia de esa ruta en
respuesta a la condicidn investigada (pathway impact). De este modo, en este
grafico cada nodo representa una ruta bioquimica y su tamafio indica su
implicacion en las anormalidades metabolicas observadas. Para seleccionar
las rutas metabdlicas mas relevantes, se aplico un valor de corte de pathway
impact igual a 0.1.
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Los articulos relacionados mads abajo han sido retirados de la tesis debido a
restricciones relativas a los derechos de autor. Dichos articulos han sido sustituidos por
la referencia bibliografica, asi como por el enlace al texto completo (solo miembros de
la UHU), enlace a la revista y resumen.

- Gonzalez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Gdmez Ariza, J.L.: “Using direct infusion
mass spectrometry for serum metabolomics in Alzheimer’s disease”. Analytical and
Bioanalytical Chemistry. Vol. 406, n. 28, pags. 7137-7148, (2014). DOI:
10.1007%2Fs00216-014-8102-3

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1007%2Fs00216-014-8102-3

RESUMEN:

Currently, there is no cure for Alzheimer’s disease and early diagnosis is very difficult,
since no biomarkers have been established with the necessary reliability and
specificity. For the discovery of new biomarkers, the application of omics is emerging,
especially metabolomics based on the use of mass spectrometry. In this work, an
analytical approach based on direct infusion electrospray mass spectrometry was
applied for the first time to blood serum samples in order to elucidate discriminant
metabolites. Complementary methodologies of extraction and mass spectrometry
analysis were employed for comprehensive metabolic fingerprinting. Finally, the
application of multivariate statistical tools allowed us to discriminate Alzheimer
patients and healthy controls, and identify some compounds as potential markers of
disease. This approach provided a global vision of disease, given that some important
metabolic pathways could be studied, such as membrane destabilization processes,
oxidative stress, hypometabolism, or neurotransmission alterations. Most remarkable
results are the high levels of phospholipids containing saturated fatty acids,
respectively, polyunsaturated ones and the high concentration of whole free fatty
acids in Alzheimer’s serum samples. Thus, these results represent an interesting
approximation to understand the pathogenesis of disease and the identification of
potential biomarkers.



- Gonzalez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Goémez Ariza, J.L.: “Metabolomic
approach to Alzheimer’s disease diagnosis based on mass spectrometry”. Chemical
Papers. Vol. 66, n. 9, pags. 829-835, (2012). DOI: 10.2478%2Fs11696-012-0184-9

Enlace al texto completo del articulo:
https://dx.doi.org/10.2478%2Fs11696-012-0184-9

RESUMEN:

Alzheimer’s disease is the most common neurodegenerative disease, but there is still
no cure and early diagnosis remains very difficult. For this reason, the discovery of new
biomarkers is of great importance. The application of metabolomics is emerging in this
field, based on the use of mass spectrometry as a technique of analysis. In this work,
blood serum samples (from Alzheimer’s disease patients and healthy controls) were
analysed by mass spectrometry in order to search for potential metabolomic
biomarkers. The application of multivariate statistical tools (PLS-DA) enabled us to
discriminate between groups. In addition, some phosphatidylcholine compounds were
identified as markers of the disease.

- Gonzéalez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Gdmez Ariza, J.L.: “Metabolomic study of
lipids in serum for biomarker discovery in Alzheimer’s disease using direct infusion
mass spectrometry”. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Vol. 98, pags..
321-326, (2014). DOI: 10.1016/j.jpba.2014.05.023

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2014.05.023

RESUMEN:

In this study, we demonstrated the potential of direct infusion mass spectrometry for
the lipidomic characterization of Alzheimer's disease. Serum samples were extracted
for lipids recovery, and directly analyzed using an electrospray source. Metabolomic
fingerprints were subjected to multivariate analysis in order to discriminate between
groups of patients and healthy controls, and then some key-compounds were
identified as possible markers of Alzheimer's disease. Major differences were found in
lipids, although some low molecular weight metabolites also showed significant
changes. Thus, important metabolic pathways involved in neurodegeneration could be
studied on the basis of these perturbations, such as membrane breakdown
(phospholipids and diacylglycerols), oxidative stress (prostaglandins, imidazole and
histidine), alterations in neurotransmission systems (oleamide and putrescine) and
hyperammonaemia (guanidine and arginine). Moreover, it is noteworthy that some of
these potential biomarkers have not been previously described for Alzheimer's
disease.



- Gonzalez Dominguez, R., Castilla Quintero, R., Garcia Barrera, T., Gdmez Ariza, J.L.:
“Development of a metabolomic approach based on urine samples and direct infusion
mass spectrometry”. Analytical Biochemistry. Vol. 465, pags.. 20-27, (2014). DOI:
10.1016/j.ab.2014.07.016

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1016/j.ab.2014.07.016

RESUMEN:

The analysis of urine by direct infusion mass spectrometry suffers from ion suppression
due to its high salt content and inter-sample variability caused by the differences in
urine volume between persons. Thus, urine metabolomics requires a careful selection
of the sample preparation procedure and a normalization strategy to deal with these
problems. Several approaches were tested for metabolomic analysis of urine samples
by direct infusion electrospray mass spectrometry (DI-ESI-MS), including solid phase
extraction, liquid—liquid extraction, and sample dilution. In addition, normalization of
results based on conductivity values and statistical treatment was performed to
minimize sample variability. Both urine dilution and solid phase extraction with mixed
mode sorbent considerably reduced the salt content in urine, providing comprehensive
metabolomic fingerprints. Moreover, statistical data normalization enabled the
correction of inter-sample physiological variability, improving the quality of results
obtained. Therefore, high-throughput DI-ESI-MS fingerprinting of urine samples can
be achieved with simple pretreatment procedures allowing the use of this noninvasive
sampling in metabolomics. Finally, the optimized approach was tested in a pilot
metabolomic investigation of urine samples from transgenic mice models of
Alzheimer’s disease (APP/PS1) in order to illustrate the potential of the methodology.

- Gonzalez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Gdmez Ariza, J.L.: “Application of a novel
metabolomics approach based on atmospheric pressure photoionization mass
spectrometry using flow injection analysis for the study of Alzheimer's disease”.
Talanta Vol. 131, pags. 480-489, (2015). DOI: 10.1016/j.talanta.2014.07.075

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2014.07.075

RESUMEN:

The use of atmospheric pressure photoionization is not widespread in metabolomics,
despite its considerable potential for the simultaneous analysis of compounds with
diverse polarities. This work considers the development of a novel analytical approach
based on flow injection analysis and atmospheric pressure photoionization mass
spectrometry for rapid metabolic screening of serum samples. Several experimental
parameters were optimized, such as type of dopant, flow injection solvent, and their
flows, given that a careful selection of these variables is mandatory for a
comprehensive analysis of metabolites. Toluene and methanol were the most suitable
dopant and flow injection solvent, respectively. Moreover, analysis in negative mode



required higher solvent and dopant flows (100 ul min-1 and 40 pl min-1, respectively)
compared to positive mode (50 pl min-1 and 20 ul min-1). Then, the optimized
approach was used to elucidate metabolic alterations associated with Alzheimer’s
disease. Thereby, results confirm the increase of diacylglycerols, ceramides, ceramide-
1-phosphate and free fatty acids, indicating membrane destabilization processes, and
reduction of fatty acid amides and several neurotransmitters related to impairments in
neuronal transmission, among others. Therefore, it could be concluded that this
metabolomic tool presents a great potential for analysis of biological samples,
considering its high-throughput screening capability, fast analysis and comprehensive
metabolite coverage.

- Gonzdlez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Gébmez Ariza, J.L.: “Combination of
metabolomic and phospholipid-profiling approaches for the study of Alzheimer's
disease “.Journal of Proteomics. Vol. 104, pags.. 37-47, (2015). DOI:
10.1016/j.jprot.2014.01.014

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1016/].jprot.2014.01.014

RESUMEN:

Alzheimer's disease is closely related to abnormal metabolism of phospholipids from
neural membranes, so that the study of their dyshomeostasis could be of great
interest for the discovery of potential biomarkers for diagnosis and disease monitoring.
In this work, it has been developed a metabolomic multi-platform for the
characterization of phospholipid alterations occurring in serum from Alzheimer's
disease patients. For this purpose, we performed a metabolomic screening by direct
infusion mass spectrometry and profiling analysis by reversed phase ultra-high
performance liquid chromatography with complementary detection by molecular and
atomic mass spectrometry, which allowed combining the high-throughput capability of
shotgun metabolomics and the targeted character of profiling approaches. Thus
significant changes were detected in the levels of several molecular species of
phosphatidylcholines, phosphatidylethanolamines, plasmenylcholines,
plasmenylethanolamines and different classes of lysophospholipids, which provided a
global vision of the possible factors triggering membrane breakdown. In this sense,
alterations of phospholipids metabolism appears to have a multifactorial origin
involving overactivation of phospholipases, increased anabolism of lysophospholipids,
peroxisomal dysfunction, imbalances in the levels of saturated/unsaturated fatty acids
contained in the structure of phospholipids and oxidative stress.
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Las plataformas analiticas normalmente empleadas en metabolomica se basan
en el acoplamiento de distintas técnicas de separacion con espectrometria de
masas. Sin embargo, el elevado tiempo de analisis asociado a estas técnicas ha
conducido en los dltimos afios al desarrollo de otras metodologias
complementarias con un mayor rendimiento analitico. Asi, el primer objetivo
de esta Tesis es la optimizacion de procedimientos metabolémicos basados en
andlisis directo de diversos fluidos biol6gicos mediante espectrometria de
masas (i.e. infusion directa, inyeccion en flujo), y su posterior aplicacion para
el estudio de la enfermedad de Alzheimer. Ademas, la disponibilidad de
multiples fuentes de ionizacion a presion atmosférica es de gran utilidad para
abordar la caracterizacion integral del conjunto de todos los metabolitos de un
sistema bioldgico. Por ello, en los trabajos que componen este Capitulo se
emplearon dos sistemas de ionizacion complementarios: el electrospray y la
fotoionizacion a presion atmosfeérica.

El procedimiento metaboldmico optimizado para llevar a cabo el analisis
directo de muestras de suero sanguineo atna un protocolo de extraccion
secuencial en dos etapas para la recuperacion de una amplia gama de
metabolitos, combinado con deteccion mediante MS en polaridad tanto
positiva como negativa y el uso complementario de fuentes ESI y APPI. El
método desarrollado para el tratamiento de muestras consta de una primera
etapa de precipitacién proteica y extraccion de metabolitos polares, y una
segunda etapa extractiva para la recuperacion de los componentes lipidicos
gue pueden quedar adsorbidos en el precipitado de proteinas. Ademas, se
evaluaron distintos factores de dilucion con el fin de minimizar la supresion
i6nica causada por la matriz. La maxima sensibilidad se observé empleadndose
un volumen de reconstitucion igual a 100 pL, ya que en el caso de muestras
mas concentradas el nimero total de iones se ve incrementado causando una
considerable supresion i6nica, mientras que a mayores diluciones el efecto
beneficioso de una supresion reducida no compensa la correspondiente
pérdida de sensibilidad. Posteriormente, el analisis mediante DI-ESI-MS
permitio obtener perfiles metabélicos caracteristicos de las muestras de suero,
gracias a la capacidad que presenta el electrospray de ionizar compuestos en
un amplio rango de masas y polaridades. Alternativamente, la plataforma
FIA-APPI-MS puede complementar al electrospray para el analisis de
compuestos de baja polaridad. Los parametros del sistema Q-TOF-MS se
optimizaron para obtener la maxima sensibilidad con la menor fragmentacion
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posible en cada una de las fuentes de ionizacion en ambas polaridades (i.e.
ESI+, ESI-, APPI+, APPI-). Sin embargo, el uso de APPI-MS requiere de la
optimizacién adicional de otras condiciones experimentales para asegurar un
analisis metabolomico no sesgado (ver Introduccion, seccion 2.3.2). En este
estudio se compararon distintos tipos de disolventes portadores (metanol,
acetonitrilo, metanol-agua 1:1, isopropanol) y dopantes (tolueno, anisol,
clorobenceno), empledndose caudales en el rango de 50-500 pL/min para el
disolvente, mientras que el flujo de dopante se ajusté a un 10-50% del flujo
portador. Para evaluar la eficiencia de la fotoionizacion en cada una de las
condiciones experimentales ensayadas se empled una mezcla de metabolitos
representativos de suero sanguineo (Figuras 1-4, Articulo 5). Finalmente, los
mejores resultados se obtuvieron empledndose metanol como fluido portador
a un flujo de 50/100 uL/min, en modo positivo y negativo respetivamente,
mientras que el dopante dptimo fue tolueno, a un flujo de 20/40 pL/min, en
cada modo de ionizacion.

Complementariamente se desarroll6 un procedimiento lipidémico basado en
la extraccion de la fraccion lipidica del suero mediante una modificacion del
método de Bligh y Dyer, y posterior analisis mediante DI-ESI-MS. De este
modo pudieron detectarse un gran ndmero de compuestos, incluyéndose
fosfolipidos, tri- y di-glicéridos o derivados del colesterol, muchos de los
cuales son dificilmente analizables mediante otros procedimientos
metabolomicos convencionales.

Por ultimo, la plataforma metabolémica DI-ESI-MS previamente descrita se
adaptd para el analisis de muestras de orina, un fluido biolégico de gran
interés en biomedicina gracias a su facil disponibilidad de modo no invasivo.
Sin embargo, el andlisis de orina mediante espectrometria de masas presenta
dos grandes inconvenientes relacionados con la supresion ionica causada por
el elevado contenido salino de este fluido y la variabilidad inter-muestral
debida a las diferencias en el volumen de orina excretado entre distintos
individuos. Con el fin de minimizar la supresion idnica se ensayaron distintos
procedimientos de preparacién de muestra, incluyendo extraccién en fase
solida, dilucién y extraccion liquido-liquido. Los mejores resultados se
obtuvieron mediante diluciéon (x10) y extraccion en fase sélida de modo
mixto, ya que el resto de procedimientos de extraccion (LLE, RP-SPE, NP-
SPE) son mas selectivos y producen perfiles metabolicos sesgados. Por otro
lado, para reducir la variabilidad biol6gica entre muestras de orina se evaluo
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la necesidad del empleo de un método de normalizacion. Finalmente, la
normalizacion estadistica mediante el método LOESS (locally weighted
scatter plot smoothing), el cual se basa en la correccion de la variabilidad
inter-muestral mediante la aproximacion a cero de las diferencias en la
intensidad de los picos entre las distintas muestras, proporciond los mejores
resultados, mejorando significativamente la calidad de los datos
metabolomicos.

Estos procedimientos metabolomicos/lipidémicos basados en andlisis directo
presentaron una serie de ventajas frente a las plataformas convencionales
basadas en el acoplamiento de MS con técnicas de separacion, como se
resume en los siguientes puntos.

e La ausencia de una etapa previa de separacion posibilita la determinacion
de maltiples metabolitos de naturaleza muy diversa.

e EI tiempo total de analisis es muy reducido (menor a un minuto por
muestra), lo cual minimiza la deriva instrumental a lo largo del periodo de
analisis y en consecuencia aumenta la reproducibilidad inter-muestral.

e La introduccion directa de muestras simplifica el disefio instrumental y
facilita el posterior procesado de datos.

Por todo ello, las técnicas basadas en DI/FIA-MS muestran un gran potencial
para llevar a cabo un screening metabdlico rapido, aunque presentan
importantes limitaciones asociadas a la supresion ionica y la imposibilidad de
diferenciar compuestos isobaricos, lo que hace necesario el posterior empleo
de técnicas acopladas para confirmar y profundizar en los resultados
preliminares obtenidos.

La aplicacion de estas técnicas en muestras de pacientes de EA y controles
sanos permitid detectar alteraciones en los niveles de numerosos metabolitos
(Tabla 10), los cuales pudieron relacionarse con maltiples fallos en distintas
rutas metabdlicas. En el Capitulo 2 se describe como estas perturbaciones
fueron posteriormente confirmadas mediante el empleo de otras plataformas
metabolémicas ortogonales (i.e. UHPLC/GC/CE-MS), y se proporciona una
interpretacién méas exhaustiva sobre los mecanismos patoldgicos subyacentes
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a la enfermedad de Alzheimer potencialmente relacionados con estos cambios
metabolicos.

Tabla 10. Alteraciones metabolicas detectadas en suero de pacientes de EA mediante
DI-ESI-MS y FIA-APPI-MS.

metabolitos

estrés oxidativo Tprostaglandinas, leukotrieno B4; |histidina,
imidazol, acido docosahexaenoico

metabolismo tglucosa, alanina; |creatina, carnitina, acido
energético malico
neurotransmisién | dopamina, serotonina, glutamato, glutamina, N-

acetil-glutamina, taurina, amidas de acidos grasos;
Tkinurenina, acido picolinico

hiperamonemia lurea, guanidina, arginina, putrescina
hiperlipidemia Ttriglicéridos

metabolismo de lipidos fosfolipidos (1SFA/|PUFA), 1 acidos grasos
de membrana libres, colina, glicerofosfocolina, diglicéridos,

ceramidas; |liso-fosfolipidos

Entre estas alteraciones caben destacar los cambios detectados en los niveles
de fosfolipidos (PL, phospholipid), esfingolipidos (SL, sphingolipid) y otros
compuestos derivados, los cuales podrian asociarse a un metabolismo anormal
de lipidos de membrana. De este modo, la muerte neuronal observada en la
EA podria relacionarse con procesos de desestabilizacion de estas membranas
celulares. Uno de los hallazgos méas notables fue el cambio observado en la
composicién de acidos grasos de distintas especies de fosfolipidos. Al estudiar
la composicion de estos lipidos de membrana se detecté una disminucion
significativa de diversas especies formadas por acidos grasos poliinsaturados
(PUFA, polyunsaturated fatty acid), como fosfatidil-colinas, fosfatidil-
etanolaminas y plasmal6genos, posiblemente debido a su degradacion por
estrés oxidativo. Sin embargo, esta degradacion selectiva de PUFA-PL se vio
acompafiada por un aumento paralelo de especies enriquecidas en acidos
grasos saturados (SFA, saturated fatty acid) y de cadena corta. Estos
resultados fueron posteriormente confirmados mediante la aplicaciéon de una
plataforma bidimensional basada en RP-UHPLC-ESI/ICP-MS dirigida al
andlisis de fosfolipidos en suero (Articulo 6). En primer lugar, el empleo de
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ICP-MS permitio la deteccion especifica de hetero-biomoléculas, reduciendo
asi la complejidad de los perfiles obtenidos. Paralelamente, la identificacion
de los analitos de interés se realiz6 mediante la aplicacién de espectrometria
de masas molecular. Este desbalance en el ratio PUFA/SFA puede causar
importantes fallos en las propiedades fisico-quimicas de las membranas
celulares. Por lo tanto, puede concluirse que las anormalidades observadas en
la composicidn de los fosfolipidos constituyen un factor clave en los procesos
de desestabilizacion de membrana relacionados con la patologia neuronal del
Alzheimer.

Ademas de estos cambios en los niveles de diversas clases de fosfolipidos, la
aplicacién de DI-ESI-MS y FIA-APPI-MS evidenci6 alteraciones en otros
metabolitos relacionados con el catabolismo de lipidos de membrana. Los
niveles de colina y glicerofosfocolina se encontraron aumentados en pacientes
de EA, corroborando una degradacién acelerada de fosfatidil-colinas.
También se detect6 un contenido anémalo de distintos lipidos, subproductos
de la degradacion de fosfolipidos mediante la accion de fosfolipasas. Asi, el
aumento de distintos &cidos grasos libres y diglicéridos podria relacionarse
con la sobreexpresion de las fosfolipasas A, y C/D, respectivamente. Ademas,
los niveles de liso-fosfolipidos (LPL, lyso-phospholipid) se encontraron
reducidos en estas muestras de suero, lo cual podria ser indicativo de un
catabolismo acelerado de estos compuestos. Alternativamente, la acumulacién
de ceramidas podria asociarse a un proceso de degradacion de
esfingomielinas, analogo al descrito para los fosfolipidos.
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ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

USING DIRECT INFUSION MASS SPECTROMETRY FOR SERUM METABOLOMICS

IN ALZHEIMER’S DISEASE

R. Gonzalez-Dominguez, T. Garcia-Barrera, J.L. Gomez-Ariza

Table S1 Demographic characteristics of subjects enrolled in the study

sample diagnosis age gender comorbidities medication
ID (years)
101 healthy 70 M Dyslipidemia Simvastatin
control
102 healthy 69 F Dyslipidemia Linezolid
control Diabetes type 1l Enoxaparin
Renal failure NTG
Heart failure AAS
Hemorrhagic stroke Diltiazem
Hepatomegaly Fluconazole
Hemiparesis Furosemide
Hydrochlorothiazide
Ramipril
Clotrimazole
Clorazepate
Omeprazole
104 healthy 71 F Hypertension Paracetamol
control Dyslipidemia Calcium
Rheumatoid arthritis
105 healthy 69 F Hypertension Losartan
control Dyslipidemia Hydrochlorothiazide
Rheumatoid arthritis Simvastatin
Heart failure Paracetamol
Omeprazole
106 healthy 75 M Heart failure Irbesartan
control Sleep apnea Torsemide
Diltiazem
Simvastatin
AAS
Sintrom
Plantaben
107 healthy 68 M Hypertension Hydrochlorothiazide
control
108 healthy 65 F Hypertension Losartan
control Dyslipidemia Simvastatin
Heart failure AAS
Hypothyroidism Dronedarone
Levothyroxine
Indapamide
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109 healthy 70 Hypertension Ramipril
control Lacunar stroke Clopidogrel
Tamsulosin
Dutasteride
110 healthy 70 Hypertension Tolterodine
control COPD Alendronate
Dyslipidemia Diltiazem
Rheumatoid arthritis Omeprazole
Olmesartan
Hydrochlorothiazide
Tiotropium
Simvastatin
AAS
111 healthy 76 Hyperthyroidism Gabapentin
control Chronic pharyngitis Lorazepam
Risedronate
Codeine
112 healthy 68 Anxiety Simvastatin
control Hiatal hernia Buflomedil
Dyslipidemia Calcium
Risedronate
Paroxetine
Lormetazepam
Esomeprazole
Chelidon
113 healthy 70 Dyslipidemia Rosuvastatin
control Cholecystectomy
Hysterectomy
114 healthy 67 Diabetes type Il Rosuvastatin
control Hyperkalemia Clopidogrel
Heart failure Valsartan
AAS
Furosemide
120 healthy 67 Hypertension Alendronate
control Dyslipidemia Calcium Vit.D
Osteoporosis Simvastatin
AAS
Candesartan
121 healthy 67 COPD AAS
control Dyslipidemia Simvastatin
Phlebitis (leg)
123 healthy 78 Heart failure AAS
control Dyslipidemia Isosorbide.
Amlodipine
Atorvastatin
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124 healthy 72 Hypertension Captopril
control Dyslipidemia AAS
Doudenal ulcer Simvastatin
Hiatal hernia Esomeprazole
Cinitapride
Paracetamol
128 healthy 80 Hypertension Ipratropium
control Dyslipidemia Furosemide
Atrial fibrillation Olmesartan
Leukoencephalopathy Sertraline
Rosuvastatin
Ivabradine
Acetylcysteine
Calcium
Pantoprazole
1 Alzheimer's 80 Dyslipidemia Statin
disease Arthrosis Omeprazole
Ibuprofen
2 Alzheimer's 62 Diabetes type Il Sulpiride
disease Dyslipidemia Insulin
Metformin
Saxagliptin
AAS
Simvastatin
Tramadol
Pentoxifylline
Lorazepam
Citalopram
3 Alzheimer's 76 Hypertension Amlodipine
disease Diabetes typoe Il Valsartan
Heart failure Atenolol
Osteoporosis Quinapril
Gallstones AAS
Acarbose
Esomeprazole
4 Alzheimer's 82 COPD AAS
disease
5 Alzheimer's 72 Hypertension
disease Benign prostatic
hyperplasia
6 Alzheimer's 87 Diabetes type Il Insulin
disease Dyslipidemia AAS
Simvastatin
7 Alzheimer's 83 Hypertension Alprazolam
disease Diabetes type 1l Amitriptyline
Dyslipidemia Medazepam
Eprosartan

Hydrochlorothiazide

129




Capitulo 1

8 Alzheimer's 80
disease
9 Alzheimer's 76 Hypertension
disease Diabetes type 1l
10 Alzheimer's 80
disease
11 Alzheimer's 76 Hypertension Doxazosin
disease Arthrosis Telmisartan
Torsemide
12 Alzheimer's 82 Hypertension Calcium Vit. D
disease Diabetes type 1l Ibandronate
Metformin
Captopril
Ranelate
Losartan
Hydrochlorothiazide
Omeprazole
13 Alzheimer's 79 Midazolam
disease Alprazolam
Haloperidol
14 Alzheimer's 80 DVT Acenocoumarol
disease
15 Alzheimer's 77 Hypothyroidism Levothyroxine
disease Dyslipidemia
Hypotension
16 Alzheimer's 75 Hypertension Enalapril
disease Diabetes type 11 AAS
Dyslipidemia Atorvastatin
Rosiglitazone
Metformin
Sitagliptin
17 Alzheimer's 75 Hypertension Metformin
disease Diabetes type 11 Insulin
Benign prostatic
hyperplasia
18 Alzheimer's 80 Hypertension Acenocoumarol
disease Herath failure Paroxetine
Hyperthyroidism Telmisartan
Mastectomy Hydrochlorothiazide
Alprazolam
19 Alzheimer's 81 Hypertension
disease Cholecystectomy
20 Alzheimer's 83 Hypertension Amlodipine
disease Renal failure Olmesartan
Hydrochlorothiazide
AAS
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21 Alzheimer's 81 M Hypertension Metformin
disease Diabetes type 1l Enalapril
Inguinal hernia Paracetamol
22 Alzheimer's 80 F Hypertension DVT Acenocoumarol
disease Oxerutins
Metamizol
Paracetamol

Table S2 Statistical parameters of PLS-DA models. R% variance explained; Q?: variance predicted
model polar extracts | lipophilic extracts | compiled
performance | ESI+ | ESI- ESI+ ESI- model
R’ 0.993 | 0.991 | 0.992 0.990 0.999
Q’ 0.760 | 0.502 | 0.708 0.537 0.743
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Fig. S1 Mass spectra for ESI+ (a, b) and ESI - data (c, d), with polar (a, c) and lipophilic (b, d)

extracts
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Supporting Information Table 1. Demographic data of subjects enrolled in the study

sample diagnosis age | gender comorbidities medication family
ID (year history
S) (AD cases)
104 healthy 71 F Hypertension Paracetamol 0
control Dyslipidemia Calcium
Rheumatoid
arthritis
106 healthy 75 M Heart failure Irbesartan 0
control Sleep apnea Torsemide
Diltiazem
Simvastatin
AAS
Sintrom
Plantaben
111 healthy 76 F Hyperthyroidism Gabapentin 0
control Chronic Lorazepam
pharyngitis Risedronate
Codeine
114 healthy 67 M Diabetes type Il Rosuvastatin 0
control Hyperkalemia Clopidogrel
Heart failure Valsartan
AAS
Furosemide
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124 healthy 72 Hypertension Captopril
control Dyslipidemia AAS
Doudenal ulcer Simvastatin
Hiatal hernia Esomeprazole
Cinitapride
Paracetamol
125 healthy 72 Hypertension Enalapril
control Hypothyroidism Simvastatin
Hyperuricemia Levothyroxine
Heptaminol
Deanol
Paroxetine
Diazepam
Omeprazole
126 healthy 70 Hypertension AAS
control COPD Salmeterol
Heart failure Fluticasone
Vertiginous Enalapril
syndrome Clorazepate
Hiatal hernia Esomeprazole
128 healthy 80 Hypertension Ipratropium
control Dyslipidemia Furosemide
Atrial fibrillation Olmesartan
Leukoencephalop Sertraline
athy Rosuvastatin
Ivabradine
Acetylcysteine
Calcium
Pantoprazole
129 healthy 66 Hypertension Alfuzosin
control Dyslipidemia Telmisartan
Benign prostatic HCTZ
hyperplasia
131 healthy 76 Hypertension Enalapril
control Dyslipidemia Simvastatin
Metamizol
Hemovas
Esomeprazole
132 healthy 69 Hypertension Losartan
control Dyslipidemia HCTZ
Hypothyroidism Levothyroxine
Glaucoma Ibandronate
Calcium
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133 healthy 79 Hypertension Gliclazide
control Diabetes type 1l Olmesartan
Dyslipidemia Atorvastatin
Ischemic heart AAS
failure Clopidogrel
Hypoacusia Amlodipine
Benign prostatic Tamsulosin
hyperplasia Zolpidem
Furosemide
Lorazepam
134 healthy 65 Hypertension Metformin
control Diabetes type 11 Glibenclamide
Dyspnoea type | Enalapril
Timolol
Bimatoprost
135 healthy 67 Hypertension Simvastatin
control Dyslipidemia HCTZ
136 healthy 72 Polyarthrosis Paracetamol
control
137 healthy 86 Hypertension Enalapril
control Dyslipidemia Simvastatine
Osteoporosis Torsemide
Ibandronate
Omeprazole
Paracetamol
138 healthy 71 Omeprazole
control Metamizol
139 healthy 66 Diabetes type Il Insulin
control Dyslipidemia Metformin
140 healthy 66 Hypertension Insulin
control Diabetes type | Irbesartan
Dyslipidemia AAS
Epilepsy Valproate
Osteoporosis Atorvastatin
Fentanyl
141 healthy 75 Diabetes type Il Metformin
control Osteoarthrosis Terazosin
Omeprazole
142 healthy 70 Hypertension Enalapril
control Diabetes type 11 Simvastatin
Chronic AAS
hepatopathy Metformin
Glimepiride
143 healthy 76 Dyslipidemia
control
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144 healthy 85 Hypertension Amiloride
control Anxiety Pentoxifylline
Circulatory failure Alprazolam
145 healthy 79 Hypertension Telmisartan
control Dyslipidemia HCTZ
Ischemic heart Rosuvastatin
failure Triflusal
Diosmin
Omeprazole
146 healthy 71 Hypertension Clortalidone
control Diabetes type 1l Propranolol
Cholecystectomy Pioglitazone
Insulin
Metformin
Sulodexide
Loratadine
Omeprazole
148 healthy 80 Asthmatic Terbutaline
control bronchitis Budesonide
Dyslipidemia Simvastatin
Appendectomy Alfuzosin
Benign prostatic Omeprazole
hyperplasia
149 healthy 67 Hypertension Enalapril
control COPD
150 healthy 75 Diabetes type Il Enalapril
control Dyslipidemia Simvastatin
Atrophic gastritis Metformin
AAS
Cilostazol
Lansoprazole
151 healthy 79 Hypertension Metformin
control Diabetes type 1l Valsartan
Cataracts HCTZ
152 healthy 82 Hypertension Lercanidipine
control Diabetes type 1l Simvastatin
Dyslipidemia Fentanyl
Hysterectomy Solifenacin
Spondyloarthritis Budesonide
Formoterol
Metamizol
Omeprazole
15 Alzheimer's 77 Hypothyroidism Levothyroxine
disease Dyslipidemia
Hypotension
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22 Alzheimer's 80 Hypertension Acenocoumarol
disease DVT Oxerutins
Metamizol
Paracetamol
23 Alzheimer's 78 Hypertension Olmesartan
disease Dyslipidemia Amlodipine
Heart failure Pravastatin
Acenocoumarol
27 Alzheimer's 87 Diabetes type Il Glicazide
disease Insulin
Haloperidol
28 Alzheimer's 82 Dyslipidemia Atorvastatin
disease COPD Ascorbate
29 Alzheimer's 67 Hypertension Amlodipine
disease Enalapril
Midazolam
30 Alzheimer's 75 Hypertension AAS
disease Dyslipidemia Atorvastatin
COPD
32 Alzheimer's 86 Ocular AAS
disease hypertension Calcium
Arthrosis Timolol
Citicoline
Simethicone
Clebopride
Biphosphonate
34 Alzheimer's 77 Hypertension Metformin
disease Diabetes type 11 AAS
Dyslipidemia Ramipril
Arthrosis HCTZ
Atenolol
Isosorbide
Simvastatin
Metamizol
Famotidine
35 Alzheimer's 91 Hypertension Irbesartan
disease Hyperuricemia Allopurinol
Hiatal hernia Cinitapride
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36 Alzheimer's 78 Hypertension Captopril
disease Heart failure Lercanidipine
Renal failure Furosemide
Hypoacusia Acenocoumarol
Digoxin
Paraffin oil
Ginkgo biloba
Polystyrene
sulfonate
Trazodone
Pantoprazole
37 Alzheimer's 76 Hypertension Losartan
disease Dyslipidemia HCTZ
Diabetes type 1l Allopurinol
Hysterectomy Amiloride
Ramipril
Simvastatin
Diosmin
Metamizol
46 Alzheimer's 81 Hypertension Amlodipinoe
disease Hepatitis C Valsartan
Megestrol
47 Alzheimer's 82 Hypertension Tramadol
disease Diabetes type | Insulin
Glaucoma Losartan
HCTZ
Desmopressin
48 Alzheimer's 87 Hypertension Furosemide
disease Dyslipidemia Olmesartan
Heart failure Omeprazole
49 Alzheimer's 77 Glaucoma Citalopram
disease Gonarthrosis Travoprost
50 Alzheimer's 79 Hypertension Verapamil
disease Diabetes type 1l Chlorthalidone
Metformin
Citalopram
Omeprazole
51 Alzheimer's 82 Hypertension Telmisartan
disease Dyslipidemia HCTZ
Arthrosis Simvastatin
Anxiety Escitalopram
Clorazepate
Haloperidol
Lorazepam
Lansoprazole
Paracetamol
Metamizol
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52 Alzheimer's 79 Diabetes type Il Gliblenclamide -
disease Genuarthrosis Metformin
57 Alzheimer's 75 Hypertension Alfuzosin -
disease Diabetes type 11 Verapamil
Dyslipidemia Trandolapril
Benign prostatic Metformin
hyperplasia Chlorthalidone
Pentoxifylline
AAS
Simvastatin
Insulin
Omeprazole
59 Alzheimer's 81 Hypertension Olmesartan -
disease Dyslipidemia NTG
Amiodarone
Atorvastatin
AAS
Citicoline
Omeprazole
60 Alzheimer's 84 Hypoacusia Metamizol -
disease
62 Alzheimer's 75 Hypertension Amlodipine -
disease Dyslipidemia Atenolol
Diabetes type 1l Insulin
Isosorbide
Simvastatin
AAS
Metformin
Pentoxifylline
Pantoprazole
65 Alzheimer's 78 Dyslipidemia Valsartan -
disease COPD Levothyroxine
Hypothyroidism Risperidone
Hyperuricemia Clometiazol
Benign prostatic Permixon
hyperplasia
66 Alzheimer's 88 Heart failure Propranolol -
disease Hypertension Furosemide
Benign prostatic Atorvastatin
hyperplasia Finasteride
Arthrosis AAS
Clorazepate
Omeprazole
67 Alzheimer's 77 Hypertension Bromazepam -
disease Hepatitis C Silymarin
Osteoporosis Diosmin

Alendronate
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68 Alzheimer's 82 Hypertension Enalapril
disease Ischemic heart Simvastatin
failure Atenolol
Diabetes type 1l Lercanidipine
COPD Tamsulosin
Benign prostatic Doxazosin
hyperplasia AAS
Metformin
Omeprazole
69 Alzheimer's 80 Hypertension Losartan
disease Dyslipidemia HCTZ
Osteoporosis Simvastatin
Tramadol
Paracetamol
Buprenorfine
Diclofenac
Escitalopram
Omeprazole
70 Alzheimer's 82 Bronchial asthma Salmeterol
disease Fluticasone
Montelukast
Mirtazapine
71 Alzheimer's 87 Hypertension Atenolol
disease AAS
Omeprazole
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CAPITULO 2

ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y SU
PROGRESION DESDE EL DETERIORO COGNITIVO LEVE
MEDIANTE PLATAFORMAS METABOLOMICAS BASADAS
EN EL ACOPLAMIENTO DE TECNICAS DE SEPARACION Y
ESPECTROMETRIA DE MASAS

Articulo 7. Raul Gonzalez-Dominguez, Francisco Javier Rupérez, Tamara
Garcia-Barrera, Coral Barbas, José Luis Gomez-Ariza. Metabolomic-driven
elucidation of pathological mechanisms associated with Alzheimer’s disease
and mild cognitive impairment. Curr Alzheimer Res (enviado).

Articulo 8. Raul Gonzalez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, José Luis
Gomez-Ariza. (2015). Metabolite profiling for the identification of altered
metabolic pathways in Alzheimer’s disease. J Pharm Biomed Anal 107:75-81.

Articulo 9. Raul Gonzalez-Dominguez, Antonia Garcia, Tamara Garcia-
Barrera, Coral Barbas, José Luis Gomez-Ariza. (2014). Metabolomic profiling
of serum in the progression of Alzheimer’s disease by capillary
electrophoresis-mass spectrometry. Electrophoresis 35:3321-3330.
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Los articulos relacionados mads abajo han sido retirados de la tesis debido a
restricciones relativas a los derechos de autor. Dichos articulos han sido sustituidos por
la referencia bibliografica, asi como por el enlace al texto completo (solo miembros de
la UHU), enlace a la revista y resumen.

- Gonzdlez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Gdmez Ariza, J.L.: “Metabolite profiling for
the identification of altered metabolic pathways in Alzheimer’s disease”. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Vol. 107, pags. 75-81, (2015). DOI:
10.1016/j.jpba.2014.10.010

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2014.10.010

RESUMEN:

Currently, there is no cure for Alzheimer’s disease and early diagnosis is very difficult,
since no biomarkers have been established with the necessary reliability and
specificity. For the discovery of new biomarkers, the application of omics is emerging,
especially metabolomics based on the use of mass spectrometry. In this work, an
analytical approach based on direct infusion electrospray mass spectrometry was
applied for the first time to blood serum samples in order to elucidate discriminant
metabolites. Complementary methodologies of extraction and mass spectrometry
analysis were employed for comprehensive metabolic fingerprinting. Finally, the
application of multivariate statistical tools allowed us to discriminate Alzheimer
patients and healthy controls, and identify some compounds as potential markers of
disease. This approach provided a global vision of disease, given that some important
metabolic pathways could be studied, such as membrane destabilization processes,
oxidative stress, hypometabolism, or neurotransmission alterations. Most remarkable
results are the high levels of phospholipids containing saturated fatty acids,
respectively, polyunsaturated ones and the high concentration of whole free fatty
acids in Alzheimer’s serum samples. Thus, these results represent an interesting
approximation to understand the pathogenesis of disease and the identification of
potential biomarkers.



- Gonzalez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Gdmez Ariza, J.L.: “Metabolomic profiling
of serum in the progression of Alzheimer’s disease by capillary electrophoresis-mass
spectrometry”. Electrophoresis. Vol. 35, n. 23, pags. 3321-3330. DOl
10.1002/elps.201400196

Enlace al articulo:
https://dx.doi.org/10.1002/elps.201400196

RESUMEN:

There is high interest in the discovery of early diagnostic biomarkers of Alzheimer's
disease, for which metabolomics exhibits a great potential. In this work, a
metabolomic approach based on ultrafiltration and analysis by CE-MS has been used to
obtain representative fingerprints of polar metabolites from serum samples in order to
distinguish between patients with Alzheimer's disease, mild cognitive impairment, and
healthy controls. By the use of partial least squares discriminant analysis it was
possible to classify patients according to the disease stage and then identify potential
markers. Significant increase was observed with progression of disease in levels of
choline, creatinine, asymmetric dimethyl-arginine, homocysteine-cysteine disulfide,
phenylalanyl-phenylalanine, and different medium chain acylcarnitines. On the other
hand, asparagine, methionine, histidine, carnitine, acetyl-spermidine, and C5-carnitine
were reduced in these serum samples. In this way, multiple essential pathways were
found implicated in the underlying pathology, such as oxidative stress or defects in
energy metabolism. However, the most interesting results are related to the
association of several vascular risk factors with Alzheimer's disease.
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En este Capitulo se describe la aplicacion de tres plataformas metabolomicas
basadas en el acoplamiento de distintas técnicas de separacion y posterior
deteccién mediante espectrometria de masas para el estudio de la patogénesis
de la enfermedad de Alzheimer y su progresién desde el deterioro cognitivo
leve. Como se ha destacado en la seccion de “Introduccion”, la elevada
complejidad del metaboloma hace necesaria la combinacién de maultiples
plataformas para obtener una cobertura analitica completa. Por ello, en este
estudio se emplearon tres técnicas alternativas con mecanismos de separacion
complementarios: cromatografia liquida de ultra alta resolucién en fase
reversa, cromatografia de gases y electroforesis capilar.

Esta investigacion integral de los mecanismos patolégicos asociados a la
enfermedad de Alzheimer se realizd mediante el andlisis de muestras de suero
sanguineo de pacientes afectados por EA, DCL y controles sanos haciendo
uso de los métodos descritos en la seccion 2.1 del apartado “Procedimientos
Experimentales”, los cuales se basan en la desproteinizacion del suero y
posterior andlisis metabolomico mediante UHPLC/GC/CE-MS. El andlisis
estadistico de los resultados obtenidos revel6 diferencias significativas en los
niveles de multiples metabolitos, como se recoge en las tablas incluidas en los
articulos anexados. Las alteraciones més notables se encontraron al comparar
los perfiles metabdlicos observados en pacientes de EA y controles sanos,
demostrando la utilidad de la metabolomica en la bldsqueda de potenciales
biomarcadores de diagndstico. Sin embargo, la inclusion de pacientes con
DCL en estos estudios presenta el interés afiadido de permitir la
monitorizacion de los cambios metabdlicos asociados a la progresion de la
enfermedad de Alzheimer desde etapas pre-clinicas. Asi, los cambios
detectados en los perfiles metabolomicos de suero de pacientes con DCL
respecto a controles sanos podrian asociarse a fallos metabdlicos tempranos
en el desarrollo de la enfermedad. Por el contrario, la comparacién entre
pacientes con EA y DCL permite identificar los mecanismos patol6gicos
potencialmente relacionados con el avance de los déficits cognitivos.

El andlisis mediante UHPLC-MS revel6 alteraciones significativas en los
niveles séricos de distintos compuestos lipidicos, incluyendo fosfolipidos,
esfingolipidos, monoglicéridos y acil-carnitinas (Articulo 7), demostrando el
potencial de esta plataforma metabolémica para el estudio de compuestos de
baja polaridad. Alternativamente, el empleo del sistema GC-MS permitio
ampliar la cobertura metabolémica hacia metabolitos de bajo peso molecular,
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los cuales pueden ser detectados con una elevada sensibilidad y
reproducibilidad mediante esta técnica tras su derivatizacion, evidenciando la
implicacion de distintos compuestos en el desarrollo de la EA, como &cidos
organicos o aminodacidos (Articulo 8). Por dltimo, el acoplamiento CE-MS se
ha propuesto como una alternativa para investigar el metaboloma polar con un
tratamiento minimo de muestra, sin necesidad de realizar un procedimiento
previo de derivatizacion. Asi, la aplicacion de esta técnica a las muestras
ultrafiltradas de suero de pacientes de EA, DCL y controles sanos permitio
detectar alteraciones en los niveles de péptidos, aminoécidos y derivados de la
carnitina, entre otros, algunos de los cuales no se han descrito con anterioridad
(Articulo 9).

Estas alteraciones confirman los resultados preliminares obtenidos en los
screening metabdlicos realizados mediante DI-ESI-MS y FIA-APPI-MS
(Capitulo 1), los cuales podrian relacionarse con multiples fallos en distintas
rutas metabdlicas, permitiendo asi la elucidacion de posibles mecanismos
patoldgicos subyacentes a la enfermedad de Alzheimer.

« Metabolismo de lipidos de membrana

Como ya se ha descrito en el Capitulo 1, los fosfolipidos en suero de pacientes
afectados por la EA mostraron cambios significativos en su composicion de
acidos grasos, con una reduccion del contenido total de PUFAs y un aumento
paralelo de SFAs. Sin embargo, cabe destacar que el anlisis mediante
UHPLC-MS permitié corroborar que esta composicion anémala de &cidos
grasos también se puede observar en los correspondientes productos de
degradacion, los liso-fosfolipidos. Ademas, la comparacién de los niveles de
LPLs en los tres grupos de estudio (i.e. EA, DCL, control) hace pensar en una
evolucion temporal de los mecanismos responsables de la degradacion de
fosfolipidos ya que, mientras las especies insaturadas de LPLs se encontraron
disminuidas en suero tanto de pacientes con EA como DCL, el incremento de
SFA-LPLs solo se observo en EA. Por lo tanto, podria concluirse que en este
proceso de desestabilizacién de membranas celulares, el primer paso implica
la degradacion de PUFA-PL, probablemente como consecuencia del estrés
oxidativo, y en segundo lugar su reemplazo por especies saturadas.

La aplicacién de estas técnicas metabolémicas también revel6 severas
deficiencias en los niveles séricos de diversos plasmaldgenos, incluyendo
tanto plasmenil-etanolaminas (PPE) como plasmenil-colinas (PPC). Sin
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embargo, se puede conjeturar que estos procesos patologicos se producen en
diferentes etapas de la enfermedad, ya que mientras que los niveles de PPC se
encontraron disminuidos en suero tanto de EA como DCL, las muestras de
suero de DCL y controles fueron indistinguibles en términos de PPE. Por lo
tanto, estos datos sugieren que el metabolismo de PPC se ve alterado en
etapas tempranas de la enfermedad, mientras que los fallos en la homeostasis
de PPE deben ocurrir en fases mas avanzadas. La reduccion de los niveles de
estos plasmaldgenos podria asociarse a una disfuncion peroxisémica, ya que
estos lipidos se sintetizan exclusivamente en estos organulos celulares. En
este sentido, los perfiles de GC-MS mostraron una disminucion de acido
pipecolico en suero de EA, un marcador inequivoco de déficits peroxisomicos
ya gue este metabolito es un producto de degradacion de la lisina generado en
los peroxisomas cerebrales.

El andlisis mediante UHPLC-MS también permitié detectar importantes
cambios en el metabolismo de los esfingolipidos. Al igual que la tendencia
observada para los fosfolipidos, las esfingomielinas mostraron una
composicién anémala de acidos grasos, con un aumento de especies de cadena
media y larga (12-18 atomos de carbono), y una disminucion de especies
insaturadas. Estas alteraciones en la composicién de esfingomielinas se vieron
acompafiadas de una acumulacion de ceramidas y esfingosina-1-fosfato,
corroborando asi una degradacion acelerada de esfingolipidos en respuesta a
los procesos neurodegenerativos propios de la EA. De forma anéloga, se
detect6é una disminucion de sulfatidas y un aumento de lactosil- y hexosil-
ceramidas, indicativo de que los procesos catabdlicos previamente descritos
también afectan de forma significativa al metabolismo de los gluco-
esfingolipidos. Por ultimo, hay que destacar que los cambios observados para
la mayoria de estos esfingolipidos fueron méas pronunciados en la
comparacion DCL vs. control que en EA vs. control, lo cual podria sugerir que
las alteraciones en el metabolismo de estos lipidos estan principalmente
relacionadas con la aparicién de mecanismos patoldgicos tempranos en el
desarrollo de la enfermedad.

< Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un factor primario en la patogénesis de la EA, el cual ha
demostrado jugar un papel clave en el desarrollo de esta enfermedad desde sus
etapas pre-clinicas. Esta situacion de estrés puede tener importantes
consecuencias metabdlicas, induciendo la reduccion de los niveles de distintos
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antioxidantes y el aumento de multiples productos de oxidacion de lipidos,
proteinas y &cidos nucleicos. En este sentido, el analisis metabolomico de las
muestras de suero sanguineo evidencio la reduccion de distintos metabolitos
implicados en la proteccion frente a estrés oxidativo: histidina, imidazol,
cistina, acido piroglutdmico y acido drico. El &cido urico es uno de los
antioxidantes mas comunes en la sangre, por lo que su disminucion es
habitual en situaciones de estrés oxidativo. De forma anéloga, la histidina es
un aminoacido con propiedades antioxidantes debido a la presencia de un
anillo de imidazol en su estructura, el cual estd involucrado en la biosintesis
de otros péptidos antioxidantes como la carnosina o la anserina. La cistina es
la forma mayoritaria en la que se encuentra la cisteina en condiciones
fisioldgicas, que junto con el acido piroglutamico constituyen algunos de los
elementos centrales del ciclo del y-glutamilo, por el cual se sintetiza otro de
los antioxidantes mas importantes de los sistemas bioldgicos, el glutation.
Alternativamente, el andlisis mediante DI-ESI-MS (Capitulo 1) también
revel6 el aumento de distintos eicosanoides (i.e. prostaglandinas, leucotrieno
B4) junto con la reduccion de &cidos grasos poliinsaturados (i.e. &cido
docosahexahenoico), tipicos marcadores de peroxidacion lipidica. Ademas, el
aumento de los niveles de adenosina (GC-MS) podria ser indicativo de un
catabolismo acelerado de nucledtidos.

s Metabolismo energético

Las perturbaciones detectadas en los niveles séricos de glucosa, acido lactico,
alanina, carnitina, acil-carnitinas, isocitrato, o-cetoglutarato, malato,
asparagina, creatina y creatinina sugieren la presencia de importantes fallos en
los mecanismos celulares de obtencion de energia, como se esquematiza en la
Figura 18. Asi, el aumento del contenido de glucosa podria asociase a una tasa
metabolica reducida en EA, mientras que el incremento de lactato y alanina
son consistentes con un cambio en el metabolismo energético hacia la
glucdlisis anaerdbica. Por el contrario, la disminucion de los niveles de
carnitina libre y el aumento de distintas acil-carnitinas de cadena media y
larga (C8-C18) son indicativos de un metabolismo incompleto de lipidos
mediante B-oxidacion. Diversos intermedios del ciclo de Krebs y compuestos
relacionados también se vieron alterados en muestras de EA y/o DCL (i.e.
isocitrato, a-cetoglutarato, malato, asparagina), evidenciando importantes
fallos mitocondriales. Por Gltimo, la disminucién de los niveles de creatina y
el aumento de creatinina corrobora esta situacion hipometabodlica, ya que
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ambos metabolitos estdn implicados en la bioenergética celular a través del
sistema ATP-creatina.

TN
1 Glucosa | GLUCOLISIS

ANAEROBIOSIS

(T lactato<—{— piruvato > 1 alanina

B-OXIDACION
LIPIDICA

1 acil-carnitinas
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Figura 18. Alteraciones metabdlicas relacionadas con el metabolismo bioenergético.

«» Sistemas neurotransmisores

La aplicacion de las técnicas metaboldmicas permitié detectar anormalidades
en las rutas de sintesis de numerosos compuestos neurotransmisores, las
cuales podrian estar involucradas en los fallos sindpticos conducentes a los
procesos neurodegenerativos propios de esta enfermedad. En este sentido, se
encontraron niveles disminuidos de dos neurotransmisores monoaminérgicos
fundamentales en el funcionamiento cerebral, como son la dopamina y la
serotonina. Ademads, estas alteraciones se vieron acompafiadas por la
reduccion de distintos aminoécidos aromaticos (i.e. triptofano, tirosina,
fenilalanina), precursores de estos neurotransmisores. En relacion al
metabolismo del triptéfano, también se observd una aumento de otros
compuestos neuroactivos como la kinurenina y el &cido picolinico, indicativo
de la sobreexpresién de la ruta de la kinurenina. Complementariamente, la
reduccién de los niveles de glutamato y otros metabolitos relacionados, como
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glutamina y N-acetil-glutamina, también sugiere fallos en la neurotransmision
glutamatérgica. Otros metabolitos implicados en sistemas de neurotransmision
qgue se encontraron disminuidos en suero de EA/DCL fueron el &cido
aspartico, el sulfato de pregnenolona y la taurina. Por Gltimo, la disminucién
del contenido sérico de distintos monoglicéridos y amidas de acidos grasos
podria asociarse a perturbaciones en el sistema endocanabinoide, el cual esta
implicado en diversos procesos de neurotransmision y neuromodulacion.

% Otros mecanismos patoldgicos

La disminucién de los niveles de urea, guanidina, arginina, ornitina,
putrescina y N-acetil-espermidina en suero de pacientes afectados por la EA
sugiere alteraciones en el ciclo de la urea-guanidina y otras rutas relacionadas
como el metabolismo de las poliaminas. Estas rutas son responsables del
control de los niveles de amonio en el organismo, por lo que las
perturbaciones metabolémicas detectadas podrian estar relacionadas con una
situacion de hiperamonemia.

Ademas, otros metabolitos permitieron relacionar la patologia de la EA con
diversos factores de riesgo vascular, como la hiperlipidemia (acumulacion de
triglicéridos 'y colesterol), inhibicion de la Oxido nitrico sintetasa
(acumulacion de dimetilarginina  asimétrica), hiperhomocisteinemia
(acumulacién de homocisteina y disminucion de metionina) y desregulacion
del sistema renina-angiotensina (aumento del péptido di-fenilalanina).

Por ultimo, el analisis mediante CE-MS también reveld alteraciones en los
niveles séricos de multiples péptidos de cadena corta, lo cual podria asociarse
a un metabolismo proteolitico anormal debido a fallos en los mecanismos de
sintesis y degradacion de proteinas.
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ABSTRACT

Numerous efforts have been made in the last years to discover potential biomarkers of Alzheimer’s
disease and its progression from mild cognitive impairment, considered as a transition phase between
normal aging and Alzheimer. However, there is still a considerable lack of understanding about
pathological mechanisms underlying to disease. In the present study, serum metabolomics based on ultra-
high-performance liquid chromatography-mass spectrometry was applied to investigate metabolic
differences between patients with Alzheimer’s disease, mild cognitive impairment and healthy controls.
The most important findings could be related to impaired metabolism of phospholipids and sphingolipids
leading to membrane breakdown, wherein the nature of the fatty acids contained in the structure in terms
of acyl chain length and degree of unsaturation appears to play a crucial role. Furthermore, several
discriminant metabolites were found for the first time in relation to known pathological processes
associated with Alzheimer’s disease, such as the accumulation of acylcarnitines in relation to
mitochondrial dysfunction, decreased levels of oleamide and monoglycerides as a result of defects in
endocannabinoid system, or increased serum phenylacetylglutamine, which could reveal alterations in
glutamine homeostasis. Therefore, these results represent a suitable approximation to understand the
pathogenesis and progression of the disease.

KEYWORDS. Alzheimer’s disease, disease progression, membrane breakdown, metabolomics, mild
cognitive impairment, pathological mechanisms
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1. INTRODUCTION
Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative disorder among older people, with a
complex etiology in which multiple pathological processes are involved. A great challenge in AD
research is early diagnosis, given that currently it can be only detected at advanced stages of disease by
exclusion of other pathologies based on clinical criteria defined by the NINCDS-ADRDA [1]. To this
end, new diagnostic tools are required for predicting the development of dementia from older people with
very mild symptoms of cognitive dysfunction. This pre-dementia phase, known as mild cognitive
impairment (MCI), is considered as a transition stage between normal aging and Alzheimer. However,
MClI is a heterogeneous syndrome with several possible outcomes, so that although up to 80% of patients
develop AD, others have a benign form of MCI as part of the normal aging process [2]. Thus, numerous
efforts have been made to discover biomarkers of Alzheimer and its progression, in order to differentiate
between AD, MCI and healthy control subjects. Conventional markers of AD such as cerebrospinal fluid
levels of AP peptides and tau protein have proven useful in the study of MCI [3], and different
neuroimaging techniques have been also extensively applied for detection of brain abnormalities in AD
and MCI patients [4]. Alternatively, it is recognized that metabolomics plays nowadays an important role
in health survey and biomarkers discovery, because changes in specific groups of metabolites may be
sensitive to pathogenically relevant factors. Furthermore, the non-targeted character of this approach
allows a broader investigation of disease and better understanding of underlying pathological
mechanisms. In this way, several authors have previously described the use of metabolite profiling for
monitoring progression of AD from MCI. On the one hand, it has been demonstrated the occurrence of
early metabolic changes associated with the onset of dementia in MCI patients compared to age-matched
controls. "H NMR spectroscopy of serum samples underlined the association between MCI and altered
lipid metabolism, particularly with low relative amount of 3 fatty acids and metabolic syndrome [5].
Moreover, Zheng ef al. developed a metabolomic approach based on liquid chromatography-mass
spectrometry combined with an isotope dansylation labeling method for quantitative profiling of the
human salivary metabolome, whose application to MCI patients revealed the implication of taurine in its
pathogenesis [6]. On the other hand, other authors focused on determining altered profiles associated with
the progression of dementia by means of comparative studies between MCI and AD patients. Greenberg
et al. found a considerable increase of three bile acids in serum from AD and MCI patients [ 7], while in
other prospective cohort study AD patients presented diminished levels of different classes of lipids, and
2 ,4-dihydroxybutanoic acid, dipalmitoyl-phosphatidylcholine and an unidentified organic acid were found
as predictive markers of progression to AD in the follow-up [8]. More recently, Wang et al. described two
biomarker panels consisting in several plasma metabolites to discriminate AD and MCI patients from
normal controls [9], and metabolomic analysis of serum samples by capillary electrophoresis also
revealed the involvement of numerous polar compounds [10]. Alternatively, different analytical platforms
have been also applied to examine metabolic differences in CSF samples from subjects with different
cognitive status related to AD advance, including capillary electrophoresis-mass spectrometry [11], ultra-
high performance liquid chromatography-mass spectrometry [ 12] and liquid chromatography-
electrochemical coulometric array detection [13]. Finally, integrated analysis of both plasma and CSF has
allowed to evaluate in 2 more comprehensive manner the early disease mechanisms shared in progression
from normal aging to MCI and AD, so that numerous canonical pathways were found significantly
disturbed [14]. Nevertheless, despite the considerable amount of literature on this subject, there is still a
considerable lack of understanding about pathological mechanisms underlying to this neurodegenerative
disorder.

In this work we present a metabolomic study of Alzheimer’s disease pathogenesis and its progression
from mild cognitive impairment in serum samples. For this, a large population sample has been enrolled,
comprising AD and MCI patients, and aged-control subjects (n=137). Metabolomic screening of serum
samples was performed by ultra-high performance liquid chromatography-MS, which has become the
main workhorse in this field due to its high resolution and sensitivity, fast analysis and good potential for
biomarker identification [15]. Thus, numerous compounds were identified as potential markers of AD and
MCI, which may contribute to deepen into underlying pathological mechanisms related to
neurodegenerative processes.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. CHEMICALS
Methanol, ethanol, acetonitrile (HPLC-grade) and formic acid (MS-grade) were purchased from Sigma-
Aldrich (Steinheim, Germany), and water was purified with a Milli-Q Plus 185 system (Millipore,
Bedford, USA). Purine and HP921 (standard reference solutions) were obtained from Agilent
Technologies (USA).
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2.2. BLOOD COLLECTION
Blood samples were collected from 137 subjects recruited by the Neurological Service of Hospital Juan
Ramoén Jiménez (Huelva, Spain), including healthy controls (HC), mild cognitive impairment (MCI) and
Alzheimer’s disease (AD) patients. Blood was obtained by venipuncture of the antecubital region after 8
hours of fasting and collected in BD Vacutainer SST II tubes with gel separator and Advance vacuum
system, previously cooled in a refrigerator. Samples were immediately cooled and protected from light
for 30 minutes to allow clot retraction, and then centrifuged at 3500 rpm for 10 minutes. Serum was
aliquoted in Eppendorf tubes and frozen at -80°C until analysis. Alzheimer’s disease patients (n=75, 33
male and 42 female, medium age 79.9+5.0 y) were newly diagnosed of sporadic AD according to the
criteria of the NINCDS-ADRDA [1], and only subjects that had not yet received any type of medication
were included in the study. Mild cognitive impairment patients (n=17, 10 male and 7 female, medium age
76.145.5 y) reported cognitive decline and impairment on objective cognitive tasks, but they were not
demented and did not meet the NINCDS-ADRDA requirements for a possible or probable diagnosis of
Alzheimer [2]. Finally, matched healthy controls in sex and age (n=45, 18 male and 27 female, medium
age 72.4+5.5 y) were enrolled after examination by neurologists to confirm the absence of neurological
disorders, whom had not more than two reported cases of Alzheimer’s disease in their families. All
subjects gave informed consent for the extraction of peripheral venous blood, and the study was
performed in accordance with the principles contained in the Declaration of Helsinki and approved by the
Ethical Committee of University of Huelva.

2.3. METABOLOMIC FINGERPRINTING
Metabolomic analysis of serum samples was performed following a procedure previously optimized [16].
For protein precipitation and metabolite extraction, 50puL of serum were mixed with 150 pL of a cold
mixture of methanol:ethanol (1:1). Then, samples were briefly vortexed and maintained for 5 min in an
ice bath. Finally, protein precipitate was removed by centrifugation at 13000 rpm for 20 min at 4°C, and
the supernatant was filtered through a 0.22 pm nylon filter. Samples were subsequently fingerprinted by
ultra-high performance liquid chromatography (Agilent 1290) coupled to a quadrupole-time-of-flight
mass spectrometry system equipped with electrospray source (Agilent 6550). Separation was performed
in a reversed-phase column (Zorbax Extend C18, 2.1x50 mm, 1.8um) thermostated at 60°C, with an
injection volume of 0.5 uL. Solvents were delivered at a flow rate 0.6 mL/min, using water with 0.1%
formic acid (solvent A) and acetonitrile with 0.1% formic acid (solvent B). The gradient program was as
follows: initial conditions were 5% B for 1 min, followed by a gradual increase to 80% B in 6 min and
finally 100% B in other 4.5 min. Then, system returns to initial conditions in 0.5 min, and column is
equilibrated for 1 min with 5% B. Therefore, total analysis time was 15 min. MS operated in positive and
negative polarities in separated runs, acquiring full scan spectra in the m/z range 50-1000. The capillary
voltage was set to 3000 V, with 1000 V of nozzle voltage, 175 V of fragmentor voltage and 65 V of
skimmer voltage. Nitrogen was used as drying and nebulizer gas, whose temperature was fixed at 250°C.
Drying gas was supplied at 12 L/min, while nebulizer gas pressure was 52 psi.

2.4. DATA PROCESSING
The raw data was preprocessed by the Molecular Feature Extraction (MFE) tool in MassHunter
Qualitative Analysis Software (Agilent Technologies) for cleaning background noise and unrelated ions.
The MFE algorithm uses the accuracy of the measurements for grouping related ions by charge state
envelope, isotopic distribution, and/or the presence of adducts and dimmers, and then creates a list of all
possible components (or features) described by mass, retention time and abundance [17]. Thus,
processing was performed by applying an abundance cutoff of 200 counts and enabling the search of
different ion species (M+H', M+Na', M+K', M+NH,', M-H,0 in positive mode; M-H', M+HCOO",
M+CI in negative mode). In addition, for isotope grouping, the peak spacing tolerance was set at 0.0025
m/z, and the charge states were limited to 2. Then, alignment and filtering were conducted using the Mass
Profiler Professional software (Agilent Technologies). For this, data was filtered by selecting features into
the range 0.05-11.5 min, and then, peaks were aligned applying a retention time window of 0.15 minutes
and a mass window of 20 ppm.

2.5. DATA ANALYSIS
First of all, data was filtered in Mass Profiler Professional to remove non reproducible signals before to
perform any statistical analysis. Features were filtered by choosing masses present in at least 75% of
samples in one of the compared groups, and then features were again filtered on sample variability,
selecting only variables with a coefficient of variation less than 50% within each group. Then, data were
processed by partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) in SIMCA-P™ software (version 11.5,
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Umetrics AB, Umed, Sweden), in order to find differences between the groups of study. For this, data was
submitted to Pareto scaling, for reducing the relative importance of larger values, and logarithmic
transformation, in order to approximate a normal distribution [18]. In addition, quality of the model was
assessed by the R? and Q7 values, supplied by the software, which provide information about the class
separation and predictive power of the model, respectively. These parameters are ranged between 0 and 1,
and they indicate the variance explained by the model for all the data analyzed (R?) and this variance in a
test set by cross-validation (Q%). Finally, potential biomarkers of disease and its progression were found
by two-class comparisons, AD vs. HC, MCI vs. HC (markers of advanced and early dementia,
respectively), and AD vs. MCI (markers of dementia progression). For this purpose, univariate statistical
analyses (t-test, p<0.05) were performed, and loadings plots from PLS-DA were inspected to select
altered metabolites according to the Variable Importance in the Projection, or VIP (a weighted sum of
squares of the PLS weight, which indicates the importance of the variable in the model), considering only
variables with VIP values higher than 2, indicative of significant differences among groups.

2.6. IDENTIFICATION OF METABOLITES
Identification of significant compounds was made matching the experimental accurate mass and tandem
mass spectra (MS/MS) with those available in metabolomic databases (HMDB, METLIN, KEGG and
LIPIDMAPS), using a mass accuracy of 20 ppm. In addition, the identity of lipids was confirmed based
on characteristic fragmentation patterns described in literature. Phospholipids presented characteristic
fragments in positive ionization mode of 184, 104, and 86 m/z for phosphatidylcholines (PCs) and lyso-
phosphatidylcholines (lysoPCs), and [M+H-141]" for phosphatidylethanolamines (PEs) and lyso-
phosphatidylethanolamines (lysoPEs), while in negative mode these distinctive signals are found at 168
and 196, respectively. Furthermore, fragmentation in the glycerol backbone by losses of the fatty acyl
substituents enables the identification of individual species of phospholipids [19]. For sphingolipids,
typical product ions appear at m/z 264 and 282 due to the fragmentation in the sphingosine moiety, and in
the particular case of sphingomyelins, cleavage of phosphocholine headgroup generates characteristic
fragments of 184 and 168 m/z, in positive and negative modes respectively [20]. Finally, acylcarnitines
were confirmed based on characteristic fragments of 60 and 85 m/z [21].

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. METABOLITE FINGERPRINTING FOR SAMPLES CLASSIFICATION

Metabolomic fingerprints obtained from serum samples in both positive and negative ionization modes
(Fig. 1) were submitted to multivariate statistical analysis to check the potential of the methodology to
discriminate between AD, MCI and healthy control subjects. For data collected in positive polarity, a
PLS-DA model was built showing clear classification of the three groups under investigation (Fig. 2A),
whose quality was appropriated in terms of variance explained (R*=0.84) and variance predicted
(Q*=0.263). On the other hand, negative data provided worse statistical models (R*=0.844, Q*=0.032),
which leads to less robust separation between the three groups (Fig. 2B). Finally, to obtain more detailed
information about the variables involved in discrimination according the stage of dementia, groups were
compared by pairs: AD vs. HC, MCI vs. HC and AD vs. MCI. Scores plots demonstrated a total
separation between the different groups (Fig. 2C-E), but quality parameters were again lower for
statistical models built with data collected in negative mode.

3.2. SELECTION OF POTENTIAL BIOMARKERS
Statistically significant compounds identified are summarized in Tables 1-3, including their retention
times and experimental accurate masses, the mass error, the ionization mode used for detection, the
percentage of change observed in each comparison and the p-value. All these metabolites were
significantly altered in AD patients respect to healthy controls (p<0.05), but in addition, some of them
were also perturbed in MCI. Thus, changes in the comparison MCI/HC could be considered as precursors
in the early development of neurodegenerative failures, while altered metabolites between AD and MCI
patients would be related to progressive changes along the advance of cognitive dysfunction.
Furthermore, column plots representing the mean values with standard deviation bars for these selected
metabolites showed that inter-individual variability within each group is less important than differences
between groups (Fig. 3), thus corroborating that metabolic alterations detected can be attributed to disease
state, as previously demonstrated [22].

3.3. BIOLOGICAL MEANING
In this study, numerous metabolites were found significantly altered in serum from AD and MCI patients,
which show the deep impact that this disorder causes on multiple essential pathways in the organism. One
of the most important changes was observed in phospholipids and related compounds, listed in Table 1.
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Alzheimer’s disease has been traditionally associated with abnormal metabolism of brain phospholipids
leading to the breakdown of cellular membranes, principally due to the over-activation of phospholipases
[23], but it can be also related to changes in the fatty acid composition of these lipids. Thereby, the loss of
unsaturated fatty acids due to oxidative stress, such as docosahexaenoic and araquidonic acid that are
highly enriched in neurons, seems to contribute to AD pathogenesis via membrane damage, in line with
previous studies reporting reduced levels of phospholipids containing PUFAs in brain and blood of
patients with Alzheimer’s discase [24-25]. On the other hand, saturated fatty acids (SFA) have received
much less attention, and most authors found no differences in their distribution among phospholipids.
Nevertheless, Stderberg ef al. showed that the decrease in PUFA-containing phosphatidylethanolamines
in AD brain is paralleled by an increase in the relative amounts of the saturated components 14:0, 16:0
and 18:0 [26], and more recently, it has been demonstrated that these imbalances in the ratio
saturated/polyunsaturated fatty acids are also present in serum phosphatidylcholines [19,27]. In the
present work, this rationale was corroborated by increased levels of SFA-containing phosphocholines and
phosphoethanolamines, together with a significant decrease in several unsaturated phosphocholines,
containing linoleic, arachidonic and docosahexaenoic acid (Table 1). Moreover, several plasmalogen
species were also down-regulated during the development of Alzheimer. Previous studies have shown
that ethanolamine plasmalogen deficiency is closely related to AD [24], but also plasmenylcholines
appear to be involved in neurodegenerative processes [27]. However, based on our experimental results,
we can conclude that these pathological processes occur at different stages of the disease, which has not
been previously described to our knowledge. Choline plasmalogen levels were significantly decreased in
serum from AD and MCI patients compared to healthy controls, which supports that its metabolism is
triggered in the onset of neurodegeneration. On the other hand, MCI and healthy controls were
indistinguishable in terms of ethanolamine plasmalogens, indicating that this impairment must occur at
more advanced stages of discase. Besides the already described changes in serum levels of phospholipids,
lyso-phospholipids were also involved in pathogenesis of AD. In previous studies, total lyso-
phosphocholines concentration tended to be lower in blood of AD patients [19,28], reflecting alterations
in the metabolism of choline-containing phospholipids that may be attributed to impairments in the
deacylation-reacylation cycle of phospholipids. However, it is noteworthy that lyso-phospholipids
presented a similar distribution to that of their precursors in our analysis, with increased levels of
saturated compounds respect to unsaturated ones in both ethanolamine and choline species (Table 1).
Therefore, it can be concluded that the imbalance observed in phospholipids is finally reflected in their
degradation products, which makes them useful markers of destabilization of neuronal membranes.
Furthermore, the comparison of the three study groups lead us to believe in a temporal evolution of the
processes leading to phospholipids degradation given that, while unsaturated lysophospholipids are down-
expressed in both AD and MCI patients, the increase of saturated species is only observed in AD. Thus, it
could be hypothesized that, in the membrane destabilization process, the first step supposes the
degradation of PUF A-containing phospholipids (probably due to oxidative stress), and secondly, their
replacement by saturated ones. Among these lysophospholipids, one deserves special attention: LPC(O-
18:0), an alkyl ether lysophospholipid involved in the synthesis of platelet activating factor (PAF) by the
remodeling pathway. In this context, Ryan et al. found three PAF species significantly elevated in AD
cortex: C16:0 PAF, its precursor C16:0 lyso-PAF, and C18:1 lyso-PAF [29]. Thus, the increase observed
in serum C18:0 lyso-PAF (Table 1) could reveal a selective distuption of stearoyl-PAF biosynthesis,
complementary to findings by Ryan et al., which evidences that these impairments in lipid metabolism
are finally reflected in peripheral fluids.

The involvement of perturbed sphingolipid metabolism also emerges as a pivotal event in membrane
degeneration in AD, as can be observed in Table 2. Defects in sphingolipid metabolism have been
previously associated with Alzheimer’s disease, with up-regulated activities of different enzymes such as
ceramide synthases [30] and acid sphingomyelinase [31], which suggests a shift in metabolism towards
the accumulation of ceramides. In this sense, high levels of total ceramides have been previously found in
brain [30-32] and blood [33-34] of AD patients, which is in agreement with our findings in serum (Table
2). On the other hand, studies of sphingomyelin (SM) levels in AD are less clear. Results from post-
mortem brain analyses are contradictory, showing increased [35] or decreased [31] total concentrations of
SMs, while plasma levels appear to be decreased [30]. The reasons for these discrepancies are not
understood to date, but they could be related to differences in the acyl chain composition. It has been
demonstrated that the increase of ceramides in AD brain is more pronounced for species containing very
long chain fatty acids [36], which is consequent with the elevated expression of long-chain ceramide
synthase [30]. Similarly, when individual SM species are considered, most authors noted a decrease in
very long chain sphingomyelins [33,36], while other species are usually over-expressed [35]. In this
work, this hypothesis was corroborated by the increased serum levels of several medium- and long-chain
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sphingomyelins (MCFA-SM and LCFA-SM) in AD and MCI patients, from 12 to 18 carbon atoms (Table
2), while very long chain species remained unchanged. Alternatively, levels of one sphingomyelin that
presents an n-6 fatty acid in its structure, SM(d18:1/18:2), were decreased in diseased subjects, suggesting
a possible implication of oxidative stress in its degradation, as occurred with analogous phospholipids
(Table 1). Furthermore, besides the described differences according the fatty acid contained in the
structure, it is remarkable the trend observed in sphingomyelin levels between the three groups of study.
For most of these compounds, the percentage of change was slightly more pronounced in the comparison
MCI vs. HC than in AD vs. HC, which suggests that alterations in the SM metabolism may principally
contribute to early pathological processes. In this sense, Kosicek et al. found significantly increased SM
levels in the CSF from individuals with prodromal AD compared to cognitively normal controls, mild and
moderate AD [37], and Mielke et al. have demonstrated that blood sphingomyelins and ceramides vary
according to the timing of the onset of memory impairment [38]. Therefore, peripheral levels of these
sphingolipids could be good pre-clinical predictors of memory impairment and markers of progression.
Sphingosine-1-phosphate (S1P) is a signaling molecule produced via degradation of ceramides by the
enzyme ceramidase and subsequent phosphorylation by sphingosine kinase. Previous studies reported that
acid ceramidase is up-regulated in AD brains versus normal controls [31], as well as the activity of
sphingosine kinase 2 [39], which supports the increased levels of SIP found in serum samples (Table 2).
Finally, changes in hexosylceramides, lactosylceramides and sulfatides (Table 2) also support the
involvement of glycosphingolipids in pathogenesis of AD. On the one hand, a substantial reduction of
sulfatide levels was observed in serum samples from AD patients, as previously reported in brain [29]. On
the other hand, the increase of different species of lactosylceramides (Table 2) could be indicative of an
impaired metabolism of gangliosides. Like sulfatides, earlier studies in AD showed alterations of
ganglioside metabolism resulting in reduced levels in the majority of brain regions [40], but increased
serum lactosylceramide has been associated with risk of AD only once [41]. Complementarily,
hexosyleceramides, which comprise both isomeric glucosyl and galactosyl species indistinguishable by
MS, were also increased in serum samples. Glucosyl- and galactosyl-ceramides are potential degradation
products of glycosphingolipids, so their over-expression support the depletion observed in gangliosides
and sulfatides, respectively. Finally, it should be pointed out that the increase of hexosyl- and lactosyl-
ceramides was sharper in MCI than in AD, which suggests that depletion of glycosphingolipids occurs in
the onset of disease, as previously mentioned for sphingomyelins. Therefore, it can be concluded that
cellular membrane must be a primary target in pathogenesis of Alzheimer’s disease. Abnormal
metabolism of different phospholipids and sphingolipids was observed during the progression of disease,
which results in important biochemical changes in serum samples (Tables | and 2). Thus, membrane
breakdown can be considered as a source of potential markers of Alzheimer, as summarized in Figure 4.

Aside from changes related to membrane defects, the decrease observed in monoglycerides
(monopalmitin and monosterain) and oleamide (Table 3) could point to disturbances in endocannabinoid
(EC) system. This system plays a role in a variety of physiological processes, mainly in the central
nervous system where acts as neuromodulator. However, accumulating data show an imbalance in key
elements of the EC system associated with AD and other neurodegenerative disorders. In this sense, the
expression levels of cannabinoid receptors (CB) have been found altered in AD brains, including a
decrease of CB1 receptors and a complementary up-regulation of CB2 receptors in the hippocampus [42].
In addition, the activities of enzymes fatty acid amide hydrolase (FAAH) and monoacylglycerol lipase
(MAGL), which are involved in the metabolism of the major endocannabinoids, anandamide (AEA) and
2-arachidonoyl-glycerol (AG) respectively, are affected in AD. Benito ef al. reported that the activity of
FAAH seems to be elevated in the plaques and surrounding areas of AD brains [42], which could be
responsible for the decrease of oleamide found in serum of AD and MCI patients. Oleamide is a bioactive
fatty acid amide catabolically related to AEA, which may be also degraded by FAAH thereby serving as
indicator of its over-expression. On the other hand, there is also evidence for the involvement of
monoglyceride lipase in AD, given that it has been found that microglia expressing MAGL accumulates
around senile plaques [43]. This lipase is the major enzyme inactivating 2-arachidonoyl glycerol, but
other monoglycerides are also potential substrates. In this way, reductions of circulating levels of
monopalmitin and monostearin could be considered as indicators of MAGL over-expression.

Long chain acylcarnitines were also increased in serum of AD and MCI patients, which may indicate an
incomplete fatty acid B-oxidation in the onset of disease. Elevation of palmitoyl-, stearoyl-, oleyl- and
linoleyl-carnitines is the characteristic feature of carnitine palmitoyltransferase II deficiency, an inherited
metabolic impairment that prevents mitochondrial oxidation of long chain fatty acids [44]. In this sense,
mitochondrial dysfunction appears to be one of the primary events in the course of AD, which can perturb
cellular bioenergetics [45]. Therefore, this impaired metabolism of lipids could be involved in
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neurodegenerative energetic failures as a supplementary pathway to those previously described, such as
deregulated tricarboxilic acid cycle or oxidative phosphorylation system [46].

Histidine is an amino acid with antioxidant and anti-inflammatory properties, like other imidazole-
containing compounds. Thus, oxidative stress may account for the decrease of this amino acid (Table 3),
as previously reported [24,27]. Pregenenolone sulfate (PREGS) is a neurosteroid precursor of estrogens,
progestins and androgens, which plays important roles in the aging nervous system. Weill-Engerer et al.
found a general trend toward lower levels of PREGS and other steroids in brain of AD patients, and a
negative correlation between PREGS and  amyloid levels [47]. In the present study, pregnenolone
sulfate was decreased in serum samples from AD patients compared to MCI and controls, corroborating
the potential of neurosteroids as diagnostic markers of Alzheimer. Finally, increased serum levels of
phenylacetylglutamine (PAG) were found in AD and MCI patients, which could be associated with
elevated levels of glutamine, given that PAG can be also synthesized in the liver by condensation of
glutamine with phenylacetyl-CoA. Therefore, the increase observed in PAG could be considered a novel
marker of impaired glutamate-glutamine homeostasis in relation to the regulation of ammonia levels in
the organism [48].

4. CONCLUSIONS
Metabolomic fingerprinting of serum samples by UHPLC-ESI-QTOFMS has been demonstrated as a
suitable approach to distinguish between patients with Alzheimer’s disease, mild cognitive impairment
and healthy controls. Multiple metabolites, principally lipids, were identified as potential markers for
diagnosis, which indicated the involvement of different pathological processes in the development of
neurodegeneration. Thus, it was observed a deep dysregulation in metabolism of phospholipids and
sphingolipids in terms of altered levels of saturated/unsaturated fatty acids contained in the structure, but
also due to differences in the acyl chain length. In addition, these imbalances were accompanied by
significant changes in related compounds (ceramides, lyso-phospholipids) that pointed to membrane
breakdown. On the other hand, novel potential biomarkers not previously described were found for well-
known pathological situations associated with AD: defects in energy metabolism (long chain
acylcarnitines) and endocannabinoid dysfunction (monoglycerides and oleamide). Finally, reductions in
histidine and PREGS were related to oxidative stress and altered neurosteroid metabolism, respectively,
while increase of PAG could reveal impaired glutamine homeostasis in pathogenesis of AD. Furthermore,
the comparative study between AD and MCI patients allowed exploring these altered pathways in more
detail for better understanding of pathogenesis and progression of disease from pre-clinical stages of
dementia.

Abbreviations. AD: Alzheimer’s disease; MCI: mild cognitive impairment; HC: healthy control;
UHPLC-MS: ultra-high performance liquid chromatography mass spectrometry; PLS-DA: partial least
squares discriminant analysis; VIP: variable importance in the projection; LPE: lyso-
phosphoethanolamine; LPC: lyso-phosphocholine; PE: phosphoethanolamine; PC: phosphocholine; PPC:
choline-plasmalogen; PPE: ethanolamine-plasmalogen; S1P: sphingosine-1-phosphate; CER: ceramide;
SM: sphingomyelin; Hex-CER: hexosyl-ceramide; SULF: sulfatide; Lac-CER: lactosyl-ceramide; MG:
monoglyceride; CAR: carnitine; PAG: phenyl-acetyl-glutamine; PREGS: pregnenolone sulfate; PUFA:
polyunsaturated fatty acid; SFA: saturated fatty acid
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Fig. 1. Metabolomic fingerprints from serum samples obtained by UHPLC-ESI-QTOFMS in positive (A)
and negative (B) ion mode
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Fig. 2. PLS-DA scores plots from UHPLC-MS data. (A) Scores plot for all samples analyzed in positive
ion mode (3 components, R*=0.84, Q>=0.267); (B) Scores plot for all samples analyzed in negative ion
mode (3 components, R’=0.844, (’=0.032); (C) Scores plot for two-class comparison, AD vs. HC
(positive mode: 4 components, R?=0.996, Q2:0.44; negative mode: 2 components, R’=0.915, QZ:O.IQS);
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(D) Scores plot for two-class comparison, MCI vs. HC (positive mode: 4 components, R’=0.999,
Q2=0.654; negative mode: 3 components, R*=0.998, Q2=0.085); (E) Scores plot for two-class comparison,
AD vs. MCI (positive mode: 4 components, R*=0.995, Q°=0.496; negative mode: it was not possible to

build any model)
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Table 1. Discriminant lyso-phospholipids and phospholipids identified in serum from AD and MCI

patients
. mass mass error | RT ion change (%) p
metabolite (Da) (ppm) (min) | mode | AD/HC | AD/MCI | MCUVHC | value
Lyso-phospholipids
LPE (16:0) 453.2807 | -10.6 5.51 P +16.2 +39.9 NS 0.036
P +21.2 +25.5 NS 0.001
LPE (18:2) 477.2858 | 0.6 5.41 N 230 1309 NS 0.006
P +21.8 +26.1 NS 0.040
LPC (16:1) 4933111 | -11.6 5.12 N 213 229 NS 0.047
LPC (16:0) 495.3310 | -3.0 564 | N +11.8 +17.4 NS 0.028
LPC (O-18:0) 509.3783 | -12.2 6.48 P +10.7 NS NS 0.042
LPC (20:5) 541.3115 | -9.8 537 | N -16.6 NS -13.2 0.009
LPC (22:6) 567.3281 | -7.8 544 | P -20.4 NS -18.9 0.007
LPC (22:5) 569.3415 | -11.6 5.75 P -14.6 NS NS 0.012
Phospholipids
PE(16:0/18:0) 719.5469 | 0.6 999 | P +31.9 NS +44.0 0.035
PC(16:1/16:0) | 731.5395 | -9.6 9.67 | N +25.9 +32.5 NS 0.012
PC(16:0/16:0) | 733.5593 | -3.8 10.5 | N +39.9 NS +50.7 0.001
PPC(16:0/18:2) | 741.5612 | -8.2 102 | N -24.3 NS -34.3 0.003
PC(15:0/18:2) | 743.5428 | 4.8 945 | N +20.4 NS NS 0.025
PC(15:0/18:1) 745.5640 | 2.5 10.1 P +19.5 NS NS 0.042
P -10.3 -10.2 NS 0.039
PPE(16:0/22:6) | 747.5155 | -6.4 9.74 N 172 206 NS 0.014
P -28.4 -24.1 NS 0.002
PPE(18:1/20:4) | 749.5370 | 1.5 10.1 N 144 NS NS 0.046
PC(16:0/18:2) | 757.5558 | -8.3 9.85 N +47.3 NS +53.7 0.026
PC(16:0/20:3) | 783.5772 | -0.8 10.3 P -88.3 NS -88.1 0.037
PC(16:1/22:6) | 803.5478 | 1.6 9.60 | N -254 NS -41.8 0
PC(18:0/20:4) | 809.5803 | -16.2 10.3 P -42 .4 NS NS 0.019
PC(20:4/20:4) | 829.5533 | -10.6 10.3 P -22.9 NS NS 0.011
PC(18:1/22:6) | 831.5739 | -4.7 9.6 P -9.7 NS NS 0.047
PC(20:4/22:6) | 853.5538 | -9.7 8.84 | P -13.4 NS NS 0.041

Abbreviations. LPE: lyso-phosphoethanolamine; LPC: lyso-phosphocholine; PE: phosphoethanolamine;
PC: phosphocholine; PPC: choline-plasmalogen; PPE: ethanolamine-plasmalogen; NS: non significant

Table 2. Discriminant sphingolipids identified in serum from AD and MCI patients

mass RT . change (%)
metabolite mass error ton p
(Da) (ppm) (min) | mode AD/HC | AD/MCI | MCI/HC | value
Sphingoid bases
S1P [379.2433 [-145 [500 [N |+7.9 [NS [+168 [o0.016
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Ceramides
CER(d18:1/16:0) 5375049 [-134  [108 [P [+389 [NS [+34.4  [0.003
Sphingomyelins
SM(d18:1/12:0) 646.4976 | -11.4 744 [P +23.6 [ NS NS 0.031
SM(d18:1/14:0) 674.5287 | -11.1 811 | P +13.2 | NS +29.7 0.023

P +149 [ NS +25.7 0.005
SM(d18:1/16:0) 702.5606 | -9.9 889 I 3105 TNS T 0,001
SM(d18:1/18:2) 726.5598 | -10.7 847 [P -168 [ NS NS 0.022

P +9.9 NS +29.4 0.043
SM(d18:1/18:1) 728.5739 | -12.8 902 g 150 NS 500 .
SM(d18:1/18:0) 730.5986 | 11.8 98 | P +11.1 [ NS +47.6 0.005
Glycosphingolipids

P +332 [ NS +89.5 0.001
Hex-CER(d18:1/16:0) | 699.5597 | -7.4 9.50 5535 NS a0r Toodl
Hex-CER(d18:1/18:0) | 741.5648 [ -14.4 103 [P +41.1 [ NS +47.2 0.011
SULF(d18:1/18:0) 807.5563 | 4.1 973 | P 8.1 -10.6 NS 0.026
Lac-CER(d18:1/14:0) | 833.5812 | -6.2 817 [P +50.7 | NS +86.7 0.008
Lac-CER(d18:1/16:1) | 859.5951 | 2.2 832 | P +31.6 [ NS +45.4 0.048
Lac-CER(d18:1/16:0) | 861.6127 [ -5.8 895 | P +20.1 [ NS +44.8 0.018

Abbreviations. SI1P: sphingosine-1-phosphate; CER: ceramide;

SM: sphingomyelin; Hex-CER: hexosyl-
ceramide; SULF: sulfatide; Lac-CER: lactosyl-ceramide; NS: non significant

Table 3. Other discriminant metabolites identified in serum from AD and MCI patients

mass . change (%)
metabolite mass (Da) | error RT: ton p

(ppm) (min) mode | AD/HC | AD/MCI | MCI/HC | value
Monoglycerides
MG(16:0) 330.2732 -11.5 7.02 P -49.3 -52.3 NS 0.047
MG(18:0) 358.3034 -13.7 7.66 P -34.6 -47.3 NS 0.007
Acyl-carnitines
CAR(16:0) 399.3352 0.8 5.25 P +12.3 NS NS 0.012
CAR(18:2) 423.3299 -11.8 5.08 P +18.9 NS +19.7 0.011
CAR(18:1) 425.3468 -8.7 5.37 P +9.4 NS +29.9 0.004
CAR(18:0) 427.3620 -9.6 5.71 P +10.5 NS +17.4 0.049
Others
histidine 155.0684 7.1 0.26 N -13.7 -11.3 NS 0.039
PAG 264.1072 -14.4 0.28 N +38.0 NS +57.2 0.040
oleamide 281.2690 -10.3 6.89 P -63.1 NS -86.1 0.025
PREGS 396.1922 -12.1 4.89 N -17.8 -24.1 NS 0.039
Unknowns
UKl 162.1025 - 3.67 P -42.2 -46.1 NS 0.003
UK2 203.1281 - 5.51 P +59.5 +42.8 NS 0
UK3 353.1752 - 6.52 P +18.2 NS NS 0.007
UK4 394.2793 - 7.64 N -29.2 -30.1 NS 0.001
UKS5 414.1996 - 4.86 P +39.4 NS +64.4 0.002
UK6 414.2259 - 7.02 P -34.0 -32.8 NS 0.018
UK7 430.3029 - 5.46 P +19.9 NS +26.0 0.003

Abbreviations. MG(16.0): monopalmitiny MG(18:0): monostearin; CAR(16.:0): palmitoyl-carnitine;
CAR(18:2): linoleyl-carnitine; CAR(18:1): oleyl-carnitine; CAR(18:0): stearoyl-carnitine; PAG: phenyl-
acetyl-glutamine; PREGS: pregnenolone sulfate; NS: non significant
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METABOLITE PROFILING FOR THE IDENTIFICACION

PATHWAYS IN ALZHEIMER’S DISEASE

Rauil Gonzalez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, José Luis Gémez-Ariza

Table S1 Demographic characteristics of subjects enrolled in the study

OF ALTERED METABOLIC

sample diagnosis age gender comorbidities medication family history
ID (years) (AD cases)
101 healthy 70 M Dyslipidemia Simvastatin 0
control
102 healthy 69 F Dyslipidemia Linezolid 0
control Diabetes type 11 Enoxaparin
Renal failure NTG
Heart failure AAS
Hemorrhagic stroke Diltiazem
Hepatomegaly Fluconazole
Hemiparesis Furosemide
Hydrochlorothiazide
Ramipril
Clotrimazole
Clorazepate
Omeprazole
105 healthy 69 F Hypertension Losartan 1
control Dyslipidemia Hydrochlorothiazide
Rheumatoid Simvastatin
arthritis Heart Paracetamol
failure Omeprazole
106 healthy 75 M Heart failure Irbesartan 0
control Sleep apnea Torsemide
Diltiazem
Simvastatin
AAS
Sintrom
Plantaben
107 healthy 68 Hypertension Hydrochlorothiazide 0
control
109 healthy 70 Hypertension Ramipril 1
control Lacunar stroke Clopidogrel
Tamsulosin
Dutasteride
110 healthy 70 F Hypertension Tolterodine 0
control COPD Alendronate
Dyslipidemia Diltiazem
Rheumatoid Omeprazole
arthritis Olmesartan
Hydrochlorothiazide
Tiotropium
Simvastatin
AAS
111 healthy 76 F Hyperthyroidism Gabapentin 0
control Chronic pharyngitis Lorazepam
Risedronate
Codeine
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112 healthy 68 Anxiety Simvastatin
control Hiatal hernia Buflomedil
Dyslipidemia Calcium
Risedronate
Paroxetine
Lormetazepam
Esomeprazole
Chelidon
113 healthy 70 Dyslipidemia Rosuvastatin
control Cholecystectomy
Hysterectomy
114 healthy 67 Diabetes type 11 Rosuvastatin
control Hyperkalemia Clopidogrel
Heart failure Valsartan
AAS
Furosemide
121 healthy 67 COPD AAS
control Dyslipidemia Simvastatin
Phlebitis (leg)
123 healthy 78 Heart failure AAS
control Dyslipidemia Isosorbide.
Amlodipine
Atorvastatin
124 healthy 72 Hypertension Captopril
control Dyslipidemia AAS
Doudenal ulcer Simvastatin
Hiatal hernia Esomeprazole
Cinitapride
Paracetamol
128 healthy 80 Hypertension Ipratropium
control Dyslipidemia Furosemide
Atrial fibrillation Olmesartan
Leukoencephalopat Sertraline
hy Rosuvastatin
Ivabradine
Acetylcysteine
Calcium
Pantoprazole
129 healthy 66 Hypertension Alfuzosin
control Dyslipidemia Telmisartan
Benign prostatic Hydrochlorothiazide
hyperplasia
131 healthy 76 Hypertension Enalapril
control Dyslipidemia Simvastatin
Metamizol
Hemovas
Esomeprazole
133 healthy 79 Hypertension Gliclazide
control Diabetes type 11 Olmesartan
Dyslipidemia Atorvastatin
Ischemic heart AAS
failure Hypoacusia Clopidogrel
Benign prostatic Amlodipine
hyperplasia Tamsulosin
Zolpidem
Furosemide
Lorazepam
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134 healthy 65 Hypertension Metformin 0
control Diabetes type 11 Glibenclamide
Dyspnea type 1 Enalapril
Timolol
Bimatoprost
136 healthy 72 Polyarthrosis Paracetamol 0
control
137 healthy 86 Hypertension Enalapril 0
control Dyslipidemia Simvastatine
Osteoporosis Torsemide
Ibandronate
Omeprazole
Paracetamol
13 Alzheimer's 79 Midazolam -
disease Alprazolam
Haloperidol
14 Alzheimer's 80 DVT Acenocoumarol -
disease
21 Alzheimer's 81 Hypertension Metformin -
disease Diabetes type 11 Enalapril
Inguinal hernia Paracetamol
23 Alzheimer's 78 Hypertension Olmesartan -
disease Dyslipidemia Amlodipine
Heart failure Pravastatin
Acenocoumarol
28 Alzheimer's 82 Dyslipidemia Atorvastatin -
disease COPD Ascorbate
29 Alzheimer's 67 Hypertension Amlodipine -
disease Enalapril
Midazolam
30 Alzheimer's 75 Hypertension AAS -
disease Dyslipidemia Atorvastatin
COPD
31 Alzheimer's 80 Hypertension Paracetamol -
disease Diabetes type II Codeine
Cilostazol
Enalapril
AAS
Omeprazole
32 Alzheimer's 86 Ocular AAS -
disease hypertension Calcium
Arthrosis Timolol
Citicoline
Simethicone
Clebopride
Biphosphonate
33 Alzheimer's 67 - - -
disease
34 Alzheimer's 77 Hypertension Metformin -
disease Diabetes type I1 AAS
Dyslipidemia Ramipril
Arthrosis Hydrochlorothiazide
Atenolol
Isosorbide
Simvastatin
Metamizol
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Famotidine
35 Alzheimer's 91 Hypertension Irbesartan
disease Hyperuricemia Allopurinol
Hiatal hernia Cinitapride
36 Alzheimer's 78 Hypertension Captopril
disease Heart failure Lercanidipine
Renal failure Furosemide
Hypoacusia Acenocoumarol
Digoxin
Paraffin oil
Ginkgo biloba
Polystyrene sulfonate
Trazodone
Pantoprazole
37 Alzheimer's 76 Hypertension Losartan
disease Dyslipidemia Hydrochlorothiazide
Diabetes type 11 Allopurinol
Hysterectomy Amiloride
Ramipril
Simvastatin
Diosmin
Metamizol
43 Alzheimer's 85 Hypertension Irbesartn
disease Dyslipidemia Atenolol
Diabetes type II Lercanidipine
Anxiety Lorazepam
Anemia Simvastatin
AAS
Fluoxetine
Moxonidina
Metformin
Iron
ovoalbumin
Omeprazole
44 Alzheimer's 82 Diabetes type I Sitagliptin
disease Talhassemia minor Metformin
Benign breast Trazodone
tumor AAS
Cholecystectomy Lorazepam
Ibuprofen
Omeprazole
45 Alzheimer's 69 Chronic bronchitis Torsemide
disease Hypertension Cyproheptadine
Hyperuricemia Budesonide
Osteoarthrosis Escitalopram
Lorazepam
46 Alzheimer's 81 Hypertension Amlodipinoe
disease Hepatitis C Valsartan
Megestrol
47 Alzheimer's 82 Hypertension Tramadol
disease Diabetes type 1 Insulin
Glaucoma Losartan
Hydrochlorothiazide
Desmopressin
48 Alzheimer's 87 Hypertension Furosemide
disease Dyslipidemia Olmesartan
Heart failure Omeprazole
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49 Alzheimer's 77 Glaucoma Citalopram -
disease Gonarthrosis Travoprost
50 Alzheimer's 79 Hypertension Verapamil -
disease Diabetes type 11 Chlorthalidone
Metformin
Citalopram
Omeprazole
51 Alzheimer's 82 Hypertension Telmisartan -
disease Dyslipidemia Hydrchlorothiazide
Arthrosis Simvastatin
Anxiety Escitalopram
Clorazepate
Haloperidol
Lorazepam
Lansoprazole
Paracetamol
Metamizol
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SUPPORTING INFORMATION

Table S1. Demographic characteristics of subjects enrolled in the study.

sample | diagnosis age gender comorbidities medication family
ID (years) history
(AD
cases)
101 healthy 70 M Dyslipidemia Simvastatin 0
control
102 healthy 69 F Dyslipidemia Linezolid 0
control Diabetes type 11 Enoxaparin
Renal failure NTG
Heart failure AAS
Hemorrhagic Diltiazem
stroke Fluconazole
Hepatomegaly Furosemide
Hemiparesis HCTZ
Ramipril
Clotrimazole
Clorazepate
Omeprazole
104 healthy 71 F Hypertension Paracetamol 0
control Dyslipidemia Calcium
Rheumatoid
arthritis
105 healthy 69 F Hypertension Losartan 1
control Dyslipidemia HCTZ
Rheumatoid Simvastatin
arthritis Heart Paracetamol
failure Omeprazole
106 healthy 75 M Heart failure Irbesartan 0
control Sleep apnea Torsemide
Diltiazem
Simvastatin
AAS
Sintrom
Plantaben
107 healthy 68 M Hypertension HCTZ 0
control
108 healthy 65 F Hypertension Losartan 1
control Dyslipidemia Simvastatin
Heart failure AAS
Hypothyroidism Dronedarone
Levothyroxine
Indapamide
109 healthy 70 M Hypertension Ramipril 1
control Lacunar stroke Clopidogrel
Tamsulosin
Dutasteride
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110 healthy 70 Hypertension Tolterodine
control COPD Alendronate
Dyslipidemia Diltiazem
Rheumatoid Omeprazole
arthritis Olmesartan
HCTZ
Tiotropium
Simvastatin
AAS
111 healthy 76 Hyperthyroidism Gabapentin
control Chronic Lorazepam
pharyngitis Risedronate
Codeine
113 healthy 70 Dyslipidemia Rosuvastatin
control Cholecystectomy
Hysterectomy
114 healthy 67 Diabetes type Il Rosuvastatin
control Hyperkalemia Clopidogrel
Heart failure Valsartan
AAS
Furosemide
120 healthy 67 Hypertension Alendronate
control Dyslipidemia Calcium Vit.D
Osteoporosis Simvastatin
AAS
Candesartan
121 healthy 67 COPD AAS
control Dyslipidemia Simvastatin
Phlebitis (leg)
124 healthy 72 Hypertension Captopril
control Dyslipidemia AAS
Doudenal ulcer Simvastatin
Hiatal hernia Esomeprazole
Cinitapride
Paracetamol
125 healthy 72 Hypertension Enalapril
control Hypothyroidism Simvastatin
Hyperuricemia Levothyroxine
Heptaminol
Deanol
Paroxetine
Diazepam
Omeprazole
126 healthy 70 Hypertension AAS
control COPD Salmeterol
Heart failure Fluticasone
Vertiginous Enalapril
syndrome Clorazepate
Hiatal hernia Esomeprazole
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128 healthy 80 Hypertension Ipratropium
control Dyslipidemia Furosemide
Atrial fibrillation Olmesartan
Leukoencephalop Sertraline
athy Rosuvastatin
Ivabradine
Acetylcysteine
Calcium
Pantoprazole
129 healthy 66 Hypertension Alfuzosin
control Dyslipidemia Telmisartan
Benign prostatic HCTZ
hyperplasia
131 healthy 76 Hypertension Enalapril
control Dyslipidemia Simvastatin
Metamizol
Hemovas
Esomeprazole
132 healthy 69 Hypertension Losartan
control Dyslipidemia HCTZ
Hypothyroidism Levothyroxine
Glaucoma Ibandronate
Calcium
133 healthy 79 Hypertension Gliclazide
control Diabetes type 11 Olmesartan
Dyslipidemia Atorvastatin
Ischemic heart AAS
failure Clopidogrel
Hypoacusia Amlodipine
Benign prostatic Tamsulosin
hyperplasia Zolpidem
Furosemide
Lorazepam
136 healthy 72 Polyarthrosis Paracetamol
control
137 healthy 86 Hypertension Enalapril
control Dyslipidemia Simvastatine
Osteoporosis Torsemide
Ibandronate
Omeprazole
Paracetamol
140 healthy 66 Hypertension Insulin
control Diabetes type | Irbesartan
Dyslipidemia AAS
Epilepsy Valproate
Osteoporosis Atorvastatin
Fentanyl
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142 healthy 70 Hypertension Enalapril
control Diabetes type 1l Simvastatin
Chronic AAS
hepatopathy Metformin
Glimepiride
143 healthy 76 Dyslipidemia
control
144 healthy 85 Hypertension Amiloride
control Anxiety Pentoxifylline
Circulatory failure Alprazolam
145 healthy 79 Hypertension Telmisartan
control Dyslipidemia HCTZ
Ischemic heart Rosuvastatin
failure Triflusal
Diosmin
Omeprazole
146 healthy 71 Hypertension Clortalidone
control Diabetes type 1l Propranolol
Cholecystectomy Pioglitazone
Insulin
Metformin
Sulodexide
Loratadine
Omeprazole
147 healthy 67 Osteoporosis Calcium
control Anxiety NSAID
148 healthy 80 Asthmatic Terbutaline
control bronchitis Budesonide
Dyslipidemia Simvastatin
Appendectomy Alfuzosin
Benign prostatic Omeprazole
hyperplasia
150 healthy 75 Diabetes type Il Enalapril
control Dyslipidemia Simvastatin
Atrophic gastritis Metformin
AAS
Cilostazol
Lansoprazole
153 healthy 68 Hypertension Enalapril
control Dyslipidemia Rosuvastatin
Myoma Almagate
Dystonia Pilocarpine
Hidrosmin
Metamizol
Omeprazole
154 healthy 68 Hypertension Eprosartan
control HCTZ
Ranitidine
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155 healthy 76 DVT Heparin
control Vitrectomy
156 healthy 76 Hypertension HCTZ
control COPD Levothyroxine
Hiatal hernia Pantoprazole
Hypothyroidism
Cataracts
D1 Mild 77 Dyslipidemia AAS
cognitive Cholecystectomy Atenolol
impairment Atorvastatin
D2 Mild 68 Dyslipidemia Tiotropium
cognitive Asthmatic Simvastatin
impairment bronchitis Clopidogrel
Cerebral stroke Formoterol
Hypotension Budesonide
Montelukast
D3 Mild 76 Benign prostatic Tamsulosin
cognitive hyperplasia
impairment Chronic
pharyngitis
D5 Mild 82 Hypertension Pitavastatin
cognitive Gastrointestinal Amlodipine
impairment bleeding Olmesartan
Dyslipidemia Rabeprazole
Polyarthrosis Tramadol
Paracetamol
AAS
Calcium Vit. D
Iron sulfate
D6 Mild 79 Hypertension Losartan
cognitive Dyslipidemia Atorvastatin
impairment Thalassemia AAS
minor Daflon
Cholecystectomy Omeprazole
DVT
Acute nephritis
D7 Mild 75 Hypertension Olmesartan
cognitive Dyslipidemia Amlodipine
impairment Diabetes type | Simvastatin
Hypothyroidism Insulin
Anemia Levothyroxine
Renal failure AAS
Hyperuricemia Furosemide
Rizarthrosis Folate Vit. B12
Citalopram
Omeprazole
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D9 Mild 83 Hypertension Enalapril
cognitive Dyslipidemia AAS
impairment Diabetes type 1l Simvastatin
Insulin
Metformin
Solifenacin
D10 Mild 68 Hypertension Tamsulosin
cognitive Dyslipidemia Amlodipine
impairment Benign prostatic Atorvastatin
hyperplasia Omeprazole
D12 Mild 70 Palmar psoriasis Cinarizina
cognitive Hiatal hernia Betahistine
impairment
D13 Mild 79 Hypertension Enalapril
cognitive COPD HCTZ
impairment Dyslipidemia Bisoprolol
Hyperuricemia Torasemide
AAS
NTG
Pravastatin
Sintrom
Alprazolam
Plusvent
Allopurinol
D14 Mild 78 Hypertension Eprosartan
cognitive AAS
impairment Raloxifene
Lormetazepam
Omeprazole
D15 Mild 79 Hypertension Valsartan
cognitive Hypothyroidism Levothyroxine
impairment Paracetamol
Omeprazole
D16 Mild 79 Hypertension Enalapril
cognitive Diabetes type 1l Verapamil
impairment Osteoporosis Metformin
Sintrom
Fluoxetine
Paracetamol
Omeprazole
D17 Mild 86 Hypertension Valsartan
cognitive Heart failure HCTZ
impairment Sintrom
Omeprazole
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3 Alzheimer's 76 Hypertension Amlodipine
disease Diabetes typoe Il Valsartan
Heart failure Atenolol
Osteoporosis Quinapril
Gallstones AAS
Acarbose
Esomeprazole
4 Alzheimer's 82 COPD AAS
disease
5 Alzheimer's 72 Hypertension -
disease Benign prostatic
hyperplasia
7 Alzheimer's 83 Hypertension Alprazolam
disease Diabetes type 1l Amitriptyline
Dyslipidemia Medazepam
Eprosartan
HCTZ
8 Alzheimer's 80 - -
disease
12 Alzheimer's 82 Hypertension Calcium Vit. D
disease Diabetes type 11 Ibandronate
Metformin
Captopril
Ranelate
Losartan
HCTZ
Omeprazole
13 Alzheimer's 79 - Midazolam
disease Alprazolam
Haloperidol
20 Alzheimer's 83 Hypertension Amlodipine
disease Renal failure Olmesartan
HCTZ
AAS
24 Alzheimer's 88 Diabetes type 1l -
disease Hypoacusia
25 Alzheimer's 67 Hypotension Citicoline
disease Rheumatoid Deflazacort
arthritis AAS
Psoriasis Acutil
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26 Alzheimer's 85 Ischemic heart NTG
disease failure Clopidogrel
Dyslipidemia AAS
Hypertension Atorvastatin
Ramipril
Carvedilol
Furosemide
Ranitidine
29 Alzheimer's 67 Hypertension Amlodipine
disease Enalapril
Midazolam
30 Alzheimer's 75 Hypertension AAS
disease Dyslipidemia Atorvastatin
COPD
31 Alzheimer's 80 Hypertension Paracetamol
disease Diabetes type 1l Codeine
Cilostazol
Enalapril
AAS
Omeprazole
33 Alzheimer's 67 - -
disease
34 Alzheimer's 77 Hypertension Metformin
disease Diabetes type 1l AAS
Dyslipidemia Ramipril
Arthrosis HCTZ
Atenolol
Isosorbide
Simvastatin
Metamizol
Famotidine
35 Alzheimer's 91 Hypertension Irbesartan
disease Hyperuricemia Allopurinol
Hiatal hernia Cinitapride
36 Alzheimer's 78 Hypertension Captopril
disease Heart failure Lercanidipine
Renal failure Furosemide
Hypoacusia Acenocoumarol
Digoxin
Paraffin oil
Ginkgo biloba
Polystyrene
sulfonate
Trazodone
Pantoprazole
40 Alzheimer's 76 Diabetes type Il Metformin
disease Sleep apnea Glibenclamide
Alprazolam
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45 Alzheimer's 69 Chronic Torsemide
disease bronchitis Cyproheptadine
Hypertension Budesonide
Hyperuricemia Escitalopram
Osteoarthrosis Lorazepam
47 Alzheimer's 82 Hypertension Tramadol
disease Diabetes type | Insulin
Glaucoma Losartan
HCTZ
Desmopressin
48 Alzheimer's 87 Hypertension Furosemide
disease Dyslipidemia Olmesartan
Heart failure Omeprazole
50 Alzheimer's 79 Hypertension Verapamil
disease Diabetes type 1l Chlorthalidone
Metformin
Citalopram
Omeprazole
51 Alzheimer's 82 Hypertension Telmisartan
disease Dyslipidemia HCTZ
Arthrosis Simvastatin
Anxiety Escitalopram
Clorazepate
Haloperidol
Lorazepam
Lansoprazole
Paracetamol
Metamizol
53 Alzheimer's 87 Digestive Omeprazole
disease problems Lactulose
54 Alzheimer's 83 Thyroidectomy Amlodipine
disease Hypertension Valsartan
Bronchitis Levothyroxine
Digoxin
Acetylcysteine
Alprazolam
Fluticasone
Salmeterol
55 Alzheimer's 81 Ischemic colitis Trazodone
disease
56 Alzheimer's 83 Hypertension Insulin
disease Diabetes type 1l AAS
Dyslipidemia Enalapril
Metformina
Glicazide
Simvastatin
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59 Alzheimer's 81 Hypertension Olmesartan
disease Dyslipidemia NTG
Amiodarone
Atorvastatin
AAS
Citicoline
Omeprazole
61 Alzheimer's 83 Hypertension Enalapril
disease Hyperuricemia Furosemide
Atrial fibrillation Carvedilol
Hypothyroidism Levothyroxine
Pituitary Allopurinol
microadenoma Lorazepam
64 Alzheimer's 77 Hypertension Valsartan
disease COPD Torsemide
Scleroderma Prednisone
Xeroderma Metotrexate
Osteoporosis AAS
Folate
Tiotropium
Penicillamine
Pentoxifylline
Domperidone
Alendronate
Paroxetine
Iron
Alprazolam
Calcium Vit. D
Omeprazole
65 Alzheimer's 78 Dyslipidemia Valsartan
disease COPD Levothyroxine
Hypothyroidism Risperidone
Hyperuricemia Clometiazol
Benign prostatic Permixon
hyperplasia
66 Alzheimer's 88 Heart failure Propranolol
disease Hypertension Furosemide
Benign prostatic Atorvastatin
hyperplasia Finasteride
Arthrosis AAS
Clorazepate
Omeprazole
67 Alzheimer's 77 Hypertension Bromazepam
disease Hepatitis C Silymarin
Osteoporosis Diosmin

Alendronate
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68 Alzheimer's 82 Hypertension Enalapril
disease Ischemic heart Simvastatin
failure Atenolol
Diabetes type 1l Lercanidipine
COPD Tamsulosin
Benign prostatic Doxazosin
hyperplasia AAS
Metformin
Omeprazole
69 Alzheimer's 80 Hypertension Losartan
disease Dyslipidemia HCTZzZ
Osteoporosis Simvastatin
Tramadol
Paracetamol
Buprenorfine
Diclofenac
Escitalopram
Omeprazole
72 Alzheimer's 79 Hypertension Ramipril
disease Diabetes type 1l Amlodipine
COPD Furosemide
Arrhythmia Rosuvastatin
Metformin
Sintrom
Ipratropium
Insulin
Pantoprazole
73 Alzheimer's 85 Hypertension Enalapril
disease Diabetes type 1l Insulin
Dyslipidemia Simvastatin
Heart failure Nimodipine
Hypoacusia Metformin
Spondyloarthrosis Glimepride
AAS
Lorazepam
Omeprazole
74 Alzheimer's 85 Hypertension Enalapril
disease Dyslipidemia HCTZ
Arthrosis Simvastatin
75 Alzheimer's 77 Hypertension Enalapril
disease Diabetes type 1l Simvastatin
Dyslipidemia Metformin
Atrial fibrillation Sintrom
Repaglinide
Etoricoxib
Omeprazole
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76

Alzheimer's
disease

80

Hypertension
Dyslipidemia
Benign prostatic
hyperplasia

Olmesartan
Tamsulosin
Pravastatin
Finasteride
Alendronate
AAS
Escitalopram
Lorazepam
Acetylcysteine
Lactitiol
Calcium
Metamizol
Omeprazole

77

Alzheimer's
disease

85

COPD

Salbutamol
Citalopram
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CAPITULO 3

CARACTERIZACION DE LOS PERFILES METALOMICOS
ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y SU
PROGRESION DESDE EL DETERIORO COGNITIVO LEVE

Articulo 10. Radl Gonzélez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, José Luis
GOmez-Ariza. (2014). Characterization of metal profiles in serum during the
progression of Alzheimer’s disease. Metallomics 9:292-300.

Articulo 11. Raul Gonzélez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, José Luis

GOmez-Ariza. (2014). Homeostasis of metals in the progression of
Alzheimer’s disease. Biometals 27:539-549.
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Los articulos relacionados mads abajo han sido retirados de la tesis debido a
restricciones relativas a los derechos de autor. Dichos articulos han sido sustituidos por
la referencia bibliografica, asi como por el enlace al texto completo (solo miembros de
la UHU), enlace a la revista y resumen.

- Gonzalez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Gédmez Ariza, J.L.: “Characterization of
metal profiles in serum during the progression of Alzheimer’s disease”. Metallomics.
N2 6, pags. 292-300. DOI: /10.1039/C3MTO0O0301A

Enlace al articulo:
https://dx.doi.org/10.1039/C3MT00301A

RESUMEN:

Metal dyshomeostasis is closely related to Alzheimer's disease, so the characterization
of the metal profiles in these patients is of special interest for studying associated
neurodegenerative processes and to discover potential markers of disease. An
analytical approach, based on non-denaturing precipitation of proteins, has been
optimized for the fractionation of high molecular mass (HMM) and low molecular mass
(LMM) metal-species from serum, which were subjected to multielemental analysis by
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). This methodology was
applied to healthy controls, Alzheimer's disease (AD) and mild cognitive impairment
(MCI) patients in order to study the progression of dementia. Thus, it was found that
some metals, such as iron, copper, zinc and aluminium, suffer progressive changes
along the advance of neurodegeneration, suggesting that these imbalances could be
related to the decline of cognitive functions. On the other hand, elements such as
manganese, lithium or vanadium allow discriminating between controls and diseased
subjects, both AD and MCI, but no differences were found between these two clinical
stages, so they could be considered as precursors in the early development of
neurodegenerative failures. In addition, it should be noted the important role that low
molecular mass fractions of iron, copper, aluminium and cobalt appear to play in
pathogenesis of Alzheimer. Finally, correlation analysis indicated that these metal
abnormalities can be interrelated, participating in common processes such as oxidative
stress, altered homeostasis and uptake into brain, as well as impaired glucose
metabolism.



- Gonzédlez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Gdmez Ariza, J.L.: “Homeostasis of metals
in the progression of Alzheimer’s disease”. Biometals. Vol. 27, n. 3, pags. 539-549. DOI:
10.1007/s10534-014-9728-5

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1007/s10534-014-9728-5

RESUMEN:

In order to study the involvement of metals in the progression of Alzheimer’s disease,
serum samples from patients with Alzheimer and mild cognitive impairment were
investigated. For this purpose, metal content was analyzed after size-fractionation of
species and then, inter-element and inter-fraction ratios were computed. In this way,
the analysis allowed discovering changes that could be used as markers of disease, but
also provided a new insight into the interactions in the homeostasis of elements in
neurodegeneration and its progression. Aluminum and labile forms of iron and copper
were increased in demented patients, while manganese, zinc and selenium were
reduced. Interestingly, levels of different elements, principally iron, aluminum and
manganese, were closely inter-related, which could evidence a complex
interdependency between the homeostasis of the different metals in this disorder. On
the other hand, imbalances in metabolism of copper, zinc and selenium could be
associated to abnormal redox status. Therefore, this study may contribute to our
understanding of the pathological mechanisms related to metals in Alzheimer’s
disease.
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Los elementos metélicos y metaloides juegan un papel de gran importancia en
los sistemas bioldgicos, regulando y participando en numerosos procesos
celulares. En particular, su equilibrio es critico en el sistema nervioso central,
donde son esenciales en diversas funciones neuronales como los sistemas de
neurotransmision, el mantenimiento de mielinas, actividades enzimaticas o la
funcion mitocondrial, entre otras. En este contexto, la determinaciéon del
contenido total de metales en distintas muestras bioldgicas ha demostrado un
gran potencial para el estudio de la enfermedad de Alzheimer (seccion 3.3,
Introduccion). Sin embargo, estos elementos metélicos pueden encontrarse en
multiples formas quimicas, principalmente iones labiles y complejos con
ligandos organicos como aminoacidos o acidos organicos (especies de bajo
peso molecular, LMM), o formando parte de metaloproteinas (especies de alto
peso molecular, HMM). Esta distincidn entre las fracciones metélicas de bajo
y alto peso molecular es de vital importancia, ya que la forma en que estos
metales se encuentran en los sistemas bioldgicos finalmente repercute en sus
propiedades toxicoldgicas, actividad bioldgica y movilidad entre distintos
compartimentos biologicos. Por ello, la caracterizacion de estos perfiles
metalémicos puede proporcionar una vision mas completa sobre el papel de
estos metales en la patogénesis de la EA. Con este propésito, las muestras de
suero sanguineo de pacientes de EA, DCL y controles sanos fueron tratadas
mediante un procedimiento de precipitacion de proteinas en condiciones no
desnaturalizantes para separar las especies metélicas en funcion del tamafio, y
a continuacion, tanto el sobrenadante (LMM) como el precipitado (HMM) se
sometieron a analisis multi-elemental mediante ICP-MS. De forma
complementaria, el contenido total de metales (TOTAL) de estas muestras se
determind tras una simple dilucion. Ademas, con el fin de investigar la
interdependencia del metabolismo de los distintos metales en el organismo, se
realizaron analisis de correlaciébn de Spearman y se calcularon los
correspondientes ratios elementales.

La aplicacion de esta plataforma metalémica revelé alteraciones en las
concentraciones de humerosos metales en suero, tanto esenciales (e.g. hierro,
cobre, zinc, manganeso, selenio) como téxicos (e.g. aluminio).
Complementariamente, los andlisis de correlacion demostraron que los
cambios en la homeostasis de estos metales en respuesta a la progresion de los
procesos neurodegenerativos en la EA estan inter-relacionados. Los ratios
inter-elementales, calculados para cada fraccion (i.e. TOTAL, HMM, LMM,;
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Tabla 3, Articulo 11), permitieron descubrir el efecto de las alteraciones en un
metal particular sobre la homeostasis del resto de elementos en cada nivel de
organizacion estructural. Sin embargo, en el caso particular del aluminio y el
manganeso, los ratios inter-elementales entre distintas fracciones también
mostraron cambios significativos (Tabla 4, Articulo 11), lo cual podria sugerir
que las correlaciones inter-elementales no solo ocurren entre especies
estructuralmente anélogas, evidenciando la complejidad de la bioguimica
celular de los metales. Por dltimo, los ratios LMM/TOTAL fueron
computados para cada elemento con el fin de evaluar la labilidad de los
enlaces metal-biomolécula y la correspondiente liberacion de iones metélicos,
lo cual podria servir como un indicativo de estrés oxidativo inducido por la
generacién de radicales libres.

¢+ Hierro, cobre y zinc

El procedimiento metalomico previamente descrito permitié relacionar la
patogénesis de la EA con anormalidades en los tres metales de transicion
mayoritarios (i.e. hierro, cobre y zinc). Considerando el contenido TOTAL y
la fraccion HMM, los niveles séricos de hierro y zinc sufrieron una
disminucién progresiva a lo largo del desarrollo de la enfermedad
(EA<DCL<control), mientras que en el caso del cobre se observé un aumento
a medida que los déficits cognitivos empeoran (EA>DCL>control). Ademas,
los coeficientes de correlacion y ratios inter-elementales calculados
demostraron que la homeostasis de estos metales estd estrechamente
relacionada con la de otros elementos (e.g. aluminio, manganeso, molibdeno,
cobalto). Estas inter-relaciones podrian asociarse a la existencia de
mecanismos competitivos de transporte y asimilacion cerebral comunes para
todos estos metales, como el transporte mediado por transferrina o los
transportadores de metales divalentes.

Alternativamente, el analisis de la fraccion LMM revel6 un aumento del
contenido de hierro y cobre en suero de DCL y EA. Ademas, el ratio
LMM/TOTAL calculado para estos dos metales también mostré un
incremento significativo en muestras de EA. La liberacion de estos metales
labiles podria asociarse a fallos en las proteinas que regulan su metabolismo,
como la ferritina, transferrina o ceruloplasmina, lo cual finalmente conduce a
la produccion de radicales libres y la induccion de estrés oxidativo.
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¢ Manganeso

Los niveles de manganeso se encontraron significativamente reducidos en
suero tanto de EA como DCL, lo cual podria asociarse exclusivamente a una
sub-expresion de metalo-proteinas, ya que no se observaron especies de Mn
en la fraccion LMM. Los ratios inter-elementales Mn/M (M: Fe, Cu, Zn, Al,
etc) demostraron una gran interdependencia del metabolismo del manganeso
con otros metales de transicion, en linea con los hallazgos previamente
descritos para el hierro, cobre y zinc. Por ultimo, cabe destacar que estas
anormalidades podrian asociarse a un mecanismo patologico temprano, ya que
los niveles séricos de Mn permitieron discriminar entre controles y pacientes
enfermos, pero no entre las dos etapas clinicas estudiadas (EA y DCL).

K/

< Aluminio

Los perfiles metaldmicos obtenidos mostraron un aumento progresivo del
contenido de aluminio en todas las fracciones analizadas a lo largo de la
progresion de la enfermedad (control<DCL<EA). Sin embargo, esta tendencia
es especialmente destacable en la fraccion LMM, la cual solo representa el
10% del total, pero dobla su concentracion en suero de EA. Como reflejan los
cambios detectados en los ratios elementales calculados, este contenido
anormal de aluminio puede afectar a la distribucién de otros elementos. Entre
estas interacciones, cabe destacar la estrecha relacion entre la homeostasis del
Al y el Fe, ya que ambos se transportan mediante su unién a transferrina.
Ademas, este mecanismo competitivo de transporte puede explicar la
toxicidad inducida por el aluminio, ya que aunque este metal no presenta
actividad redox, la competicion con iones férricos por la union a transferrina
causa la liberacién de este Ultimo, promoviéndose asi la formacion de
radicales libres. En este sentido, los coeficientes de Spearman mostraron una
correlacién positiva entre los niveles de hierro, cobre, aluminio y cobalto en la
fraccion LMM, demostrando la participacion de todos estos metales en la
induccion del estrés oxidativo asociado al desarrollo de la EA.

«» Selenio

El contenido total de selenio y selenoproteinas se vio reducido en muestras de
suero de pacientes afectados por la EA, mientras que los niveles de seleno-
metabolitos se encontraron disminuidos tanto en EA como DCL. También se
observo un incremento en los ratios inter-elementales entre distintos metales y
selenio, lo cual permitiria relacionar la disminucién de este metaloide con una
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respuesta protectora frente al estrés oxidativo inducido por metales. Ademas,
la disminucién del ratio LMM/TOTAL refleja un cambio en el metabolismo
del selenio en pacientes de EA, probablemente como consecuencia de un
mecanismo regulatorio para mantener los niveles de selenoenzimas
esenciales, a costa de la disminucion del contenido de especies de bajo peso
molecular.

«» Otros metales

La concentracion de vanadio (TOTAL y HMM) se vio ligeramente aumentada
en suero de EA y DCL, y ademas se pudo correlacionar positivamente con
otros metales como el selenio, cromo y zinc, todos ellos implicados en
desdrdenes glucometabolicos.

Por el contrario, los niveles de litio se encontraron reducidos en suero tanto de
EA como DCL. El andlisis de correlacidon permitio relacionar el metabolismo
de este elemento al del aluminio y el cobalto, probablemente debido al efecto
neuroprotector del litio frente a la toxicidad inducida por el aluminio y su
capacidad para mejorar el transporte intra-celular de folato y B12,
respectivamente.

Por ultimo, también se observd una disminucion del contenido sérico de
molibdeno en pacientes de EA, lo cual puede tener importantes consecuencias
metabolicas debido a la esencialidad de este elemento como cofactor de
distintas enzimas.
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CAPITULO 4

ANALISIS METABOLOMICO DE SUERO, CEREBRO Y
ORGANOS PERIFERICOS DEL RATON TRANSGENICO
APP/PS1 PARA CARACTERIZAR DE FORMA INTEGRAL LAS
PERTURBACIONES METABOLICAS ASOCIADAS A LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Articulo 12. Radl Gonzalez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, Javier
Vitorica, José Luis GOmez-Ariza. Application of metabolomics based on
direct mass spectrometry analysis for the elucidation of altered metabolic
pathways in serum from the AAPP/PS1 transgenic model of Alzheimer’s
disease. J Pharm Biomed Anal 107:378-385.

Articulo 13. Raul Gonzélez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, Javier
Vitorica, José Luis GOmez-Ariza. Deciphering metabolic abnormalities
associated with Alzheimer’s disease in serum from the APP/PS1 mouse model
using integrated metabolomics approaches. Biochimie 110:119-128.

Articulo 14. Rall Gonzalez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, Javier
Vitorica, José Luis Gomez-Ariza. (2015). Metabolomic screening of regional
brain alterations in the APP/PS1 transgenic model of Alzheimer’s disease by
direct infusion mass spectrometry. J Pharm Biomed Anal 102:425-435.

Articulo 15. Raul Gonzalez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, Javier
Vitorica, José Luis GoOmez-Ariza. (2014). Region-specific metabolic
alterations in the brain of the APP/PS1 transgenic mice of Alzheimer's
disease. Biochim Biophys Acta 1842:2395-2402.

Articulo 16. Rall Gonzalez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, Javier
Vitorica, José Luis Gomez-Ariza. High throughput multi-organ metabolomics
in the APP/PS1 mouse model of Alzheimer’s disease. Electrophoresis
(aceptado).

Articulo 17. Raul Gonzélez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, Javier
Vitorica, José Luis Gomez-Ariza. Metabolomic investigation of systemic
manifestations associated with Alzheimer’s disease in the APP/PS1 transgenic
mouse model. Mol Biosystems (enviado).

Articulo 18. Raul Gonzalez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, Javier
Vitorica, José Luis GOmez-Ariza. Metabolomics reveals significant
impairments in the immune system of the APP/PS1 transgenic mice of
Alzheimer’s disease. Electrophoresis 36:577-587.
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Los articulos relacionados mads abajo han sido retirados de la tesis debido a
restricciones relativas a los derechos de autor. Dichos articulos han sido sustituidos por
la referencia bibliografica, asi como por el enlace al texto completo (solo miembros de
la UHU), enlace a la revista y resumen.

- Gonzalez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Vitorica, J., Gdmez Ariza, J.L.: “Application
of metabolomics based on direct mass spectrometry analysis for the elucidation of
altered metabolic pathways in serum from the AAPP/PS1 transgenic model of
Alzheimer’s disease”. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Vol. 107,
pags. 378-385, (2015). DOI: 10.1016/j.jpba.2015.01.025

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1016/].jpba.2015.01.025

RESUMEN:

Metabolomic analysis of brain tissue from transgenic mouse models of Alzheimer's
disease has demonstrated a great potential for the study of pathological mechanisms
and the development of new therapies and biomarkers for diagnosis. However, in
order to translate these investigations to the clinical practice it is necessary to
corroborate these findings in peripheral samples. To this end, this work considers the
application of a novel metabolomic platform based on the combination of a two-steps
extraction procedure with complementary analysis by direct infusion electrospray
mass spectrometry and flow infusion atmospheric pressure photoionization mass
spectrometry for a holistic investigation of metabolic abnormalities in serum samples
from APP/PS1 mice. A number of metabolites were found to be perturbed in this
mouse model, including increased levels of di- and tri-acylglycerols, eicosanoids,
inosine, choline and glycerophosphoethanolamine; reduced content of cholesteryl
esters, free fatty acids, lysophosphocholines, amino acids, energy-related metabolites,
phosphoethanolamine and urea, as well as abnormal distribution of phosphocholines
depending on the fatty acid linked to the molecular moiety. This allowed the
elucidation of possible pathways disturbed underlying to disease (abnormal
homeostasis of phospholipids leading to membrane breakdown, energy-related
failures, hyperammonemia and hyperlipidemia, among others), thus demonstrating
the utility of peripheral samples to investigate pathology in the APP/PS1 model.



- Gonzadlez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Vitorica, J., GOmez Ariza, J.L.:
“Deciphering metabolic abnormalities associated with Alzheimer’s disease in serum
from the APP/PS1 mouse model using integrated metabolomics approaches”.
Biochimie. Vol. 110, pags. 119-128, (2015). DOI: 10.1016/j.biochi.2015.01.005

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2015.01.005

RESUMEN:

The transgenic mouse APP/PS1 is widely employed by neuroscientists because
reproduces well some of the neuropathological and cognitive deficits observed in
human Alzheimer's disease. In this study, serum samples from APP/PS1 mice (n = 30)
and wild-type controls (n=30) were analyzed using a metabolomic multiplatform
based on the combination of gas chromatography-mass spectrometry and ultra-high
performance liquid chromatography-mass spectrometry, in order to obtain wide
information about serum metabolome. Metabolic profiles showed significant
differences between the groups of study, and numerous metabolites were identified as
potential players in the development of Alzheimer-type disorders in this transgenic
model. Pathway analysis revealed the involvement of multiple metabolic networks in
the underlying pathology, such as deficiencies in energy metabolism, altered amino
acid homeostasis, abnormal membrane lipid metabolism, and other impairments
related to the integrity of the central nervous system. It is noteworthy that some of
these metabolomic markers are in accordance with pathological alterations observed
in human Alzheimer's disease, while others have not been previously described.
Therefore, these results demonstrate the potential of metabolomics and the use of
transgenic animal models to understand the pathogenesis of Alzheimer's disease.

- Gonzadlez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Vitorica, J., Gémez Ariza, J.L.:
“Metabolomic screening of regional brain alterations in the APP/PS1 transgenic model
of Alzheimer’'s disease by direct infusion mass spectrometry”. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Vol. 102, pdags. 425-435, (2015). DOI:
10.1016/j.jpba.2014.10.009

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2014.10.009

RESUMEN:

The identification of pathological mechanisms underlying to Alzheimer's disease is of
great importance for the discovery of potential markers for diagnosis and disease
monitoring. In this study, we investigated regional metabolic alterations in brain from
the APP/PS1 mice, a transgenic model that reproduces well some of the
neuropathological and cognitive deficits observed in human Alzheimer's disease. For



this purpose, hippocampus, cortex, cerebellum and olfactory bulbs were analyzed
using a high-throughput metabolomic approach based on direct infusion mass
spectrometry. Metabolic fingerprints showed significant differences between
transgenic and wild-type mice in all brain tissues, being hippocampus and cortex the
most affected regions. Alterations in numerous metabolites were detected including
phospholipids, fatty acids, purine and pyrimidine metabolites, acylcarnitines, sterols
and amino acids, among others. Furthermore, metabolic pathway analysis revealed
important alterations in homeostasis of lipids, energy management, and metabolism of
amino acids and nucleotides. Therefore, these findings demonstrate the potential of
metabolomic screening and the use of transgenic models for understanding
pathogenesis of Alzheimer's disease.

- Gonzdlez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Vitorica, J., Gédmez Ariza, J.L.: “Region-
specific metabolic alterations in the brain of the APP/PS1 transgenic mice of
Alzheimer's disease”. Vol. 1842, n. 12, pdags. 2395-2402, (2014). DOI:
10.1016/j.bbadis.2014.09.014

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1016/j.bbadis.2014.09.014

RESUMEN:

Alzheimer's disease (AD) is the most common neurodegenerative disorder worldwide,
but its etiology is still not completely understood. The identification of underlying
pathological mechanisms is becoming increasingly important for the discovery of
biomarkers and therapies, for which metabolomics presents a great potential. In this
work, we studied metabolic alterations in different brain regions of the APP/PS1 mice
by using a high-throughput metabolomic approach based on the combination of gas
chromatography—mass  spectrometry and ultra-high  performance liquid
chromatography—mass spectrometry. Multivariate statistics showed that metabolomic
perturbations are widespread, affecting mainly the hippocampus and the cortex, but
are also present in regions not primarily associated with AD such as the striatum,
cerebellum and olfactory bulbs. Multiple metabolic pathways could be linked to the
development of AD-type disorders in this mouse model, including abnormal purine
metabolism, bioenergetic failures, dyshomeostasis of amino acids and disturbances in
membrane lipids, among others. Interestingly, region-specific alterations were
observed for some of the potential markers identified, associated with abnormal fatty
acid composition of phospholipids and sphingomyelins, or differential regulation of
neurotransmitter amino acids (e.g. glutamate, glycine, serine, N-acetyl-aspartate), not
previously described to our knowledge. Therefore, these findings could provide a new
insight into brain pathology in Alzheimer's disease.



- Gonzalez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Vitorica, J., Gdmez Ariza, J.L.: “High
throughput multi-organ metabolomics in the APP/PS1 mouse model of Alzheimer’s
disease. Electrophoresis”. Vol. 36, n. 18, pdgs.. 2237-2249, (2015). DOI:
10.1002/elps.201400544

Enlace al articulo:
https://dx.doi.org/10.1002/elps.201400544

RESUMEN:

Metabolomics has demonstrated a great potential for the study of pathological
mechanisms occurring in brain from Alzheimer's disease patients and transgenic
models. However, its application to peripheral samples is not so common, although it
can provide interesting information about systemic abnormalities underlying to
disease. This work represents the first metabolomic investigation of multiple
peripheral organs (liver, kidney, spleen, and thymus) from the APP/PS1 mice by using a
high-throughput approach based on direct infusion MS. Our findings demonstrated
that these organs suffer significant metabolic impairments related to energy
metabolism (e.g. glycolysis, Krebs cycle, B-oxidation), lipid homeostasis (e.g. cellular
membrane breakdown and fatty acid metabolism), degradation of nucleotides,
oxidative stress, hyperammonemia, and metabolism of amino acids. It is noteworthy
that many of these alterations have been previously described in brain, confirming the
systemic character of this neurodegenerative disorder and the utility of peripheral
samples to understand its pathogenesis.

- Gonzadlez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Vitorica, J., Gémez Ariza, J.L.:
“Metabolomic investigation of systemic manifestations associated with Alzheimer’s
disease in the APP/PS1 transgenic mouse model”. Molecular Biosystems. N2 11, pags.
2429-2440, (2015). DOI: 10.1039/C4MB00747F

Enlace al articulo:
https://dx.doi.org/10.1039/C4MB00747F

RESUMEN:

There is growing evidence that Alzheimer's disease may be a widespread systemic
disorder, so peripheral organs could be affected by pathological mechanisms occurring
in this neurodegenerative disease. For this reason, a double metabolomic platform
based on the combination of gas chromatography-mass spectrometry and ultra-high
performance liquid chromatography-mass spectrometry was used for the first time to
investigate metabolic changes in liver and kidney from the transgenic mice APP/PS1
against wild-type controls. Multivariate statistics showed significant differences in
levels of numerous metabolites including phospholipids, sphingolipids, acylcarnitines,
steroids, amino acids and other compounds, which denotes that multiple pathways
might be associated with systemic pathogenesis of Alzheimer's in this mouse model,



such as bioenergetic failures, oxidative stress, altered metabolism of membrane lipids,
hyperammonemia or impaired homeostasis of steroids. Furthermore, it is noteworthy
that some novel pathological mechanisms were found, such as impaired
gluconeogenesis, polyol pathway or metabolism of branched chain amino acids, not
previously described for Alzheimer's disease. Therefore, these findings clearly support
the hypothesis that Alzheimer's disease may be considered as a systemic disorder.

- Gonzadlez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Vitorica, J., GOmez Ariza, J.L.:
“Metabolomics reveals significant impairments in the immune system of the APP/PS1
transgenic mice of Alzheimer’s disease”. Electrophoresis Vol. 35, n. 4, pags. 577-587.
DOI: 10.1002/elps.201400450

Enlace al articulo:
https://dx.doi.org/10.1002/elps.201400450

RESUMEN:

There Inflammatory processes and other failures related to the immune system are
common features associated with Alzheimer's disease (AD), in both brain and the
peripheral system. Thus, the study of the main organs of the immune system may have
a great potential for the elucidation of pathological mechanisms underlying these
abnormalities. This is the first metabolomic investigation performed in spleen and
thymus from transgenic mice of AD. Tissues were fingerprinted using a metabolomic
platform comprising GC-MS and ultra-HPLC-MS. Multivariate statistics demonstrated
significant differences in numerous metabolites between the APP/PS1 mice and wild-
type controls, and it was proven that multiple biochemical pathways are disturbed in
these organs including abnormal metabolism of phospholipids, energy deficiencies,
altered homeostasis of amino acids, oxidative stress, and others. Therefore, these
findings highlight the importance of the proper metabolic functioning of peripheral
immune system in the development of neurodegenerative disorders such as AD.
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En los articulos que dan soporte a este Capitulo se describe la aplicacion de
distintas plataformas metabolémicas en mdltiples 6rganos y fluidos bioldgicos
del ratdn transgénico APPg./PS1,gy con el fin de caracterizar de forma
integral la patologia asociada a la enfermedad de Alzheimer. En primer lugar
se aplicaron las técnicas de anélisis directo previamente optimizadas (DI-ESI-
MS y FIA-APPI-MS, esta ultima s6lo en suero) para obtener un primer
screening metabdlico y asi evaluar la utilidad de cada una de estas muestras
para discriminar entre animales transgénicos y controles. Posteriormente,
estas muestras se sometieron a analisis metaboldmico mediante UHPLC-MS y
GC-MS para obtener un perfil metabdlico completo de cada una de las
matrices bioldgicas estudiadas.

El andlisis del suero sanguineo revel6 numerosas alteraciones metabdlicas,
analogas a las observadas en muestras de pacientes humanos de EA y DCL
(Capitulos 1y 2), demostrando el potencial de estos ratones transgénicos para
investigar la patologia caracteristica de este desorden neurodegenerativo.
Ademas, el empleo de estos animales modelo también permitio tener acceso a
distintos drganos, lo cual es inviable en estudios con humanos. Las muestras
de tejido cerebral presentan una gran utilidad para estudiar de forma directa
los mecanismos neuropatoldgicos asociados a la EA. Asi, en los trabajos
incluidos en esta Tesis se analizaron distintas areas cerebrales con el fin de
investigar la especificidad regional de estas alteraciones metabolicas,
incluyendo hipocampo, corteza cerebral, cerebelo, estriado y bulbos
olfatorios. Alternativamente, también se estudiaron otros tejidos del sistema
periférico para evaluar el caracter sistémico de la EA, como higado, rifion
(6rganos metabdlicamente activos), bazo y timo (6rganos del sistema
inmune).

Los resultados obtenidos evidenciaron perturbaciones comunes a todos los
compartimentos biol6gicos investigados en numerosas rutas metabdlicas,
incluyendo alteraciones en lipidos de membrana, fallos en el metabolismo
energético, estrés oxidativo o hiperamonemia, entre otros, demostrando la
implicacion tanto del sistema nervioso central como del periférico en el
desarrollo de la patologia de la EA en el raton transgénico APP/PS1. Sin
embargo, cabe destacar que los niveles de algunos metabolitos mostraron una
regulacion diferencial dependiendo del tejido analizado, lo cual podria ser
indicativo de alteraciones selectivas del 6rgano investigado (e.g. metabolismo
de aminodcidos).
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% Metabolismo de fosfolipidos

Los perfiles metabolomicos obtenidos mediante DI-ESI-MS y UHPLC-MS
mostraron una reduccién significativa del contenido de 4&cidos grasos
poliinsaturados en numerosas clases de fosfolipidos en todas las muestras
analizadas, en linea con los resultados previamente descritos en suero
sanguineo de pacientes de la EA (Capitulos 1 y 2). Sin embargo, esta
disminucién en los niveles de PUFA-PL se vio acomparfiada por un aumento
paralelo de compuestos saturados, principalmente derivados del &cido
estearico. Ademas, se detectd un incremento de fosfolipidos derivados del
acido araquiddnico en distintas regiones cerebrales (i.e. C18:0/C20:4-PL,
C20:4-C20:4-PL), siendo la corteza cerebral el &rea més afectada. Este perfil
anomalo de acidos grasos podria ser indicativo de la existencia de importantes
fallos en los mecanismos de biosintesis y remodelacion estructural de los
fosfolipidos de membrana, potencialmente relacionados con los procesos de
muerte neuronal observados en la EA. Los niveles de acido docosatetraenoico
y acido docosapentaenoico también se encontraron aumentados en la fraccion
de fosfolipidos en tejido cerebral, lo cual podria asociarse a fallos
peroxisémicos ya que estos acidos grasos son intermedios en la biosintesis de
PUFAs en los peroxisomas. Por ultimo, se observé una acumulacion de
algunos fosfolipidos minoritarios en tejido renal, como fosfatidil-gliceroles,
fosfatidil-serinas y fosfatidil-inositoles, indicativo de fallos en la sintesis de
cardiolipinas, mantenimiento de la simetria de las membranas celulares y
disfunciones en el sistema de sefializacion del inositol, respectivamente.

Este metabolismo anormal de lipidos de membrana también se vio reflejado
en los niveles de diversos metabolitos procedentes de la degradacion de estos
fosfolipidos. La hidrdlisis de fosfolipidos mediante la accion de la fosfolipasa
A, conduce a la liberacion de acidos grasos y liso-fosfolipidos que pueden
acumularse en el tejido cerebral (Articulos 14 y 15). Sin embargo, el
contenido de LPLs en muestras periféricas (i.e. suero, higado, rifion, bazo,
timo) se vio reducido en los ratones APP/PS1, en linea con los hallazgos
previamente descritos en muestras de suero de pacientes de la EA, indicativo
de un catabolismo acelerado de liso-fosfolipidos a nivel sistémico. Por el
contrario, los niveles de LPLs derivados del &cido estedrico si se encontraron
aumentados en estas muestras periféricas, corroborando un metabolismo
anormal de este acido graso en los ratones APP/PS1. La acumulacion de
diglicéridos en suero y otros tejidos periféricos también puede considerarse
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como un marcador de degradacion de fosfolipidos, en este caso como
consecuencia de la sobreexpresion de las fosfolipasas C y/o D. Por ultimo,
también se observé el aumento de numerosos catabolitos de bajo peso
molecular en la mayoria de las matrices bioldgicas investigadas, incluyendo
colina, fosfocolina, glicero-fosfocolina, glicero-fosfoetanolamina, glicero-
fosfoinositol, glicerol y glicerol-3-fosfato. Sin embargo, estos metabolitos se
encontraron disminuidos en timo, evidenciando un metabolismo especifico de
fosfolipidos en este oOrgano. En este sentido, el anlisis metabolémico
mediante DI-ESI-MS revelé que las alteraciones en los niveles de betaina,
precursor de la colina, concuerdan con los cambios en el contenido de los
catabolitos previamente descritos (aumentado en rifion y bazo, disminuido en
timo, Articulo 16), lo que podria sugerir una regulacion diferencial de la
biosintesis de fosfolipidos en estos 6rganos. Ademas, los niveles de
etanolamina y fosfoetanolamina también mostraron tendencias opuestas
dependiendo del tejido analizado (disminuido en suero y tejido cerebral,
aumentado en higado y rifién), probablemente debido a que estos metabolitos
pueden actuar tanto como precursores o subproductos de degradacién de las
fosfatidil-etanolaminas. Para concluir, también se detectd un contenido
anormal de mio-inositol y mio-inositol-1-fosfato en suero, cerebro y 6rganos
periféricos, que podria relacionarse con un metabolismo alterado de fosfatidil-
inositoles y fallos en el sistema de sefializacion del inositol. En particular, la
homeostasis del mio-inositol y sus formas fosforiladas es de vital importancia
en el sistema nervioso central, ya que la acumulaciéon de mio-inositol en el
tejido cerebral es un marcador clasico de astrogliosis y muerte neuronal.

% Metabolismo de esfingolipidos

El analisis metabolémico de las distintas regiones cerebrales mediante
UHPLC-MS permitié detectar un incremento de esfingomielinas saturadas en
hipocampo, asi como una disminucién de especies insaturadas en corteza
cerebral y cerebelo, de forma similar a la tendencia observada en los niveles
de fosfolipidos. Sin embargo, el hallazgo mas notable fue la reduccion de
especies de cadena muy larga en todas las regiones investigadas (C22-C24), lo
cual finalmente se vio reflejado en los niveles de estos esfingolipidos en suero
(Articulo 13). Ademads, los perfiles metabdlicos de suero también mostraron
una disminucién de algunas bases esfingoideas en los ratones APP/PSL1 (i.e.
esfinganina, hexadecaesfinganina, fitoesfingosina), corroborando un
metabolismo andmalo de esfingolipidos.
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Por el contrario, el anlisis de los 6rganos periféericos demostrd un aumento de
estas esfingomielinas de cadena muy larga, acompariado de la disminucion de
las correspondientes ceramidas, evidenciando un cambio en el metabolismo
sistémico de esfingolipidos hacia la acumulacién de esfingomielinas.

% Otros lipidos

En linea con los resultados previamente descritos en relacion al metabolismo
de fosfolipidos y esfingolipidos, la reduccion del contenido cerebral de
colesterol (Articulos 14 y 15) también podria estar implicada en los procesos
de desestabilizacion de membranas neuronales, debido al importante rol que
juega este compuesto en la formacién de balsas lipidicas. Ademas, esta
reduccidn de los niveles de colesterol se vio acompafiada por la disminucion
de otros derivados como el sulfato de colesterol o distintos acidos biliares,
evidenciando importantes fallos en la homeostasis del colesterol en el modelo
APP/PS1. Una tendencia similar se observo al analizar las muestras de rifion y
bazo, con una disminucién del contenido total de colesterol y ésteres de
colesterol. Asimismo, los niveles de &cidos biliares también se encontraron
reducidos en suero e higado, corroborando la existencia de importantes fallos
en las rutas de biosintesis de estos compuestos. Por el contrario, los perfiles
metabolicos de suero, higado y timo mostraron un aumento significativo de
colesterol, lo cual podria sugerir una situaciéon de hiperlipidemia, uno de los
factores de riesgo vascular tradicionalmente asociado a la enfermedad de
Alzheimer.

Complementariamente, el andlisis mediante DI-ESI-MS permitié detectar una
acumulacién de triglicéridos en suero, rifién, bazo y timo, también indicativo
de hiperlipidemia. Sin embargo, las muestras de higado mostraron una
reduccién especifica de triglicéridos derivados del acido docosahexaenoico,
posiblemente como consecuencia de deficiencias en la biosintesis de este
acido graso debido a fallos peroxisémicos. Esta concentracion andmala de
triglicéridos se vio acompafiada por una perturbacién similar en los niveles de
acidos grasos libres (aumentados en rifion, bazo y timo, disminuidos en
higado, Articulo 16), evidenciando la existencia de mecanismos especificos
para la homeostasis lipidica en cada uno de estos 6rganos.

% Metabolismo energético
Las alteraciones metabdlicas detectadas en todos los compartimentos

biolégicos investigados del raton APP/PS1 respaldan los hallazgos descritos
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en el Capitulo 2, que relacionan la EA con fallos en numerosas rutas de
obtencion de energia, como se detalla en la Tabla 11. Sin embargo, en estos
trabajos se demuestra que esta situacion hipometabdlica afecta de forma
global tanto al sistema nervioso central como a los 6rganos periféricos,
corroborando el carécter sistémico de este trastorno neurodegenerativo.

En este contexto, cabe destacar las perturbaciones observadas en numerosos
intermedios de la glucdlisis y la via de la pentosa fosfato (e.g. glucosa, lactato,
piruvato, alanina, glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato, 1,3-bisfosfoglicerato),
indicativo de una reduccion en el catabolismo de carbohidratos. Ademas, los
cambios observados en los niveles de diversos &cidos organicos sugieren
importantes déficits en el ciclo de Krebs, probablemente como consecuencia
de fallos mitocondriales. Otro marcador de disfuncion mitocondrial es la
disminucién del contenido de carnitina y maltiples acil-carnitinas en todos los
tejidos analizados, que podria relacionarse con un metabolismo anormal de
lipidos mediante (-oxidacion. Sin embargo, las especies derivadas de los
acidos estedrico y oleico se encontraron aumentadas en algunos de estos
tejidos, en linea con los resultados previamente descritos para los fosfolipidos.
También se detectaron varias alteraciones en los perfiles metabolémicos que
permitirian relacionar algunos mecanismos patoldgicos caracteristicos del
sindrome metabdlico con el desarrollo de la EA en los ratones APP/PS1. En
primer lugar, la acumulacion de acil-carnitinas de cadena impar (C3/C5) es
indicativo de alteraciones en el metabolismo de aminoéacidos de cadena
ramificada, lo cual contribuye al desarrollo de resistencia a la insulina e
intolerancia a la glucosa. Asimismo, el incremento de los niveles renales de
sorbitol puede relacionarse con fallos en la ruta de los polialcoholes, una de
las perturbaciones metabdlicas mas importantes de la neuropatia diabética.
Por dltimo, la disminucion de los niveles de creatina y el aumento de
creatinina (excepto en cerebro) corrobora esta situacion hipometabdlica, ya
gue ambos metabolitos estdn implicados en la bioenergética celular a través
del sistema ATP-creatina.

Alternativamente, se observd de forma paralela la sobreexpresion de otras
rutas de obtencién de energia con el fin de compensar estas deficiencias
bienergéticas. Asi, la reduccion del contenido de cuerpos cetdnicos (i.e. B-
hidroxibutirato, acetoacetato) podria asociarse a una cetogénesis acelerada,
mientras que la disminucion de los niveles de multiples aminoacidos en
higado y rifion es indicativo de la sobreexpresion de la gluconeogénesis.
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«+» Metabolismo de aminoacidos

La homeostasis de los aminoacidos presenta una elevada complejidad, ya que
participan en multiples rutas bioguimicas dependientes del compartimento
biolégico considerado. En cerebro, la mayoria de estos aminoécidos estan
implicados en diversos sistemas de neurotransmision, muchos de los cuales se
ven alterados en el desarrollo de trastornos neurodegenerativos como la EA.
En los trabajos que componen este Capitulo se observé una reduccion de
glutamato y glicina en las regiones cerebrales primariamente afectadas por el
Alzheimer (i.e. hipocampo y corteza), asi como un incremento de serina, lo
cual podria asociarse a fallos en la modulacion de los receptores NMDA. Sin
embargo, en cerebelo se detecté una tendencia opuesta en los niveles de estos
aminoacidos (aumento de glutamato y glicina), mientras que los perfiles
metabolémicos de estriado mostraron un incremento de glutamato (como en
cerebelo), pero las alteraciones en otros co-agonistas de los receptores NMDA
concuerdan con los descritos para hipocampo y corteza cerebral. Por lo tanto,
podria concluirse que los cambios en la sinapsis mediada por NMDA en
respuesta a la EA presentan mecanismos de regulacion especificos en cada
region cerebral. De forma analoga, los niveles de aspartato y su derivado N-
acetil-aspartato también se encontraron disminuidos en las regiones afectadas
por una disminucion de glutamato (i.e. hipocampo, corteza, bulbos olfatorios).
Por el contrario, el andlisis del cerebelo y estriado demostrd un incremento de
N-acetil-aspartato, evidenciando la existencia de un metabolismo inter-
relacionado de estos aminodcidos. Los cambios detectados en los niveles
cerebrales de piro-glutamato también permitirian relacionar las alteraciones
previamente descritas en otros aminoécidos con una desregulacion en los
mecanismos de transporte a través de la barrera hematoencefalica mediada por
el ciclo del y-glutamilo. En este sentido, el contenido de acido piro-glutamico
se vio reducido en la mayoria de regiones cerebrales investigadas, de acuerdo
con los perfiles metabolomicos de suero de pacientes con EA (Capitulo 2),
pero su concentracién se vio incrementada en cerebelo, en linea con las
alteraciones detectadas en esta region en relacion a otros aminoécidos (e.g.
glutamato, glicina). Por Gltimo, también se observo la reduccion de otros
aminoacidos y compuestos relacionados, como la taurina, histidina, dopamina
y tirosina. La taurina juega multiples papeles en el SNC, participando en
procesos de neurotransmision, neuromodulacion y osmoregulacién, mientras
gue la histidina es el aminoacido precursor de la carnosina y la histamina.
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Ademas, la disminucién de los niveles de dopamina y su precursor tirosina,
principalmente en estriado, podria relacionarse con perturbaciones en el
metabolismo de las catecolaminas.

Los perfiles metabolémicos de higado y rifidn mostraron una disminucion
significativa del contenido total de aminoéacidos, indicativo de la
sobreexpresion de la ruta de la gluconeogénesis, como se ha descrito en el
apartado anterior. Ademas, las perturbaciones observadas en distintos
metabolitos implicados en el ciclo del y-glutamilo (e.g. glutamato, glicina,
piro-glutamato, cisteinil-glicina) en todos los 6rganos periféricos investigados
sugieren fallos en la biosintesis del glutation. EI aumento de los niveles de
histidina en bazo y rifién, junto con la acumulacién de aspartato y acido
imidazol-acético (s6lo en bazo), podria relacionarse con un metabolismo
alterado de la histamina. Por el contrario, el contenido de histidina se vio
reducido en timo, acompafiado por un aumento de acido urocanico, lo cual
podria ser indicativo de un metabolismo diferencial de este aminoacido en
este 6rgano del sistema inmune hacia la produccion de acido glutdmico. Por
altimo, la reduccion de los niveles de glicina, serina, asparato y treonina en
timo, asi como el aumento de prolina en bazo también puede contribuir
significativamente al desarrollo de la patologia de la EA en los ratones
APP/PS1, debido a la importancia de estos aminoacidos en el correcto
funcionamiento del sistema inmune (e.g. crecimiento del timo, proliferacion y
activacion de linfocitos).

Para concluir, hay que destacar que estas perturbaciones observadas en los
niveles de multiples aminoacidos en distintos 6rganos del raton APP/PS1
finalmente se vieron reflejadas en los perfiles metabolémicos de las muestras
de suero sanguineo, demostrando el potencial de este fluido biol6gico para
estudiar la patologia caracteristica de la EA de forma no invasiva.

«»+ Estrés oxidativo

El estrés oxidativo juega un papel primordial en el desarrollo de la EA a nivel
tanto central como sistémico, dando lugar a un perfil metabdlico caracterizado
por la disminucion del contenido de diversos compuestos antioxidantes y la
acumulacién de numerosos productos de oxidacion de distintos componentes
celulares. En este contexto, el analisis metaboldmico de cerebro, suero y
tejidos periféricos del ratdbn APP/PS1 revel6 un aumento de multiples
eicosanoides en todas estas matrices, incluyendo prostaglandinas (PG),
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leucotrieno B4 (LTB4), acido hidroxi-eicosa-tetraenoico (HETE) y é&cido
hidroxi-eicosa-pentaenoico (HEPE), clasicos marcadores de peroxidacion
lipidica. Como se ha descrito en el apartado anterior, la reduccion en los
niveles de histidina (suero, cerebro) podria relacionarse con fallos en la
sintesis de péptidos antioxidantes, en linea con la disminucion observada en el
contenido cerebral de homocarnosina. El déficit hepatico de glutation también
podria relacionarse con las alteraciones observadas en numerosos
aminoécidos y otros compuestos implicados en el ciclo del y-glutamilo.
Ademas, otros compuestos con propiedades antioxidantes también se vieron
disminuidos en distintos Organos periféricos, principalmente higado,
incluyendo &cido ascorbico, retinol y acido Urico.

¢+ Otros mecanismos patologicos

Los perfiles metabolémicos de estos tejidos también evidenciaron una
degradacion acelerada de nucleétidos, con niveles disminuidos de adenosina
monofosfato, uridina monofosfato, adenosina monofosfato ciclica y guanosina
monofosfato ciclica, asi como el incremento de numerosos nucledsidos, bases
puricas y pirimidinicas, y bases oxidadas.

La disminucidn de los niveles de urea en todos los compartimentos bioldgicos
investigados del ratdbn APP/PS1, junto con la reduccion de citrulina en suero y
putrescina en timo, asi como el incremento de otras poliaminas en cerebro (N-
acetil-espermidina) e higado (espermidina, N-acetil-espermidina), sugiere la
existencia de perturbaciones en el metabolismo del nitrgeno a través del
ciclo de la urea y la ruta de las poliaminas.

La reduccion del contenido sérico de distintas amidas de acidos grasos y
monoglicéridos podria asociarse a perturbaciones en la regulacion del sistema
endocanabinoide, el cual esta implicado en procesos de neurotransmision y
neuromodulacién, como ya se ha descrito en el Capitulo 2.

Para concluir, también se detecté la acumulacién de varios compuestos
exogenos en higado y rifion (ergotioneina y campesterol), lo cual podria ser
indicativo de la existencia de mecanismos mejorados para su asimilacion
desde la dieta, ya que estos compuestos no se pueden sintetizar en el
organismo.
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ELECTRONIC SUPPLEMENTARY DATA
DECIPHERING METABOLIC ABNORMALITIES ASSOCIATED WITH
ALZHEIMER’S DISEASE IN SERUM FROM THE APP/PS1 MOUSE MODEL USING
INTEGRATED METABOLOMIC APPROACHES

Raul Gonzalez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, Javier Vitorica, José Luis Gémez-Ariza

Table S1. Individual lipid biomarkers identified by UHPLC-MS profiling of serum samples

metabolite | mass (Da) | RT (min) | ion mode | fold change | p value
Bile acids

Taurocholic acid 515.301 3.08/3.30 | N 0.74 0.0423
Taurodeoxycholic acid | 499.307 3.22/3.48 | N 0.65 0.0416
Deoxycholic acid 392.309 3.92 N 0.46 0.0001
Eicosanoids

Prostaglandin (series 3) | 350.217 3.28 P,N 2.54 0.0001
HEPE 318.212 3.32/3.67 | P,N 4.56/7.11 0.0001
Prostaglandin (series 2) | 334.221 3.37/3.52 | P,N 5.66/4.39 0
Fatty acid amides

Palmitamide 255.248 3.48 P 0.56 0.0253
Stearamide 283.280 3.80 P 0.39 0.0006
Sphingoid bases

Hexadecasphinganine | 273.257 3.48 P 0.37 0.0011
Phytosphingosine 317.291 3.48 P 0.53 0.0425
Sphinganine 301.289 3.80 P 0.35 0.0014
Lysophospholipids

LPC(14:0) 467.308 4.32 P,N 0.78 0.0153
LPC(20:5) 541.306 4.33 P,N 0.69 0.0013
LPI1(16:0) 572.302 4.35 N 0.81 0.0413
LPI1(20:3) 622.323 4.38 N 0.64 0.0111
LPC(18:3) 517.324 4.38 N 0.89 0.0432
LPC(16:1) 493.307 4.47 P,N 0.71 0.0096
LPC(22:6) 567.328 4.60 P 0.82 0.0453
LPC(20:4) 543.331 4.62 P,N 0.75 0.0096
LPC(18:2) 519.336 4.63 P 0.93 0.0458
LPE(16:0) 453.304 4.65 N 0.80 0.0447
LPC(20:3) 545.336 4.92 P,N 0.67 0.0125
LPC(22:5) 569.337 4.95 P,N 0.71 0.0069
LPC(18:1) 521.358 5.12 P,N 0.76 0.0074
Phospholipids

P1(16:0/20:4) 858.527 7.62 N 0.60 0.0249
PC(16:1/20:5) 777.526 8.08 P 0.78 0.0437
PE(16:0/20:4) 739.523 8.08 N 0.67 0.0458
PPE(18:0/20:3) 753.562 8.13 P 0.77 0.0458
PE(18:1/22:6) 789.532 8.13 N 0.68 0.0117
PC(16:1/22:6) 803.556 8.15 N 0.63 0.0436
PC(20:4/22:6) 853.548 8.18 P 0.67 0.0324
PE(18:1/20:4) 765.544 8.18 N 0.69 0.0363
P1(18:0/20:3) 888.590 8.22 N 0.28 0.0203
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PC(16:1/20:4) 779.533 8.23 P,N 0.51 0.0154
P1(20:4/20:0) 914.609 8.30 N 0.62 0.0412
PC(16:1/18:2) 755.563 8.32 N 0.63 0.0472
PE(20:4/20:0) 795.582 8.37 P 0.75 0.0236
PC(20:3/20:3) 833.583 8.38 P 0.71 0.0213
PE(18:0/20:3) 769.552 8.48 P 0.87 0.0472
PC(16:1/16:0) 731.534 8.50 P 0.78 0.0457
PC(18:1/22:6) 831.561 8.52 P 0.83 0.0453
PC(18:1/20:4) 807.555 8.57 P 0.69 0.0333
PE(18:1/18:0) 745.549 8.77 P 0.78 0.0487
PPC(18:0/20:4) 793.581 8.88 P 0.80 0.0468
PC(16:0/18:0) 761.588 8.95 P,N 0.76 0.0452
PPC(18:0/18:0) 773.599 9.23 P 0.76 0.0476
PC(18:0/20:3) 811.609 9.25 N 0.66 0.0436
PC(18:0/20:2) 813.635 9.60 N 0.58 0.0441
Sphingomyelins

SM(d18:1/18:0) 730.585 8.85 P 0.92 0.0476
SM(d18:0/22:0) 788.659 9.52 P 0.97 0.0453
SM(d18:1/23:1) 798.646 9.68 P 0.81 0.0469
SM(d18:1/22:0) 786.681 9.82 N 0.74 0.0432
SM(d18:1/24:1) 812.662 9.88 P 0.93 0.0483
SM(d18:1/23:0) 800.659 10.13 P 0.94 0.0468
SM(d18:1/24:0) 814.701 10.38 N 0.73 0.0453

Abbreviations: HEPE: hydroxyl-eicosapentaenoic acid, LPC: lyso-phosph-ocholine, LPI: lyso-
phosphoinositol, LPE: lyso-phosphoethanolamine, PI: phosphoinositol, PC: phosphocholine, PE:
phosphoethanolamine, PPE: plasmenylethanolamine, PPC: plasmenylcholine, SM:
sphingomyelin, P: positive mode, N: negative mode.
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SUPPORTING INFORMATION

Table S1. Coefficient of signal variation within APP/PS1, WT and QC groups for phospholipids
and related compounds identified as potential markers for discrimination.

metabolite | %CV (APP/PS1) | %CV (WT) | %CV (QC)
LYSO-PHOSPHOLIPIDS

LPC(16:0) 19.6 12.7 5.5
LPC(18:1) 32.9 17.4 7.9
LPC(18:0) 116 24.3 5.3
PHOSPHOLIPIDS

PE(16:0/18:1) | 29.8 29.9 16.4
PE(16:0/18:0) | 40.1 23.3 19.5
PC(16:1/16:0) | 47.8 27.4 11.0
PC(16:0/16:0) | 22.9 16.9 5.1
PE(16:1/20:4) | 25.3 28.3 6.6
PPE(18:1/20:4) | 10.9 16.0 10.6
PC(16:0/18:2) | 14.3 19.9 3.4
PC(16:0/18:1) | 20.9 14.3 37
PC(16:0/18:0) | 13.0 11.1 5.6
PE(18:1/20:4) | 11.1 10.6 3.9
PPE(18:1/22:6) | 14.9 7.9 3.9
PC(16:0/20:4) | 11.3 7.6 2.5
PC(18:2/18:0) | 13.3 14.4 6.6
PC(18:1/18:0) | 13.9 9.2 7.7
PE(18:1/22:6) | 13.3 11.1 6.0
PC(16:0/22:6) | 11.9 16.3 1.8
PC(18:1/20:4) | 13.8 14.0 2.4
PC(18:1/22:6) | 25.7 28.1 6.2
PC(18:0/22:6) | 13.6 16.8 5.7
PC(18:0/22:5) | 15.4 133 5.6
CATABOLIC METABOLITES

choline 40.4 30.1 8.5
phosphocholine | 19.6 20.5 6.3
GPE 30.8 32.1 12.8
GPC 34.9 26.2 8.1

Abbreviations: LPC, lyso-phosphocholine; PE, phosphoethanolamine; PC, phosphocholine; PPE,
plasmenylethanolamine; GPE, glycerophosphoethanolamine; GPC, glycerophosphocholine.

Table S2. Coefficient of signal variation within APP/PS1, WT and QC groups for fatty acids and
related compounds identified as potential markers for discrimination.

metabolite | %CV (APP/PS1) | %CV (WT) | %CV (QC)
FREE FATTY ACIDS

palmitoleic acid 36.7 44.1 7.0
palmitic acid 43.2 38.6 2.4
linolenic acid 43.3 34.9 12.3
linoleic acid 50.3 39.2 3.2

oleic acid 48.7 44.9 1.5
arachidonic acid 41.4 31.9 2.7
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docosahexaenoic acid | 40.2 | 35.2 | 25
ACYLCARNITINES

C2-CAR 29.6 34.2 7.5
C3-CAR 31.0 38.2 8.3
C4-CAR 33.4 50.1 9.8
C5-CAR 23.4 19.8 7.9
C4-OH-CAR 48.6 38.3 7.0
C6-CAR 45.0 43.7 10.3
C6-OH-CAR 19.4 26.9 10.2
C8-CAR 44.1 43.8 13.7
C12-CAR 41.5 18.9 10.6
C14:1-CAR 23.3 27.8 12.3
C14:0-CAR 15.7 12.6 8.6
C16:1-CAR 37.7 30.8 7.5
C16:0-CAR 31.3 33.9 6.9
C18:1-CAR 40.9 45.9 5.5
C18:0-CAR 38.1 42.9 6.2
EICOSANOIDS

HEPE 28.4 30.0 12.6
HETE 40.1 52.4 12.0
prostaglandin 17.8 21.7 14.7

Abbreviations:  CAR, carnitine;  HEPE, hydroxyeicosapentaenoic  acid;  HETE,
hydroxyeicosatetraenoic acid.

Table S3. Coefficient of signal variation within APP/PS1, WT and QC groups for other lipids
identified as potential markers for discrimination.

metabolite | %CV (APP/PS1) | %CV (WT) | %CV (QC)
DIACYLGLYCEROLS

DAG(16:0/18:3) 29.4 19.6 12.1
DAG(16:0/18:2) 53.7 317 7.2
DAG(16:0/18:1) 48.4 34.4 6.3
DAG(18:3/18:1) 46.6 33.6 6.1
DAG(18:2/18:1) 33.8 315 11.6
DAG(18:1/18:1) 38.1 40.2 5.8
DAG(18:3/22:6) 50.6 48.6 3.8
DAG(18:3/22:6) 428 35.6 5.8
TRIACYLGLYCEROLS

TAG(14:0/16:0/18:2) | 45.8 34.2 4.0
TAG(14:0/16:0/18:1) | 46.2 29.6 2.2
TAG(16:0/16:0/16:0) | 40.9 33.1 4.1
TAG(16:1/16:1/18:2) | 43.7 28.7 2.6
TAG(16:1/16:0/18:2) | 40.7 24.3 1.1
TAG(16:0/16:0/18:2) | 33.3 18.1 1.1
TAG(16:0/16:0/18:1) | 30.6 19.3 3.1
TAG(16:0/16:0/18:0) | 29.3 19.5 2.4
TAG(16:0/18:3/18:2) | 49.4 33.7 1.2
TAG(16:0/18:2/18:2) | 41.9 215 1.0
TAG(16:0/18:2/18:1) | 32.2 13.2 1.0
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TAG(16:0/18:1/18:1) | 35.3 21.7 1.1
TAG(16:0/18:1/18:0) | 37.9 30.4 15
TAG(18:3/18:2/18:2) | 38.2 35.1 4.0
TAG(18:2/18:2/18:2) | 36.3 24.9 2.9
TAG(18:2/18:2/18:1) | 38.9 20.7 1.3
TAG(18:2/18:1/18:1) | 42.5 31.1 1.0
TAG(18:1/18:1/18:1) | 44.7 414 0.6
TAG(18:1/18:1/18:0) | 37.7 39.5 0.9
TAG(16:0/18:1/22:6) | 39.8 20.7 2.2
TAG(16:0/18:0/22:6) | 29.7 17.3 3.5
TAG(16:0/18:2/22:0) | 22.9 25.8 2.4
TAG(16:0/18:1/22:0) | 29.9 18.4 3.1
TAG(18:2/18:1/22:6) | 46.8 26.0 5.4
TAG(18:1/18:1/22:6) | 39.9 22.5 3.7
TAG(18:1/18:0/22:6) | 33.0 28.7 5.5
STEROIDS

cholesterol 53.0 36.6 19.5
deoxycholic acid 54.9 42.3 21.4
taurodeoxycholic acid | 54.5 40.0 16.7
taurocholic acid 33.5 30.9 8.8
CE(16:0) 30.7 42.0 8.1
CE(18:2) 415 22.2 4.6
CE(18:1) 49.2 53.4 1.9
CE(20:4) 40.7 18.9 8.0

Abbreviations: DAG, diacylglycerol; TAG, triacylglycerol; CE, cholesteryl ester.

Table S4. Coefficient of signal variation within APP/PS1, WT and QC groups for low molecular
weight metabolites identified as potential markers for discrimination.

metabolite | %CV (APP/PS1) | %CV (WT) | %CV (QC)
AMINO ACIDS

proline 21.5 25.3 9.4
threonine 18.0 18.2 6.8
aspartic acid 18.9 13.3 14.1
glutamine 18.6 14.7 7.8
glutamic acid 34.0 31.3 6.2
histidine 37.9 52.3 5.3
N-methyllysine 26.9 31.8 9.2
N-trimethyllysine 19.2 25.9 10.2
ENERGY-RELATED METABOLITES

acetoacetic acid 16.5 17.1 1.3
creatinine 37.0 28.6 8.6
fumaric acid 19.5 15.1 3.7
succinic acid 15.5 16.8 0.8
creatine 15.4 19.7 8.8
malic acid 34.3 25.7 12.3
glucose 23.7 13.7 3.9
sorbitol 14.9 15.3 14.5
glucose-6-phosphate | 31.5 27.1 10.1
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sucrose | 24.3 [17.7 | 33
NUCLEOTIDES METABOLITES

cytosine 41.7 56.3 7.4
uracil 15.1 18.9 8.5
adenine 30.6 24.8 6.3
hypoxanthine 21.6 22.7 5.0
xanthine 25.6 18.3 6.5
FAPy-adenine 33.7 28.9 9.7
uric acid 14.7 11.9 2.3
uridine 24.3 32.9 2.7
adenosine 49.7 26.5 4.2
inosine 33.5 24.5 10.4
UMP 54.4 345 3.8
cGMP 35.3 20.8 2.6
AMP 47.3 55.7 3.3
OTHERS

urea 53.8 33.0 16.2
hypotaurine 52.5 28.6 6.5
betaine 34.9 51.6 4.8
taurine 194 32.1 6.8
pyroglutamic acid 29.8 26.8 7.6
urocanic acid 40.5 50.4 14.4
spermidine 49.5 38.1 9.8
ascorbic acid 14.2 14.4 1.4
hippuric acid 35.3 54.5 5.4
N-acetylspermidine | 33.2 27.3 21.4
ergothioneine 31.3 46.8 19.5
retinol 49.7 52.9 20.3
glutathione 29.1 26.1 5.2

Abbreviations: UMP, uridine monophosphate; cGMP, cyclic guanosine monophosphate; AMP,
adenosine monophosphate.
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CAPITULO5

ESTUDIO METABOLOMICO DE LA COMPONENTE
INFLAMATORIA ASOCIADA A LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER EN EL MODELO TRANSGENICO APP/PS1/1L4-
KO

Articulo 19. Raul Gonzélez-Dominguez, Tamara Garcia-Barrera, Javier

Vitorica, José Luis GOmez-Ariza. Metabolomic research on the role of
interleukin-4 in Alzheimer’s disease. Metabolomics (aceptado).
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”

El articulo “Metabolomic research on the role of interleukin-4 in Alzheimer’s disease
que forma parte del Capitulo 5 ha sido retirado de la tesis debido a restricciones
relativas a los derechos de autor. Dicho articulo ha sido sustituido por la referencia
bibliografica, asi como por el enlace al texto completo (solo miembros de la UHU),
enlace a la revista y resumen.

- Gonzdlez Dominguez, R., Garcia Barrera, T., Vitorica, J., Gébmez Ariza, J.L.:
“Metabolomic research on the role of interleukin-4 in Alzheimer’'s disease”.
Metabolomics. Vol. 11, n. 5, pags. 1175-1183, (2015). DOI: 10.1007/s11306-015-0773-z

Enlace al texto complete del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://dx.doi.org/10.1007/s11306-015-0773-z

RESUMEN:

Inflammation plays a prominent role in the pathogenesis of Alzheimer’s disease,
affecting both brain and the peripheral system. Thus, modulation of inflammation in
animal models of this neurodegenerative disorder may be of great interest to elucidate
the pathological mechanisms underlying this inflammatory component. To this end, a
metabolomic investigation on a triple transgenic mouse model obtained by crossing
the APP/PS1 mice with interleukin-4 knockout mice (a model of impaired immune
function) was performed for the first time. Serum samples from transgenic mice and
wild type animals were analyzed by direct infusion mass spectrometry followed by
multivariate statistics in order to identify altered metabolites. Subsequently, metabolic
pathway analysis allowed the elucidation of potential pathological mechanisms
associated with the development of Alzheimer-type disorders in response to
interleukin-4 deficiency, such as impaired homeostasis of histamine, altered
metabolism of amino acids (threonine, aspartate and tyrosine), deregulated urea cycle
and increased production of eicosanoids. Therefore, this work demonstrates the
potential of this triple transgenic model with modulated immunity for the study of
pathological mechanisms associated with inflammation in Alzheimer’s disease
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En base a los resultados obtenidos en los trabajos incluidos en Capitulos
anteriores de esta Tesis, la patologia de la enfermedad de Alzheimer podria
relacionarse estrechamente con numerosos procesos inflamatorios y fallos en
el sistema inmune, con importantes repercusiones tanto en el sistema nervioso
central como a nivel sistémico. Por ello, tras investigar los mecanismos
patoldgicos asociados a la EA 'y su progresion desde el DCL, y posteriormente
demostrar la implicacion de diversos compartimentos bioldgicos en el
desarrollo de este trastorno neurodegenerativo (i.e. cerebro, suero sanguineo,
6rganos periféricos) mediante el empleo de ratones transgénicos APP/PS1, en
este Capitulo se describe la aplicacién de una plataforma metabolémica
basada en DI-ESI-MS con el fin de caracterizar las alteraciones metabolicas
asociadas a los procesos inflamatorios propios de la EA. Con este propdsito,
se hizo uso de un nuevo modelo transgénico de funcidén inmune deteriorada
basado en el cruce de los ratones APP/PS1 e IL4-KO (ver seccion 1.4.3,
Introduccién).

Los perfiles metabolémicos de suero sanguineo de animales control, APP/PS1
y APP/PS1/1L4-KO mostraron diferencias significativas en los niveles de 13
metabolitos, incluyendo aminoacidos (treonina, acido aspartico, tirosina),
eicosanoides (prostaglandinas, HEPE, LTB4) y otros compuestos (urea,
citrulina, histamina, 1-metil-histamina, acido urocanico, dopamina). La
mayoria de estos compuestos discriminantes se encontraron alterados en
muestras tanto de ratones APP/PS1 como APP/PS1/IL4-KO, pero no
mostraron diferencias significativas entre estas dos lineas transgénicas. Sin
embargo, cabe destacar que algunos de estos metabolitos sufrieron un cambio
gradual entre los tres grupos de estudio, como se representa en la Figura 19,
de modo que estas alteraciones metabdlicas podrian relacionarse con el
desarrollo de la patologia caracteristica de la EA en el modelo APP/PS1 vy su
agravamiento en respuesta a la deplecion del gen IL-4.

La reduccién de los niveles séricos de histamina y acido urocénico, junto con
el incremento de 1-metil-histamina, denota profundos fallos en el sistema
histaminérgico, en linea con los resultados obtenidos mediante analisis
metabolémico de los drganos del sistema inmune del raton APP/PS1
(Capitulo 4). Este déficit de histamina puede tener importantes repercusiones
en el desarrollo de la EA, ya que este compuesto esta implicado en la
respuesta inflamatoria frente a patégenos mediante la producciéon de
citoquinas y presenta actividad neurotransmisora. Ademas, la reduccién del
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contenido de histamina se vio ligeramente acentuada en suero de los ratones
APP/PS1/1L4-KO (Figura 19), probablemente como consecuencia de la
interconexion del metabolismo de la histamina y la interleucina 4 a través de
la inmunoglobulina E.

urea histamina treonina 1-metil- hlsl'lmlna actdo aspartico
T T i
i M i
H & | & Lo
WT TG IL WT TG IL WT TG WT TG IL WT TG IL
dcido urocdnico dopamina cnrulmn tirosina

= T T el
0 & 1 - }
M i R o I -
L H i 1 I O O 5 A A
WT TG IL WT TG IL WT TG IL WT TG IL

HEPE PG (serie 2) LTB4 PG (serie 3)

= L T

N P

WT TG IL WT TG IL WT TG IL WT TG IL

Figura 19. Diagramas de barras con intervalos de confianza (95%) para los
metabolitos discriminantes identificados mediante DI-ESI-MS en suero de ratones
APP/PS1 (TG) y APP/PS1/1L4-KO (IL).

El analisis de estas muestras de suero también reveld la disminucion de
multiples aminoacidos y otros compuestos relacionados en ambas lineas
transgénicas (treonina, aspartato, tirosina, dopamina), de forma analoga a las
perturbaciones descritas en timo de APP/PS1 (Capitulo 4), lo cual podria ser
indicativo de una funcion inmune deteriorada, ya que estos metabolitos juegan
un papel prominente en el correcto funcionamiento del sistema inmune (e.g.
crecimiento del timo, proliferacién y activacion de linfocitos, actividad
fagocitica).

Como se ha descrito en Capitulos anteriores, la reduccién del contenido de
urea y otros metabolitos implicados en la homeostasis del nitrégeno, como la
citrulina, podria relacionarse con una situacion de hiperamonemia derivada de
la existencia de deficiencias en los mecanismos de detoxificacion de amonio
en la EA. Sin embargo, la concentracion de estos metabolitos fue inferior en
suero de APP/PS1/1L4-KO que en APP/PS1, evidenciando que la deplecion
de IL-4 puede agravar estas perturbaciones en el ciclo de la urea.
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Para concluir, también se detectd un considerable aumento de algunos
eicosanoides en suero de estos ratones transgénicos, incluyendo acido hidroxi-
eicosa-pentaenoico, prostaglandinas y leucotrieno B4. La acumulacién de
estos mediadores pro-inflamatorios puede asociarse a la liberacion y posterior
oxidacion de &cidos grasos poliinsaturados debido a la sobre-activacion de
fosfolipasas. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de estos productos de peroxidacion lipidica entre ambos modelos
transgénicos, evidenciando que la interleucina 4 no juega un papel relevante
en la produccion de eicosanoides en la patogénesis de la EA.
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Conclusiones

. Las plataformas metabolémicas basadas en andlisis directo mediante
espectrometria de masas que se han optimizado en esta Tesis (DI-ESI-MS,
FIA-APPI-MS) presentan un gran potencial para realizar un primer
screening metabolico de maltiples fluidos y tejidos bioldgicos, gracias a su
amplia cobertura analitica, reducido tiempo de anélisis y simplicidad
instrumental.

. La combinacion de plataformas metabolomicas complementarias basadas
en el acoplamiento de técnicas de separacion ortogonales y posterior
deteccion mediante espectrometria de masas permite llevar a cabo una
investigacion mas exhaustiva de la totalidad del metaboloma (RP-UHPLC-
MS: compuestos de baja polaridad, principalmente lipidos; GC-MS:
metabolitos de bajo peso molecular; CE-MS: compuestos altamente
polares e i6nicos).

. La aplicacion de estas técnicas metaboldmicas permitié detectar
numerosas alteraciones metabdlicas en suero sanguineo asociadas a la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer y su progresion desde el
deterioro cognitivo leve, demostrando la elevada complejidad de la
etiologia subyacente a este desorden neurodegenerativo. Entre estos
mecanismos patolégicos, cabe destacar un metabolismo anormal lipidos de
membrana, fallos en diversos sistemas de neurotransmision, déficits en el
metabolismo bioenergéico, o estrés oxidativo, entre otros.

. El andlisis metabolémico de mdultiples compartimentos bioldgicos del
ratobn transgénico APP/PS1 (i.e. suero, cerebro, 6rganos periféricos)
permitid investigar de forma global los mecanismos patoldgicos asociados
al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

. Los perfiles metabolomicos de suero de pacientes de Alzheimer y ratones
APP/PS1 mostraron grandes similitudes, demostrando el potencial de este
modelo transgénico en el estudio de la enfermedad de Alzheimer.

. El andlisis comparativo de distintas regiones cerebrales demostré que las
areas mas afectadas por la neuropatologia caracteristica de la enfermedad
de Alzheimer en el ratdn APP/PS1 son el hipocampo y la corteza cerebral,
aunque otras regiones también se vieron perturbadas en menor medida,
incluyendo el estriado, cerebelo y bulbos olfatorios. Ademas, cabe destacar
gue algunos metabolitos mostraron tendencias opuestas dependiendo de la
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region investigada, evidenciando la existencia de perturbaciones regionales
especificas.

7. Los perfiles metabolémicos de higado, rifion, bazo y timo mostraron
cambios significativos en los niveles de multiples metabolitos, muchos de
los cuales son comunes a los ya descritos en suero y cerebro, confirmando
la naturaleza sistémica de este trastorno neurodegenerativo.

8. La aplicacion de técnicas metaboldmicas en muestras de suero de ratones
transgénicos APP/PS1 y APP/PS1/IL4-KO permitié estudiar las
alteraciones metabdlicas subyacentes a los procesos inflamatorios
relacionadas con la enfermedad de Alzheimer.

9. Se optimiz6 un procedimiento metaldmico basado en el fraccionamiento
de las metalo-especies presentes en suero sanguineo segin su peso
molecular mediante precipitacion de proteinas en condiciones no
desnaturalizantes y posterior analisis en ICP-MS.

10. Los pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer y deterioro
cognitivo leve mostraron un perfil metalémico anémalo, caracterizado por
el aumento de los niveles séricos de aluminio, cobre y otros metales en la
fraccion de bajo peso molecular, asi como por la disminucion del
contenido total de hierro, zinc, manganeso y selenio. Ademas, los estudios
de correlacion demostraron la existencia de mecanismos interrelacionados
en la homeostasis de estos elementos metalicos.
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1. Metabolomic platforms optimized in this Thesis based on direct mass
spectrometry analysis (DI-ESI-MS, FIA-APPI-MS) present a great
potential to perform a first metabolic screening in multiple biological
fluids and tissues, due to its wide metabolome coverage, reduced analysis
time and instrumental simplicity.

2. The combination of complementary metabolomic platforms based on the
coupling of orthogonal separation techniques and subsequent detection by
mass spectrometry allows performing a more comprehensive investigation
of the entire metabolome (RP-UHPLC-MS: low polarity compounds,
mainly lipids; GC-MS: low molecular weight metabolites; CE-MS: highly
polar and ionic compounds).

3. The application of these metabolomic approaches allowed the detection of
numerous metabolic alterations in blood serum associated with the
pathogenesis of Alzheimer’s disease and its progression from mild
cognitive impairment, demonstrating the high complexity of the etiology
underlying this neurodegenerative disorder. These pathological
mechanisms include an abnormal metabolism of membrane lipids, failures
in different neurotransmitter systems, deficits in bio-energetic metabolism,
or oxidative stress, among others.

4. Metabolomic analysis of multiple biological compartments from the
APP/PS1 transgenic mice (i.e. serum, brain, peripheral organs) allowed
performing a holistic investigation about pathological mechanisms
associated with the development of Alzheimer’s disease.

5. Serum metabolomic profiles of Alzheimer’s patients and APP/PS1 mice
were very similar, demonstrating the potential of this transgenic model for
studying Alzheimer’s disease.

6. Comparative analysis of different brain regions showed that the areas most
affected by the characteristic neuropathology of Alzheimer’s disease in the
APP/PS1 mouse are hippocampus and cortex, although other regions were
also disrupted to a lesser extent, including the striatum, cerebellum and
olfactory bulbs. Furthermore, it is noteworthy that some metabolites
showed opposite trends depending on the region investigated, evidencing
the existence of region-specific perturbations.

7. Metabolomic profiles of liver, kidney, spleen and thymus showed
significant changes in levels of multiple metabolites, common to those
previously described in serum and brain, corroborating the systemic nature
of this neurodegenerative disorder.
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8. The application of metabolomic techniques in serum samples from
APP/PS1 and APP/PS1/1L4-KO transgenic mice allowed studying
metabolic alterations underlying to inflammatory processes related to
Alzheimer’s disease.

9. We optimized a metallomic approach based on the fractionation of
metallo-species present in blood serum according to the molecular mass by
means of protein precipitation in non-denaturing conditions and
subsequent ICP-MS analysis.

10. Patients affected by Alzheimer’s disease and mild cognitive impairment
showed an abnormal metallomic profile, characterized by increased serum
levels of aluminum, copper and other metals in the low molecular weight
fraction, as well as decreased total content of iron, zinc, manganese and
selenium. Furthermore, correlation studies demonstrated the existence of
inter-related mechanisms in the homeostasis of these elements.
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