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RESUMEN/ABSTRACT 

RESUMEN 

Los contaminantes ambientales degradan la calidad del medio ambiente y perjudican la 

flora, fauna y la salud humana constituyendo una preocupación mundial de primer 

orden. Uno de los tipos de contaminantes ambientales más importantes son los 

químicos siendo los metales pesados de los más críticos y extendidos en los ecosistemas. 

El eje microbiota intestinal-cerebro supone la interrelación entre sistema nervioso 

central y tracto gastrointestinal a través de vías nerviosas, hormonales e inmunológicas 

e implicando a la microbiota intestinal. Esta es determinante en la neuroquímica 

cerebral y ha demostrado su influencia también en la salud reproductiva, llegando a 

influir también en el eje hipotálamo-hipófisis gonadal e hipotálamo-hipófisis tiroideo.  

Asimismo, los avances en neurociencias, en bioquímica y el aumento de la esperanza de 

vida están promoviendo constantes estudios sobre senilidad y la enfermedad de 

Alzheimer, cuyos biomarcadores está permitiendo el diagnóstico en estadios más 

precoces de la enfermedad, desviando los tradicionales criterios neuropatológicos en la 

fase terminal, hacia la identificación del grado y distribución neurológica de las lesiones 

asociadas según los Estadios de Braak.  

Las ciencias ómicas suponen un conjunto de disciplinas que permiten estudiar a gran 

escala los componentes moleculares de los sistemas biológicos. Según los objetivos de 

estudio se subdividen en cuatro grandes áreas: la genómica, que analiza el genoma 

completo; la transcriptómica, dedicada al conjunto de ARNm y visualizando procesos 

celulares que van a ocurrir; la proteómica, que estudia las proteínas y funciones 

celulares; y, la metabolómica, que analiza el conjunto de metabolitos y estado 

metabolómico del organismo en estrecha relación con el fenotipo. También la 

metalómica es otra disciplina que emerge entre las ómicas por el papel esencial de los 

metales en numerosos procesos biológicos. Además, las meta-ómicas definidas como 

ómicas cuyo objeto de estudio son los genes, fragmentos de ARN, proteínas, entre otros, 

provenientes de diferentes organismos (e.g. meta-genómica, meta-taxonómica, meta-

proteómica, entre otras) complementan este tipo de estudios. 
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En esta Tesis combinamos la metabolómica, metalómica y meta-taxonómico mediante 

técnicas analíticas de alta resolución como la espectrometría de masas, con objeto de 

estudiar la neurotoxicidad y efecto de contaminantes en la reproducción, considerando 

sus posibles efectos sinérgicos o antagónicos a través de la microbiota intestinal, 

utilizando para ello ratones modelo y cerebros humanos post-mortem con Alzheimer. 

Para el estudio del potencial impacto de un “cóctel químico” compuesto de arsénico, 

cadmio, mercurio, flumequina y diclofenaco sobre el metaboloma cerebral y testicular 

de ratones y su posible conexión con la microbiota intestinal, así como la 

suplementación con selenio, aplicamos una plataforma metabolómica no dirigida con 

las técnicas analíticas de cromatografía de gases acoplada a espectrómetro de masas de 

trampa de iones (GC-MS) y cromatografía líquida de ultra alta eficacia acoplada a 

cuadrupolo-tiempo de vuelo (UHPLC-QTOF). Los estudios metalómicos en muestras 

cerebrales post-mortem con Alzheimer se llevaron a cabo mediante mineralización 

asistida por microondas y determinación mediante plasma de acoplamiento inductivo 

con detector de triple cuadrupolo (ICP-QQQ-MS). Los estudios metataxónomicos se 

llevaron a cabo mediante la secuenciación del ARN ribosómico 16S con la plataforma de 

secuenciación MiSeq-Illumina. 

Nuestros resultados mostraron numerosas evidencias de la interacción clave entre la 

ingesta de selenio, la microbiota y los metabolitos cerebrales, teniendo potenciales 

efectos sobre la salud en múltiples niveles, incluido el eje microbiota intestinal-cerebro 

y la salud reproductiva, a pesar de haber sido afectados por los contaminantes. Por otra 

parte, observamos niveles más elevados de determinados metales y más bajos de otros, 

asociados a diferentes estadios de Braak en comparación con el grupo control y 

asociados a diferentes áreas cerebrales.  

Concluimos que  las metodologías metabolómicas basadas en la combinación de GC-MS 

y UHPLC-QTOF-MS han permitido determinar una amplia cobertura de metabolitos de 

diferente naturaleza en muestras de tejido cerebral y testicular de ratones expuestos 

al cóctel químico y suplementados con selenio. También, el análisis 

multielemental optimizado en muestras de tejido cerebral post-mortem basado 

en ICP-QQQ-MS,  permitió   determinar  el   metaloma   de  pacientes   con   diferentes 
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estadios de Braak de Alzheimer y en diferentes regiones del cerebro humano. 

Palabras clave: ómicas, eje microbiota intestinal-cerebro, eje microbiota 

intestinal-gónadas, Enfermedad de Alzheimer, espectrometría de masas. 
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ABSTRACT 

Environmental pollutants degrade the quality of the environment and harm flora, fauna 

and human well-being, constituting a major global concern. The most important type of 

pollutants are chemicals, with heavy metals being the most critical and widespread in 

ecosystems. 

The gut-brain axis involves a bidirectional communication between the central nervous 

system and the gastrointestinal tract through nervous, hormonal and immunological 

pathways and involving the gut microbiota. This is a determining factor in brain 

neurochemistry and has also demonstrated its influence on reproductive health, coming 

to be called the gut-gonad-microbiota axis due to the complex interactions with a 

potential impact in the hypothalamus-pituitary-gonadal and hypothalamus-pituitary-

thyroid axes. 

Likewise, advances in neuroscience, biochemistry and increased life expectancy are 

promoting constant studies on senility and Alzheimer's disease, whose biomarkers are 

allowing diagnosis in earlier stages, diverting traditional neuropathological criteria in the 

terminal phase, towards the identification of the degree and neurological distribution of 

associated lesions according to Braak Stages. 

Omics is a set of disciplines that allow the large-scale study of the molecular components 

of biological systems. According to the study objectives, they are subdivided into four 

large areas: genomics, which analyzes the entire genome; transcriptomics, which 

analyzes the set of mRNA and visualizes cellular processes that will occur; proteomics, 

with the study of proteins and cellular functions; and metabolomics, which analyzes the 

set of metabolites and metabolomic state of the organism in close relation to the 

phenotype. Metallomics is also another discipline that emerges among the omics due to 

the essential role of metals in numerous biological processes. Also, meta-omic 

methodologies defined as omics that study the whole genome, ARN fragments, proteins, 

among others, that come from different organisms (e.g. meta-genomics, meta-

taxonomics, meta-proteinomics, among others)  
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This Thesis focuses on metabolomics, metallomics and meta-taxonomics using high-

resolution analytical techniques such as mass spectrometry, with the aim of studying 

the potential neurotoxicity and effect of contaminants on reproduction, considering 

their possible synergistic or antagonistic effects through the gut microbiota, using model 

mice and post-mortem human brains with Alzheimer's. 

To study the potential impact of a “chemical cocktail” (arsenic, cadmium, mercury, 

flumequine, and diclofenac) on the brain and testicular metabolome of mice and its 

possible connection with the gut microbiota, as well as selenium supplementation, we 

applied an “untargeted” metabolomic platform combining the analytical techniques gas 

chromatography couple to ion-trap mass spectrometry (GC-MS) and ultra-high 

performance liquid chromatography coupled to quadrupole time-of-flight (UHPLC-

QTOF). Metallomic studies in post-mortem human brains with Alzheimer were carried 

out by inductively coupled plasma mass spectrometry with triple quadrupole (ICP-QQQ-

MS) after mineralization of the samples with a microwave oven. Meta-taxonomic 

studies to determine the microbiota profiles were carried out by 16S rRNA gene 

sequencing by the platform MiSeq-Illumina 

Our results showed numerous evidences of the key interaction between selenium 

intake, microbiota and brain metabolites, having potential effects on health at multiple 

levels, including the gut-brain axis and reproductive health, despite being affected by 

the contaminants. Moreover, we observed higher levels of certain metals and lower 

levels of others, associated with different Braak stages compared to the control group 

and associated with different brain areas. 

We conclude that the application of metabolomic methodologies based on the 

combination of GC-MS and UHPLC-QTOF-MS allowed determining a wide coverage of 

metabolites of different nature in brain and testicular tissue samples of mice exposed to 

the chemical cocktail and supplemented with selenium. Also, optimized multielement 

analysis in post-mortem brain tissue samples based on ICP-QQQ-MS allowed 

determining the metallome of patients with different Braak stages of Alzheimer's and in 

different regions of the human brain. 
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1. INTRODUCCIÓN

1.1. Contaminantes ambientales y “cócteles químicos” 

La contaminación ambiental supone la presencia de uno o más contaminantes, o 

cualquier mezcla de ellos, con capacidad para degradar la calidad del medio ambiente y 

perjudicar la flora, fauna y/o el bienestar humano [1]. Estas sustancias adquieren la 

categoría de contaminantes cuando superan los niveles naturales de presencia o cuando 

exhiben propiedades tóxicas. El tipo de contaminantes más importantes tanto por su 

elevado número como por su presencia universal, son los químicos, clasificándose en 

aniones inorgánicos, metales pesados y compuestos orgánicos. 

La exposición persistente de la población humana a sustancias químicas suscita una 

inquietud global de primer orden, fundamentada en la sólida evidencia que vincula la 

exposición con el desarrollo de enfermedades [2]. El riesgo químico no se limita a la 

toxicidad inherente de estos compuestos, sino que se agrava por su persistencia 

ambiental y su capacidad de acumulación en los tejidos orgánicos, lo que conlleva su 

biomagnificación a través de la cadena trófica [3]. 

La contaminación ambiental constituye uno de los desafíos más acuciantes del siglo XXI, 

exigiendo una atención prioritaria a nivel global. Su impacto trasciende las fronteras 

geográficas y afecta de manera multifacética a los ecosistemas, la salud humana y la 

economía. La creciente industrialización, el aumento de la población y los patrones de 

consumo insostenible han intensificado la liberación de sustancias contaminantes al 

medio ambiente, generando una serie de problemas ambientales como el cambio 

climático, la pérdida de biodiversidad y la degradación de los recursos naturales. En este 

contexto, abordar la problemática de la contaminación ambiental se revela como una 

necesidad para garantizar la sostenibilidad del planeta y el bienestar de las generaciones 

futuras. 
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Los metales pesados se consideran uno de los contaminantes más críticos y extendidos 

en los ecosistemas contemporáneos [4]. Caracterizados por su resistencia a la 

biodegradación y a los tratamientos de eliminación convencionales, estos metales 

exhiben toxicidad debido a su capacidad de sustituir elementos esenciales en los sitios 

activos enzimáticos y de inducir estrés oxidativo celular entre otros mecanismos (Figura 

1) [5].

Uno de los efectos de la toxicidad de los metales más estudiado sobre su afección para 

la salud ha sido y es, su mayor o menor influencia para el desarrollo de cáncer, 

llegándose a denominar a los metales y metaloides con esta característica ya establecida 

como agentes cancerígenos. La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer 

(IARC por sus siglas en inglés: International Agency for Research on Cancer) actualiza los 

listados de agentes cancerígenos según se va demostrando su carcinogeneidad. La 

Figura 1 recoge los principales efectos de algunos metales sobre la salud, por ejemplo, 

los efectos fisiológicos de la toxicidad del arsénico (As, incluido como carcinógeno en el 

Grupo 1 de la IARC) tiene elevada adversidad por cuanto que afecta a prácticamente 

todos los sistemas y órganos del cuerpo ya que interfiere con reacciones enzimáticas de 

amplia distribución: a nivel dérmico (hiperqueratosis irregular, queratodermia 

palmoplantar, líneas Mee en uñas, entre otros, además del cáncer de piel), hepático 

(cirrosis, necrosis hepática, angiosarcoma hepático,…), e igualmente a nivel renal, 

gastrointestinal, cardiovasculares, neurológicos, respiratorios, entre otros [6]. 

14



Figura 1. Influencia en la salud de algunos metales pesados[6]. 

Paralelamente, la presencia de fármacos en el medio ambiente ha suscitado creciente 

preocupación. Aunque sus concentraciones ambientales suelen ser consideradas 

subtóxicas, una sólida evidencia científica apunta a su potencial para inducir 

alteraciones endocrinas, epigenéticas y del desarrollo en organismos acuáticos y 

humanos tras exposiciones prolongadas [7]. 
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Estudios epidemiológicos y experimentales indican que los metales y los fármacos 

coexisten en el medio ambiente e interactúan de manera que pueden tanto aumentar 

como disminuir su impacto en la salud humana [8–10]. A pesar de la frecuente 

exposición de forma conjunta a multiples compuestos bioacumulables derivados de 

constantes actividades antropogénicas, es escasa la bibliografía científica dedicada al 

estudio de sus interacciones [11–14].  

Dado el creciente reconocimiento de las interacciones entre metales pesados y 

productos farmacéuticos en el medio ambiente, en esta Tesis hemos definido como 

“cóctel químico” de referencia a la mezcla de los elementos (As), cadmio (Cd), mercurio 

(Hg), y los fármacos diclofenaco (DCF) y flumequina (FLQ). Los componentes del “cóctel 

químico” fueron seleccionados por su prevalencia ambiental y sus reconocidos efectos 

adversos sobre los ecosistemas y sus habitantes, incluyendo el ser humano. El 

As, metaloide de distribución global, puede ingresar al organismo a través de diversas 

vías, incluyendo dérmica, oral e inhalatoria. Incluso a concentraciones reducidas, este 

elemento presenta riesgos para la salud, desde procesos inflamatorios hasta 

oncogénesis [15]. Su exposición prolongada a través del consumo de agua y alimentos 

contaminados puede causar cáncer y lesiones cutáneas, así como también se ha 

asociado a enfermedades cardiovasculares y diabetes. La exposición intrauterina y en la 

primera infancia se ha relacionado con efectos negativos en el desarrollo cognitivo y un 

aumento de la mortalidad en jóvenes adultos [16].  

Por otra parte, la exposición a As se ha identificado como un factor de riesgo asociado 

con la infertilidad masculina, tal como se evidencia en estudios previos [17]. 

Investigaciones epidemiológicas han corroborado esta relación, demostrando una 

asociación positiva entre la exposición a As y el incremento de marcadores de estrés 

oxidativo, así como una disminución de la calidad seminal [18, 19]. Además, se ha 

observado que el As correlaciona significativamente con el aumento de la excreción de 

hormonas sexuales en hombres en edad reproductiva [20, 21]. Estudios en animales han 

revelado los efectos adversos de As sobre la reproducción masculina, incluyendo la 

alteración de la morfología y función testicular, la disminución de la producción 

espermática, la reducción de la motilidad espermática y la modificación de la morfología 
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y función del esperma [22–24]. No obstante, la evaluación de la fertilidad masculina a 

través de la tasa de embarazo femenino en casos de exposición al As ha sido objeto de 

escasos estudios. 

El Cd, ampliamente utilizado en procesos industriales, se caracteriza por su prolongada 

persistencia biológica (aproximadamente 20-30 años) y su acumulación predominante 

en tejidos blandos, especialmente hígado y riñón [25]. La exposición dietética constituye 

la segunda fuente más relevante de Cd, asociándose a nefropatías, 

hepatopatías, desmineralización ósea y trastornos tiroideos y metabólicos [26]. Por otro 

lado, su exposición también ha sido ampliamente asociada con efectos adversos sobre 

la fertilidad masculina incluyendo la alteración endocrina, la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y la regulación epigenética como lo demuestran numerosos 

estudios en modelos animales y humanos [27, 28].  

El Hg es un metal de origen natural proveniente de la actividad volcánica, la erosión de 

las rocas, o la actividad humana, siendo esta última la causa principal de sus emisiones 

indicada por la Organización Mundial de la Salud (OMS)[29] combustión de carbón en 

centrales eléctricas, calefacciones y cocinas, procesos industriales, incineración de 

residuos y la extracción minera de Hg, entre otros metales). Representa un riesgo 

significativo para la salud pública debido a su toxicidad y con una creciente presencia 

antropogénica [30]. La inhalación de Hg o ingestión de sus compuestos, o la exposición 

cutánea a ellos, han dado lugar a trastornos neurológicos y del comportamiento, 

incluyendo temblores, insomnio, pérdida de memoria, efectos neuromusculares, 

cefalea o disfunciones cognitivas y motoras [29, 31, 32]. Algunos estudios han 

demostrado la presencia de signos subclínicos leves de toxicidad para el sistema 

nervioso central (SNC) en trabajadores expuestos durante varios años a niveles 

atmosféricos de al menos 20 μg/m3 de Hg elemental, además de efectos en los riñones 

que van desde la proteinuria, a la insuficiencia renal [29]. 

La exposición a Hg puede penetrar la barrera hemato-testicular, ejerciendo efectos 

nocivos directos sobre la integridad espermática, lo cual se confirma por los hallazgos 

del grupo de Siyu Li [28] mediante las técnicas de tinción de hematoxilina-eosina (HE) y 
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TUNEL. Estudios previos han documentado la capacidad del Hg inorgánico para alterar 

la secreción de andrógenos y dañar las células testiculares.  

La exposición a este metal pesado puede desencadenar una disfunción reproductiva 

severa en ratones machos, atribuible a la fibrosis testicular. La fibrosis testicular se 

caracteriza por un aumento de colágeno, un engrosamiento de la membrana basal y la 

formación de granulomas., Además se ha demostrado que la exposición a Hg inorgánico 

puede conllevar efectos adversos sobre el tejido testicular [33]. 

Entre los productos farmacéuticos se destaca el DCF, que constituye un fármaco de 

amplio espectro terapéutico, empleado habitualmente por sus propiedades analgésicas, 

antiinflamatorias y antipiréticas [34] y, dada su elevada utilización y su limitada 

eliminación en los procesos de potabilización, el DCF emerge como uno de los 

contaminantes farmacéuticos más prevalentes en los entornos acuáticos y terrestres 

[35]. También, la FLQ, antibiótico sintético perteneciente al grupo de las 

fluoroquinolonas, presenta actividad predominantemente frente a bacterias Gram-

negativas. Su empleo extendido en la industria agropecuaria para el control de 

enfermedades animales ha derivado en una significativa carga ambiental por el 

antibiótico y sus correspondientes metabolitos [36]. 

 

1.2. El papel del selenio como agente protector de contaminantes 

El selenio (Se) es un oligoelemento esencial con un papel destacado en la regulación de 

la función inmune, el metabolismo tiroideo [37] y la prevención del cáncer [38]. La 

deficiencia de Se se ha asociado a diversas patologías, como la insuficiencia cardíaca, la 

miodegeneración nutricional y la enfermedad de Keshan [39, 40]. La suplementación 

con Se promueve la formación de selenoproteínas, enzimas que desempeñan un papel 

crucial en la defensa antioxidante y la regulación redox [41]. Además, el Se es esencial 

para la salud reproductiva influyendo el desarrollo gonadal, la gametogénesis y la 

fertilización [42]. 
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Así pues, la suplementación con Se ha demostrado que la combinación de este 

oligoelemento con otros micronutrientes esenciales puede optimizar la eficiencia 

reproductiva en los hombres [43].  

Por otra parte, se ha demostrado el beneficio de la suplementación con Se en la 

enfermedad de Alzheimer (EA, o AD por sus siglas en inglés: Alzheimer’s disease ) ya que 

se ha demostrado la deposición de placas β amiloides (Aβ) en el cerebro de ratones 

modelo (APP/PS1) [44]. Asimismo, el Se ha mostrado ser eficaz en la disminución del 

estrés oxidativo en el SNC, lo que contribuye a mitigar los efectos de la EA demostrando 

la capacidad de Se para reducir esta enfermedad [45]. 

El Se también ha sido identificado como un antagonista de metales pesados como el Hg, 

el As y el Cd [46–49]. La interacción antagonista entre el Hg y el Se fue descrita por 

primera vez en 1967 en estudios con ratas expuestas a cloruro de mercurio y selenito 

[50]. No obstante, se ha observado que la exposición simultánea a compuestos de Hg y 

Se puede aumentar la retención de Hg en el organismo, posiblemente debido a la 

formación de complejos inertes de Se-Hg, lo que representa un mecanismo de 

protección contra la toxicidad del Hg [50, 51]. 

La evidencia científica sugiere que el Se, en sus diversas formas químicas, ejerce un 

efecto antagónico sobre la toxicidad del As y el Cd en diversos órganos, incluyendo el 

hígado, el riñón, el bazo, el cerebro y el corazón [46, 52, 53]. Estos hallazgos se han 

observado tanto en modelos animales como en estudios de cultivo celular. Se ha 

propuesto que el mecanismo de acción del Se frente a la toxicidad del As y el Cd se basa 

principalmente en la formación de complejos inorgánicos estables que reducen la 

biodisponibilidad de estos metales pesados [52, 53]. Además, las enzimas antioxidantes 

dependientes de Se desempeñan un papel crucial en la neutralización de las ROS 

generadas por la exposición a metales pesados, contribuyendo así a la protección de los 

tejidos y órganos afectados. 

Finalmente, cabe destacar estudios recientes que han revelado la capacidad del Se 

dietético para modular la composición y función del microbioma intestinal, lo que a su 

vez puede afectar al metabolismo y a la inmunidad del huésped [54–57]. La dieta se 
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reconoce como un factor determinante en la configuración del microbioma intestinal, 

con efectos tanto locales como sistémicos [58, 59], incluyendo la regulación de las 

hormonas reproductivas [60]. Se ha demostrado que la disbiosis intestinal inducida por 

una dieta alta en grasas puede dar lugar a trastornos neurológicos y alteraciones en la 

espermatogénesis [61, 62].  

Sin embargo, la suplementación con Se no es ninguna panacea a causa de que su exceso 

puede ser tan perjudicial como su escasez, dándose un rango en el cual la acumulación 

de Se comienza a causar problemas de salud y dicho rango varía enormemente entre 

poblaciones e individuos dado que dicha varianza es dependiente de mutaciones 

genéticas, variaciones epigenéticas e incluso del rol del microbioma. En este sentido, 

podemos apuntar de manera simplista que la relación entre toma de Se y efecto para la 

salud es en forma de una “U”, en la cual su deficiencia está ligada a enfermedades, por 

lo que estas enfermedades descienden con Se en un rango pequeño hacia un estado de 

mejor salud y, si finalmente su ingesta continua, se producen enfermedades como la 

Selenosis o diabetes de tipo 2 y se asocia entonces a un peor estado de salud con un 

mayor incremento de cáncer y mortalidad [63]. 

 

 
1.3. Cerebro y neurotoxicidad  
 
 
El cerebro es un órgano de gran complejidad al ser centro de control de nuestro 

organismo. Su correcto funcionamiento depende de una intrincada red de conexiones 

neuronales que permiten procesar información, generar pensamientos y emociones y 

coordinar nuestras acciones. Sin embargo, este órgano tan vital también es vulnerable 

pese a su barrera hematoencefálica (BHE, o BBB por sus siglas en inglés: blood brain 

barrier) a una amplia gama de factores ambientales, entre los que destacan las 

sustancias químicas [64, 65]. 

La neurotoxicidad ambiental, definida como el daño al SNC y al sistema nervioso 

periférico (SNP, o PNS por sus siglas en inglés: peripheral nervous system) causado por 

sustancias químicas presentes en el entorno, puede manifestarse de diversas formas 
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desde alteraciones sutiles en la función cognitiva, hasta trastornos neurológicos graves 

[66]. La exposición a neurotoxinas en cualquier etapa del desarrollo puede interrumpir 

procesos celulares secuenciales provocando un deterioro macroscópico, microscópico y 

funcional. Estos efectos pueden variar entre individuos estando condicionados 

asimismo por la duración, dosis e intensidad de la exposición [29], así como por factores 

como la edad, el estilo de vida y las propiedades neurotóxicas intrínsecas de las 

sustancias y las sinergias entre ellas. 

Las principales fuentes de neurotóxicos ambientales incluyen la actividad minera, las 

prácticas agrícolas inadecuadas y la gestión irresponsable de los procesos productivos 

en las industrias farmacéutica, alimentaria y de bebidas. Estas actividades liberan una 

gran variedad de sustancias tóxicas al medio ambiente, como metales pesados (Cd, As, 

plomo (Pb), níquel (Ni), Hg, cromo (Cr), zinc (Zn), cobalto (Co), etc.), plagicidas, 

herbicidas, antibióticos y sales de Hg [67–70]. 

Los neurotóxicos ambientales inducen una serie de alteraciones en el cerebro 

incluyendo estrés oxidativo, inflamación y neurodegeneración, las cuales pueden llevar 

a disfunciones cognitivas y conductuales, afectando significativamente la calidad de vida 

de las personas [71]. Entre las múltiples vías de exposición, la dieta y la calidad del aire 

desempeñan un papel fundamental en la manifestación de la neurotoxicidad y en el 

desarrollo neurológico [72]. 

Determinadas regiones cerebrales como el área postrema, el hipotálamo, la glándula 

pineal, los ganglios autónomos y las terminales nerviosas motoras y sensoriales, carecen 

de la protección con la que cuentan el SNC, la BHE y el SNP, barrera hematoaxónica, lo 

que las hace vulnerables a la entrada y lesiones por neurotoxinas [66]. En la Figura 2 se 

pueden observar las áreas cerebrales en las que más no centramos durante la realización 

de esta Tesis Doctoral. 
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Figura 2. Principales estructuras del córtex frontal, ganglios basales y sistema límbico.  

 
 
Los lóbulos frontales son responsables de numerosas y diversas funciones esenciales 

debido a que tienen amplias conexiones con otros sectores de la corteza y con las 

estructuras subcorticales como los ganglios basales [73]. Entre estas funciones destacan 

las más básicas como el control motor, la programación motriz o la atención, o funciones 

superiores como el lenguaje, el razonamiento abstracto, la metacognición o la cognición 

social [74]. Así, la región frontal se considera “el centro de programación y control de la 

actividad”, incluyendo la inhibición a estímulos irrelevantes y las funciones ejecutivas 

como la flexibilidad cognitiva y perseveración de la conducta hacia un fin, la 

direccionalidad y la selectividad de procesos en la toma de decisiones, la estabilidad de 

la actividad voluntaria, la concentración, el control y regulación interno, entre otros [75, 

76].  
 

En la zona más externa de la corteza frontal se distinguen tres grandes áreas 

anatomofuncionales (Figura 2): el córtex prefrontal dorsolateral (recibe y procesa la 

información sensorial ya elaborada de forma compleja desde otras áreas corticales), el 

frontomedial (recibe la información interoceptiva referente a órganos internos, de las 

estructuras corticales y subcorticales como el núcleo del tracto solitario, área 

hipotalámica lateral, núcleo paraventricular del tálamo, corteza insular) y el 
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orbitofrontal (procesamiento del valor de afecto que tienen los objetos que incluye la 

información proveniente de los sentidos: gusto, olfato y también somestésica, tacto y 

propiocepción, sentido de posición y equilibrio muscular). Esta última, zona orbital, 

permite reconocer objetos comestibles y nocivos, así como determinar su valor en 

forma de recompensa, dado que está basada en sus relaciones con la amígdala y la 

formación hipocampal [77]. 

Los ganglios basales (GB) son estructuras neuronales localizadas en regiones 

subcorticales compuestas por otros núcleos entre los que se encuentran: el cuerpo 

estriado que lo componen el núcleo caudado y núcleo lenticular, o lentiforme, formado 

a su vez por putamen y globo pálido, todas ellas con relevante papel en funciones 

motoras, cognitivas y de aprendizaje e interconectadas con el sistema límbico y de 

recompensa cuyo nucleo emocional es la amígdala, o cuerpo amigdalino [78]. Los GB 

trabajan en conjunto con la corteza cerebral, el tálamo y el tronco encefálico (Figura 2), 

formando circuitos neuronales esenciales que afectan a casi todos los aspectos del 

aprendizaje y comportamiento dado que las funciones de cada núcleo dependerá de los 

neurotransmisores utilizados, en general, núcleos excitadores y núcleos inhibidores [79, 

80].  

Núcleo Caudado y Putamen (núcleo estriado): El caudado, cerca del ventrículo lateral del 

cerebro y, localizado más lateralmente el putamen, forman juntos el núcleo estriado. 

Son críticos en la coordinación de movimientos automáticos y la ejecución de patrones 

motores aprendidos. También están implicados en funciones cognitivas como el 

procesamiento de retroalimentación y la planificación de movimientos. 

En el sistema límbico y de recompensa, la estría terminal conecta la amígdala con el 

diencéfalo y con las áreas frontales dorsomediales, además tiene conexiones hacia el 

tronco encefálico donde sinaptan con núcleos del sistema nervioso autónomo 

produciendo respuestas viscerales implicadas con las emociones. A través de estas 

conexiones la amígdala afecta las señales de salida motora al guiar conductas dirigidas 

por las emociones, así como impulsos necesarios para la supervivencia como buscar 

comida, calor, comodidad, escapar del dolor, mitigar la sed, huir ante el peligro, entre 

otros [79]. 
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En relación al cerebro y neurotoxicidad, las toxinas ambientales acceden al SNC a través 

de la BHE utilizando cuatro mecanismos (Figura 3): primero, a través transportadores 

utilizando canales específicos; segundo, aprovechando la característica lipofílica de la 

toxina para atravesar directamente la membrana plasmática; tercero, ingresando a 

través de una BHE interrumpida y cuarto, mediante la entrada directa de citocinas 

proinflamatorias sistémicas, producidas por la acción de toxinas en órganos sistémicos 

como pulmones, hígado y corazón [81]. 

 

 
Figura 3. Mecanismo patogénico de la neurotoxicidad por diversas toxinas ambientales 

(adaptada de [66]). 

 

Una vez en el SNC, estas toxinas afectan el funcionamiento fisiológico normal de diversas 

células incluidas neuronas, microglia, astrocitos y oligodendrocitos, lo que estimula la 

liberación de citocinas proinflamatorias como la interleucina-1β, el factor de necrosis 

tumoral-α y el interferón-γ, causando neuroinflamación y neurodegeneración en el SNC 

[82] (ver Figura 3). 

A pesar de los avances en la investigación, aún existe un vacío de conocimiento sobre 

los efectos sinérgicos de múltiples contaminantes. Es importante seguir investigando los 

mecanismos mediante los cuales los neurotóxicos dañan el cerebro y desarrollar 

estrategias para prevenir y mitigar sus efectos. 
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1.4. La microbiota intestinal  
 

El concepto Microbiota hace referencia al conjunto de microoganismos incluyendo 

bacterias, hongos, archeas, virus y protozoos, que colonizan un determinado lugar [83]. 

Concretamente, la microbiota intestinal se define como en el conjunto de 

microorganismos que habitan en el tracto gastrointestinal de un individuo. A pesar de 

que desde el punto de vista inmunológico los microorganismos son reconocidos como 

patógenos, muchos de ellos se encuentran cohabitando de manera simbiótica con los 

enterocitos. Los microorganismos comensales del intestino llevan a cabo funciones 

esenciales como la biotransformación de nutrientes y fármacos, la exclusión competitiva 

de patógenos y el mantenimiento de la homeostasis intestinal [84]. La relación 

simbiótica entre el huesped y su microbiota intestinal ha sido ampliamente estudiada y, 

varios de esos estudios en modelos animales gnotobióticos y en humanos, han 

demostrado la relevancia de la microbiota en la preservación de la integridad de la 

barrera intestinal y en la modulación de la respuesta inmune [84]. 

 

1.4.1. Eje microbiota intestinal-cerebro 

 

El eje microbiota intestinal-cerebro es una red de comunicación bidireccional que 

conecta el SNC con el tracto gastrointestinal. Esta interacción se lleva a cabo a través de 

vías nerviosas, hormonales e inmunológicas y también involucra la microbiota intestinal. 

El eje microbiota intestinal-cerebro regula funciones digestivas y afecta al estado 

emocional, el comportamiento y la salud mental. 

La relación entre el cerebro y el intestino es un concepto que ha evolucionado a lo largo 

de la historia. Ya en el siglo XVIII científicos como Robert Whytt observaron una 

conexión entre estos órganos a la que denominaron "simpatía nerviosa". A lo largo del 

siglo XIX esta idea se fortaleció y se llegó a considerar al estómago como un "segundo 

cerebro" debido a su influencia en el bienestar físico y emocional [85]. Sin embargo, no 

fue hasta finales de la década de 1960 cuando se acuñó el término "eje microbiota 

intestinal-cerebro", surgido a partir del descubrimiento de sustancias químicas comunes 
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al cerebro y al intestino, lo que sugería una comunicación bidireccional entre ambos 

órganos dando lugar a la hipótesis explicativa APUD (por sus siglas en inglés: amine 

precursor uptake and decarboxylation), que proponía un origen común en la cresta 

neural para las células productoras de estas sustancias, respaldando esa interrelación 

[86]. 

El hallazgo del microbioma intestinal ha enriquecido significativamente el modelo 

tradicional de comunicación bidireccional entre el cerebro y el intestino, dando lugar al 

concepto de "eje microbiota-intestino-cerebro" (GBA, por sus siglas en inglés, Gut-Brain 

Axis). Este enfoque enfatiza el papel crucial de la microbiota intestinal en los procesos 

de señalización bioquímica subyacentes [85]. 

Los estudios que apuntaban un papel determinante del microbioma intestinal en la 

modulación de la neuroquímica cerebral y el comportamiento emocional, se 

enfrentaron a un excepticismo inicial que ha evolucionado hacia un paradigmático 

cambio de perspectiva en la comprensión de numerosas patologías psiquiátricas y 

neurológicas (Figura 4). Así, los estudios preclínicos han utilizado una variedad de 

paradigmas experimentales para estudiar el papel de la microbiota intestinal en las 

interacciones intestino-cerebro (Figure 4, texto azul). Por otra parte, los resultados de 

estudios preclínicos del cerebro de rata se resumen en los cambios bioquímicos y 

comportamentales (Figura 4, texto en rojo a la derecha del cerebro de rata). Se pueden 

utilizar los mismos paradigmas experimentales en estudios humanos a excepción del 

estado de libre de gérmenes (GF, por sus siglas en inglés, Germ-Free). Por último, a 

diferencia de los roedores, las respuestas subjetivas y las neuroimágenes estructurales 

y funcionales son lecturas adecuadas en humanos (Figura 4 izquierda del cerebro 

humano). En la Figura 4 también podemos observar la considerable diferencia entre la 

proporción relativa de estructuras corticales y subcorticales entre el cerebro humano y 

el de roedores [87]. 
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Figura 4. Paradigmas experimentales del eje microbiota intestinal-cerebro en humanos y 

roedores (adaptada de [87]).  

 

Adicionalmente, se conoce que la microbiota intestinal modula múltiples vías de 

comunicación directas (sistema nervioso entérico y nervio vago) e indirectas 

(neurotransmisores, ácidos grasos de cadena corta, citocinas) del GBA. La Figura 5 ilustra 

las rutas de comunicación del GBA. Estas rutas incluyen la vía neural (nervio vago, 

sistema nervioso entérico, neurotransmisores y metabolitos neuroactivos como el 

butirato de ácido graso de cadena corta: SCFA), la vía inmune (citocinas) y las vías 

neuroendocrinas (secreción de hormonas intestinales como péptido YY, neuropéptido Y 

y péptido similar al glucagón-1; secreción de cortisol a través del eje hipotálamo-

pituitario-adrenal: HPA). Los metabolitos neuroactivos producidos por la dieta y los 

microbios modulan el GBA para afectar la función de la barrera intestinal, la secreción 

de hormonas de las células enteroendocrinas (EEC), la producción de neurotransmisores 

por el epitelio intestinal y la microbiota y la señalización glial entérica, relevantes para 

las enfermedades neurodegenerativas (imagen adaptada de [88]).  
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Figura 5. Vías de comunicación del eje microbiota-intestino-cerebro.  

 

La conexión bilateral del eje microbiota intestinal-cerebro incluye el cerebro, la médula 

espinal, el sistema nervioso autónomo (simpático, parasimpático y entérico) y el eje 

HPA, por lo que este eje es responsable de monitorear la homeostasis fisiológica y 

conectar las áreas emocionales y cognitivas del cerebro con las funciones intestinales 

periféricas, como la activación inmunitaria, la permeabilidad intestinal, el reflejo 

entérico y la señalización enteroendocrina [89].  

Los metabolitos producidos por la dieta y los microbios modulan el GBA para afectar la 

función de la barrera intestinal, la secreción de hormonas de las células 

enteroendocrinas (EEC), la producción de neurotransmisores por el epitelio intestinal y 

la microbiota y la señalización glial entérica, relevantes para las enfermedades 

neurodegenerativas mediante las siguientes vías de comunicación. 

Comunicación directa e indirecta entre cerebro y microbiota: 

 Vía neural: 

 Nervio vago 

28



 Sistema nervioso entérico (ENS) 

 Neurotransmisores 

 Metabolitos neuroactivos (por ejemplo, ácidos grasos de cadena corta, butirato) 

 Vía inmune: 

 Citocinas 

 Vía neuroendocrina: 

 Secreción de hormonas intestinales: 

o Péptido YY 

o Neuropéptido Y 

o Péptido similar al glucagón-1 

 Secreción de cortisol a través del eje HPA 

 

La hipótesis de que la microbiota intestinal ha desarrollado mecanismos para manipular 

nuestro sistema de recompensa, induciéndonos a preferir alimentos que favorecen su 

supervivencia y evitando aquellos que resultan perjudiciales [90], es cada vez más 

evidente. De igual manera, se ha propuesto que las interacciones entre la microbiota y 

el cerebro constituyen un factor determinante en la evolución del cerebro social [91]. 

En los últimos años se ha producido un crecimiento exponencial en relación a 

publicaciones científicas referentes a la microbiota intestinal y a los mecanismos a través 

de los cuales cambios en su composición influirían directamente en la aparición de 

trastornos digestivos y extradigestivos. Estas observaciones han permitido investigar la 

directa interrelación entre la microbiota intestinal y el funcionamiento del eje 

microbiota intestinal-cerebro, constituyéndose en el tercer elemento de este complejo 

sistema. En este sentido, existen estudios que sugieren que algunas enfermedades 

neuropsiquiátricas parecen tener vinculación directa con estados de disbiosis intestinal, 

así como una mayor incidencia de trastornos digestivos [92, 93]. 

Por otra parte, se han publicado distintos ensayos que demuestran la influencia de la 

microbiota intestinal sobre el comportamiento cerebral, por ejemplo, en diferencias en 

la conducta de ratones convencionales y ratones libres de gérmenes que son sometidos 

a estrés [94]. 
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Otros estudios demuestran que la implementación de cambios en la dieta, el uso de 

determinados antibióticos, el trasplante de microbiota fecal y la utilización de 

probióticos producen cambios en la química, el comportamiento y la actividad cerebral 

[95, 96]. 

Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigación han puesto de manifiesto 

que la suplementación con Se produce cambios en la microbiota intestinal aumentando 

las poblaciones de numerosas bacterias con efectos potencialmente beneficiosos para 

la salud (p. ej. lactobacillus genus) [97], también que modula los metabolitos producidos 

por la microbiota intestinal [98] y el metaboloma cerebral, así como el selenoproteoma 

[99] del plasma [97], testículos [100] y cerebro [99]. Asimismo, los estudios realizados 

sugieren que la exposición a “cócteles químicos” puede modular la microbiota intestinal 

[101] 

El nervio vago, juega un papel fundamental en esta comunicación transmitiendo señales 

desde el intestino al cerebro y viceversa. Además, el sistema nervioso entérico, una 

compleja red neuronal presente en las paredes intestinales, regula las funciones locales 

del tracto gastrointestinal y se comunica con el SNC. Por otro lado, las hormonas 

producidas en el intestino, como la serotonina y el péptido YY, pueden influir en la 

función cerebral, regulando el apetito, el estado de ánimo y otras funciones 

cognitivas. Asimismo, el sistema inmunitario intestinal, al detectar patógenos o 

sustancias dañinas, libera citocinas que pueden atravesar la BHE y modular la respuesta 

inflamatoria en el cerebro. 

La combinación de las líneas neuronales (vago) y hormonales (HPA) permiten que el 

cerebro influya en las actividades de las células efectoras funcionales intestinales, como 

las células inmunes, las células epiteliales, las neuronas entéricas, las células del músculo 

liso, las células intersticiales de Cajal y las células enterocromafines [102] y, estas células, 

están bajo la influencia de la microbiota intestinal. La microbiota intestinal tiene un 

impacto importante en el GBA interactuando no solo a nivel local con las células 

intestinales y el entérico, sino también influyendo directamente en los sistemas 

neuroendocrinos y metabólicos [103].  
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Los contaminantes neurotóxicos pueden dañar directamente las neuronas del nervio 

vago o interferir con la síntesis y liberación de neurotransmisores. Además, pueden 

alterar la permeabilidad de la BHE, permitiendo que sustancias tóxicas ingresen al 

cerebro y dañen las células cerebrales. Asimismo, los neurotóxicos pueden modular la 

respuesta inflamatoria inducida por las citocinas, contribuyendo a la neuroinflamación 

y al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como, por ejemplo, ocurre con la 

EA, que parece estar asociada con este rol de inflamación mediado por microbiota. El 

cerebro es capaz de iniciar una respuesta inmune frente a diferentes detonantes, 

principalmente microorganismos patógenos que en determinadas circunstancias se 

mantienen de forma persistente generando un estado de inflamación crónica 

denominado “neuroinflamación”, que a su vez puede ser consecuencia de 

enfermedades neurodegenerativas como la EA [92, 104]. 

En resumen, la exposición a neurotóxicos puede interrumpir la crucial comunicación 

entre el intestino y el cerebro con consecuencias potencialmente devastadoras para la 

salud [105]. 

 

1.4.2. Comunicación microbiota intestinal-gónadas 

 

La investigación interdisciplinaria en las últimas décadas ha revelado la profunda 

influencia de la microbiota intestinal en diversos aspectos de la salud humana. En este 

contexto, el eje microbiota-intestino-gónadas masculinas ha surgido como un nuevo 

paradigma, motivado en gran medida por la creciente prevalencia de trastornos 

reproductivos. A pesar de su reciente exploración, este eje promete ser un área 

fructífera para investigar las complejas interacciones entre la intestinal, el sistema 

endocrino y la función testicular. 

La infertilidad masculina es un problema creciente en todo el mundo. Comprender la 

influencia de la microbiota intestinal en la función testicular se vuelve crucial para 

entender las causas subyacentes a esta bajada de fertilidad a nivel global y, también, 

podría aportar luz en otros factores como en la influencia sobre los cambios hormonales 

asociados con el envejecimiento masculino como la andropausia. 
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Previamente hemos puesto de manifiesto el papel de la microbiota intestinal regulando 

procesos inmunológicos, llegando a provocar procesos inflamatorios crónicos con un 

desbalance de citoquinas que afectan a la salud de todo el organismo, incluidos las 

funciones reproductoras. 

Si bien el campo de la inmunología reproductiva continúa expandiéndose y la 

investigación sobre la influencia de la microbiota intestinal en la fertilidad masculina aún 

es emergente, existe una creciente evidencia que sustenta la relación entre ambos 

factores. De manera similar a su papel en la reproducción femenina, la microbiota 

intestinal modula la reproducción masculina a través de la regulación de las hormonas 

sexuales masculinas, la sensibilidad a la insulina, el sistema inmunitario y la microbiota 

testicular (Figura 6) [106].  

 
Figura 6. Efecto de la microbiota intestinal y la disbiosis en la función reproductiva masculina 

(adaptada de [106]). 
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La interrelación entre la testosterona y la microbiota intestinal constituye un sistema 

dinámico y complejo. La testosterona ejerce influencia sobre la composición y función 

de la microbiota intestinal al tiempo que, la microbiota intestinal modula la biosíntesis 

de testosterona. Estudios experimentales han evidenciado un retraso en el desarrollo 

de la barrera hemato-testicular en ratones libres de gérmenes, asociado a una 

disminución en la expresión de proteínas clave como E-cadherina, ocludina y ZO-2 en el 

testículo, lo que compromete la espermatogénesis y la fertilidad [107, 108]. La 

restauración de la microbiota intestinal mediante trasplante dio lugar a un incremento 

en los niveles circulantes de testosterona [109] subrayando el papel esencial de la 

microbiota intestinal en el desarrollo de la BHT, la espermatogénesis y la 

esteroidogénesis testicular. 

La comunicación entre la microbiota intestinal y los testículos puede involucrar 

mecanismos adicionales a la inducción de un estado inflamatorio, tales como la 

permeabilidad intestinal y la activación inmunitaria. Algunos autores [110] han 

demostrado que la transferencia de microbiota fecal de ratones obesos a ratones 

control, indujo un incremento de Bacteroides y Prevotella desencadenando una 

respuesta inflamatoria local, endotoxemia y deterioro de la espermatogénesis. Estos 

hallazgos revelan una correlación negativa entre la viabilidad espermática y la 

abundancia de Bacteroides y Prevotella [110].  

Por otro lado, el estudio de este eje de comunicación hormonal e inmunológico podría 

llevar al desarrollo de nuevas terapias para mejorar la fertilidad. Por ejemplo, 

conduciendo al uso de probióticos y prebióticos específicos para mejorar la salud 

reproductiva masculina, o desarrollando terapias personalizadas basadas en el perfil 

microbiano individual de cada paciente. En este sentido, se ha demostrado que la 

administración de Lactobacillus rhamnosus CECT8361 y Bifidobacterium longum 

CECT7347, provocó una disminución de la fragmentación del ADN espermático y un 

incremento de la motilidad espermática mediante la reducción de la generación de ROS 

[111].  
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La microbiota intestinal desempeña un papel modulador sobre los macrófagos 

testiculares. Los testículos, órganos caracterizados por un privilegio inmunológico, 

albergan macrófagos establecidos durante el desarrollo prenatal. La microbiota 

intestinal contribuye al mantenimiento de este microambiente inmunoprivilegiado 

mediante la estimulación de respuestas antiinflamatorias, como la activación del 

receptor similar al Toll 2 (TLR2), la producción de interleucina 10 (IL-10) y la modulación 

de los niveles de ácidos grasos de cadena corta y dihidrotestosterona [112].  

En conclusión, existe un papel crucial de la microbiota intestinal en la regulación de la 

función reproductiva masculina. Asimismo, se reconoce la influencia de los 

contaminantes ambientales sobre la composición y función de la microbiota, así como 

su impacto directo en la salud reproductiva. En este contexto, la presente Tesis tiene 

entre sus objetivos profundizar en la compleja interacción entre la microbiota intestinal, 

los contaminantes ambientales y la fertilidad masculina, con el fin de aportar nuevos 

conocimientos que contribuyan al esclarecimiento de los mecanismos subyacentes y al 

desarrollo de estrategias preventivas y terapéuticas. 

 

 
 
1.5. La enfermedad de Alzheimer (EA) 
 
 
La EA supone la forma más habitual de demencia (60%-70%) afectando en la actualidad 

a más de 55 millones de personas en todo el mundo [113]. Dado el aumento de la 

esperanza de vida con los nuevos avances científicos y médicos, la prevalencia de la EA 

también incrementa considerando que el envejecimiento es su principal factor de 

riesgo. Entre otros factores a destacar están los asociados con la genética, el sexo 

femenino, la exposición a metales, las enfermedades cardiovasculares como la diabetes 

mellitus tipo II o el síndrome de Down, así como factores más conductuales (dieta, nivel 

educacional, actividad física) [114]. Esta enfermedad se describe como una proteopatía, 

es decir, una anormalidad en el plegamiento de proteínas en el que el factor bioquímico 

tiene una notable relevancia en su aparición [115]. La atrofia neuronal de la EA comienza 

afectando principalmente a estructuras límbicas del lóbulo temporal medio implicadas 
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en la memoria y va extendiéndose hacia áreas corticales de asociación frontal, temporal 

y parietal. 

La neurodegeneración de esta enfermedad se caracteriza por la pérdida sináptica que 

conlleva la atrofia neuronal progresiva por agregados o depósitos solubles. Estos 

depósitos dan lugar a la acumulación anormal de placas difusas y neuríticas y marañas 

neurofibrilares que obstaculizan la comunicación interneuronal.  

Dentro de los biomarcadores más estudiados en la EA destacan el agregado conocido 

como oligómero de β-amiloide (Aβ) y la agregación de una hiperfosforilación 

descarriada de la proteína Tau en microtúbulos neuronales, que forman los Ovillos 

neurofibrilares (NFT). La Figura 7 describe la formación de agregados identificados como 

biomarcadores de la EA. El péptido amiloide β (PBA) se genera a través del 

procesamiento amiloidogénico (proteólisis regulada intramembranosa) de la proteína 

precursora del amieloide (APP). La γ–secretasa está formada por las presenilinas 1 y 2, 

la nicastrina, la APH-1 y PEN-2. La β–secretasa o BACE-1, proteasa aspártico-

transmembrana, compite con la α–secretasa, encontrándose principalmente a nivel del 

Aparato de Golgi y los endosomas. La proteína τ en el axón favorece la estabilización de 

los microtúbulos neuronales que darán lugar a los NFT intracelulares durante la EA y, 

tras la muerte celular, permanecen en el espacio extracelular “ovillos fantasmas” [116, 

117]. 

Figura 7. Formación de agregados identificados como biomarcadores de la Enfermedad de 

Alzheimer (EA). 
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La correcta actividad de la proteína Tau está determinada por el grado de fosforilación, 

siendo mediado por la acción equilibrada entre las quinasas y las fosfatasas que son 

responsables de la eliminación de sus grupos fosfato. Se conoce que en el caso de la EA 

está anormalmente hiperfosforilada [116]. 

No obstante, todavía debe estudiarse la implicación de estas dos proteínas Aβ y Tau en 

la EA, especialmente en sus conformaciones más neurotóxicas [118, 119]. Además, 

también juegan un importante papel en la clínica de la enfermedad la neuroinflamación 

o la vascularización alterada.  

En la Figura 8 se muestran marcadores biológicos de alteraciones histopatológicas en la 

EA: placas seniles compuestas por acumulaciones del PBA, ovillos NFT formados por 

depósitos fibrilares de la proteína Tau hiperfosforilada (p-Tau), neuroinflamación, 

disfunción sináptica y neurodegeneración [119] 

 

 
Figura 8. Marcadores biológicos de alteraciones histopatológicas en la Enfermedad de 

Alzheimer (EA) [119]. 

 

36



Algunos estudios sobre la neuroinflamación en la EA han determinado que desde la 

microglia se liberan al torrente sanguíneo citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, 

factor alfa de necrosis tumoral, o el factor de crecimiento beta. Estas citoquinas están 

correlacionadas con la aparición de PBA y con la disfunción sináptica responsable de los 

síntomas clínicos [86]. Sin embargo, otros autores han descrito que el mismo PBA puede 

promover e inducir la neuroinflamación, siendo causante de la enfermedad y no 

consecuencia de la misma [104, 120]. 

A lo largo de los años, se han propuesto diversas hipótesis para explicar el origen de la 

EA y su progresión. Resumimos a continuación las principales: 

 Hipótesis colinérgica: Sugiere que la disminución del neurotransmisor clave 

acetilcolina (ACh) por alteraciones en su producción y degradación, contribuye a 

la aparición de los síntomas de la EA [121–125]. Aunque los inhibidores de la 

acetilcolinesterasa (AChE) pueden mejorar temporalmente los síntomas, no 

detienen la progresión de la enfermedad. 

 Hipótesis de la cascada amiloide: Es la hipótesis más aceptada y postula que la 

acumulación de la Aβ42 en el cerebro es el evento inicial que desencadena la 

cascada de eventos patológicos que conducen a la EA [126–129]. Esta 

acumulación provoca la formación de Aβ y da lugar a una serie de 

alteraciones como la pérdida de sinapsis, disfunción mitocondrial y 

neuroinflamación. 

 Hipótesis de la p-tau: La hiperfosforilación de la p-tau y la formación de NFT son 

eventos estrechamente relacionados con la cascada amiloide. La acumulación de 

tau interfiere con el transporte intracelular y contribuye a la muerte neuronal 

[130, 131]. 

 Neuroinflamación: La activación de las microglías y la liberación de moléculas 

inflamatorias juegan un papel crucial en la progresión de la EA. La Aβ42 induce 

una respuesta inflamatoria que exacerba el daño neuronal y la formación de NFT 

[132–134]. 
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Estrés oxidativo: El desequilibrio entre la producción de ROS y los sistemas antioxidantes 

contribuye al daño neuronal y a la progresión de la EA [128, 135]. Es en el marco de estas 

últimas hipótesis donde se vislumbra un papel preponderante de los metales de 

transición. Dada su capacidad, redox, estos elementos podrían catalizar la formación y 

agregación de las fibras de Aβ42 acelerando así el proceso neurodegenerativo. En 

particular, la "hipótesis del ion metálico" propone que la dishomeostasis de metales 

como Fe, Cu y Zn favorece la agregación de Aβ42, desencadenando la cascada de 

eventos descritos en la hipótesis amiloide. Esta sinergia entre ambas hipótesis ofrece 

una visión más completa de los mecanismos moleculares subyacentes a la EA" [127, 

136]. 

 

 

1.5.1. Criterios de diagnóstico de EA 

 

Los criterios para el diagnóstico clínico de la EA han cambiado desde 1907, cuando se 

describió por primera vez como entidad con síntomas psiquiátricos con afección 

cognitiva [137]. Actualmente, los avances en neurociencias y los estudios sobre 

biomarcadores de EA han permitido el diagnóstico en estadio preclínico, así como la 

consideración de estadios más precoces de la enfermedad con menor deterioro 

cognitivo. De igual forma se han desviado los criterios neuropatológicos hacia la 

identificación del grado y distribución de las lesiones asociadas al proceso patológico 

subyacente, sin estar típicamente asociadas con el estado de impedimento neurológico 

en fase terminal [138, 139]. 

Los indicadores actuales de diagnóstico pueden dividirse en dos grupos. La primera 

categoría proporciona información sobre el tipo de patología presente. Incluye 

concentraciones en el líquido cefalorraquídeo (LCR) de PBA 1–42, proteína Tau total y 

Tau fosforilada (pτ) 181 y, la cantidad de depósito de Aβ mostrado por ciertos trazadores 

de tomografía por emisión de positrones (PET). La segunda categoría comprende la 

resonancia magnética estructural (MRI) y el metabolismo regional de la glucosa medido 

por PET con 18 F-fluoro-2-desoxi-glucosa (18 F-FDG). Ambos métodos muestran la 

topografía de los cambios [140–142]. 
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No obstante, aún queda por investigar la bioquímica pormenorizada de estos 

biomarcadores y los mecanismos por los que, por ejemplo, niveles elevados de metales 

como Fe, Cu y Zn aumentan la neurotoxicidad del βA. Por otro lado, también hay que 

destacar que, aunque es posible que las Aβ y los depósitos neurofibrilares de tau no 

fueran causales en la patogénesis de la EA, son estos depósitos anormales de proteínas 

los que definen a la EA como una enfermedad neurodegenerativa única entre los 

diferentes trastornos de demencia. 

 

 

1.5.2. Estadios de Braak en la EA 

 

La progresión topográfica de las lesiones neurofibrilares de EA que conllevan a los 

crecientes deterioros y síntomas clínicos se describen en seis estadios de Braak (Figura 

9), empezando con una larga fase preclínica asintomática y silenciosa (estadios I y II), 

seguida de una fase prodrómica (deterioro cognitivo leve, o MCI, del inglés mild 

cognitive impairment; estadíos III y IV) y finalmente la fase de demencia con 

sintomatología severa (estadios V y VI).  

Se describen a continuación las diferentes fases o estadios de Braak [114, 143]: 

 Estadio I: Comienza el desarrollo de en la corteza perirrinal (región 

transentorrinal) y entorrinal del giro parahipocampal. 

 Estadio II: Se produce inmunorreactividad adicional en la capa pre o capa II de la 

región entorinal que se hunde gradualmente en una posición más profunda en 

la región transentorinal. Las lesiones se extienden hacia la región CA1 del 

hipocampo. 

 Estadio III: Acumulación de los ovillos en las regiones límbicas hacia el giro 

occipitotemporal lateralmente y el giro lingual posteriormente. 

 Estadio IV: La afectación de la corteza de asociación sensorial de orden superior 

neocortical del lóbulo temporal se extiende ahora hasta el giro temporal medial. 

Sigue la extensión a la amígdala (A), tálamo y claustro. 
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 Estadio V: Los NFT se extienden por todas las áreas isocorticales, afectando más 

las áreas asociativas, pero también invaden en un grado leve las áreas de 

asociación sensorial premotora y de primer orden del neocórtex. 

 Estadio VI: Extensión por todas las áreas neocorticales primarias y secundarias y 

en el lóbulo occipital, afectándolas gravemente, así como a las áreas motoras y 

visuales.  

Esta neurodegeneración sigue un patrón de extensión creciente a nivel laminar en cada 

región (Figura 9), afectándose primero las capas superficiales [143]. 

 
Figura 9. Progresión de los seis estadios de Braak en la Enfermedad de Alzheimer (EA) [143]. 
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1.5.3. El papel de los elementos químicos en la EA 

 

La acumulación excesiva de metales en el cerebro, especialmente en las regiones 

afectadas por la EA, se ha asociado con la formación de placas seniles y NFT 

[144]. Estudios in vitro e in vivo han demostrado que el hierro (Fe), el cobre (Cu) y el Zn 

actúan como catalizadores acelerando la agregación de PBA y favoreciendo la formación 

de fibrillas amiloides. La presencia de estos metales en concentraciones elevadas en el 

cerebro de pacientes con EA, especialmente Cu (5.7), Fe (2.8) y Zn (3.1), corrobora su 

papel en la patogénesis de la enfermedad [127, 135, 144–146]. 

Estos metales también pueden catalizar la fosforilación de tau acelerando el proceso 

neurodegenerativo [147]. Además, los metales pueden participar en la producción de 

ROS, lo que contribuye al daño oxidativo y la muerte neuronal. 

La dishomeostasis de metales, es decir, el desequilibrio en sus concentraciones, puede 

tener efectos adversos sobre la función neuronal. Por ejemplo, la deficiencia de 

Se, esencial para la actividad de las selenoproteínas antioxidantes, se ha relacionado con 

el deterioro cognitivo y la EA [148, 149]. Por otro lado, el Se, un no metal con ciertas 

propiedades metaloides, constituye un componente esencial de las selenoproteínas. La 

deficiencia de Se puede dar lugar a cambios irreversibles en las células neuronales, lo 

que potencialmente conduce a un deterioro cognitivo y a la EA [148]. Se ha observado 

una correlación negativa entre el deterioro cognitivo, los niveles de selenio y la actividad 

de varias selenoproteínas en pacientes con EA [149]. 

Desde el reconocimiento de la desregulación de los iones metálicos con actividad redox 

como un factor patogénico y un objetivo en enfermedades neurodegenerativas como la 

EA, se ha investigado a la generación de agentes quelantes de metales con 

funcionalidades adicionales que pueden interactuar con otras dianas terapéuticas de la 

EA en un enfoque multidiana. En general, los efectos multifuncionales de estos híbridos 

quelantes de metales sugieren que algunos son compuestos prometedores como 

fármacos líderes para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer [150]. 
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Por otro lado, la sobrecarga de metales tóxicos como el aluminio (Al), As, Cd, Pb y 

manganeso (Mn) puede aumentar el riesgo de neurodegeneración debido a sus efectos 

tóxicos sobre las células neuronales [151–154]. 

En esta Tesis Doctoral se describe la potencial relación entre el metaloma cerebral 

humano en diferentes regiones cerebrales de pacientes post-mortem con EA y los 

estadios Braak, destacando que los metales de transición son factores de riesgo 

importantes para esta enfermedad y su regulación es esencial para mantener la salud 

neuronal. La comprensión del papel de los metales en la patogénesis de la EA puede 

abrir nuevas vías para el desarrollo de estrategias terapéuticas más efectivas.  

Para el estudio pormenorizado de los aspectos nucleares mencionados hasta ahora, son 

imprescindibles las metodologías ómicas y técnicas analíticas cualitativas y cuantitativas 

que se tratan en las siguientes secciones. 

 

 

1.6. Análisis y técnicas con espectrometría de masas 
 
 
Desde que Francis William Aston desarrolló en 1919 el primer espectrómetro de masas, 

recibiendo el Nobel de Química en 1922 por su descubrimiento de 212 de los 287 

isótopos naturales no radiactivos mediante esta técnica [155], la espectrometría de 

masas (MS) ha evolucionado en la creación de una compleja gama de variantes e 

instrumentos que han sido impulsados por un número cada vez mayor de aplicaciones 

de este tipo de medio analítico en ciencia y tecnología.  

La MS se confiere como una potente técnica analítica cualitativa y cuantitativa que 

permite identificar y cuantificar una amplia gama de analitos tanto orgánicos como 

inorgánicos, incluyendo biomoléculas de hasta 100 kDa (100,000 amu.)[156].  

En síntesis, el espectrómetro de masas presenta tres elementos básicos (Figura 10): una 

fuente de iones, un analizador de los haces de iones según su relación masa-carga y, 

finalmente, un detector capaz de medir, amplificar y registrar las corrientes de los haces 

[157, 158]. 
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Figura 10: Etapas del análisis de la espectrometría de masas y espectrómetro de masas 

(adaptada de [159]). 

 

En la Figura 11 observamos un esquema que representa el flujo de una muestra gaseosa 

que primero se ioniza mediante un haz de electrones. Los iones positivos son acelerados 

por un campo eléctrico haciendo que haces de iones de distinta relación carga-masa 

lleguen a puntos diferentes del detector y, en función de la intensidad de las señales que 

dejan, se determina la abundancia relativa de cada tipo [160]. 

 

 
Figura 11. Esquema de funcionamiento de un espectrómetro de masas.  
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El resultado de aplicar una fuente de ionización sobre una molécula da lugar a la 

formación de iones (generados por exceso o pérdida de electrones) por lo que dichas 

moléculas estarán cargadas eléctricamente [161]. 

 

1.6.1. Tratamiento de la muestra y técnicas de separación de analitos para el análisis por 

MS. 

 

Para el éxito de la MS es fundamental la preparación de la muestra, especialmente, 

cuando se trabaja con matrices complejas como las habituales en la química clínica. La 

preparación de la muestra suele implicar uno o más de los siguientes pasos [162]:  

1. Precipitación de proteínas seguida de centrifugación o filtración: Tiene como 

objetivo principal eliminar las proteínas de una muestra biológica ya que estas 

pueden interferir en la detección y cuantificación de los metabolitos[163]. 

2. Extracción en fase sólida: Esta técnica se basa en la interacción entre los analitos y 

una fase estacionaria sólida contenida en una columna o cartucho. Esta fase 

estacionaria está compuesta por partículas sólidas con propiedades químicas 

específicas que permiten la retención selectiva de los compuestos de interés [156]. 

3. Extracción líquido-líquido: Consiste en la separación de compuestos entre dos fases 

líquidas inmiscibles, generalmente una acuosa y otra orgánica. Se procede 

mezclando las dos fases, para que los compuestos presentes en la muestra se 

distribuyen entre las dos fases de acuerdo con sus solubilidades relativas. Y 

finalmente se separan las dos fases generalmente por gravedad y se recuperan los 

analitos de la fase de interés [164].  

4. Enriquecimiento por afinidad: La extracción por afinidad aprovecha la interacción 

específica entre un analito de interés y una molécula de reconocimiento llamado 

ligando. Para ello se inmoviliza el ligando, se le hace interaccionar con el analito para 

retenerlo, seguido de un lavado para eliminar sustancias no unidas y finalmente se 

eluye el analito de interés utilizando un solvente o una condición que rompe la 

interacción ligando-analito [165]. 
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5. Derivatización: Proceso de modificación química de los compuestos objetivo para 

facilitar el análisis mediante MS. Suele implicar la adición de algún grupo funcional 

bien definido. Los objetivos de la derivatización varían dependiendo de la aplicación 

pero normalmente incluyen: mayor volatilidad, mayor estabilidad térmica, 

propiedades cromatográficas modificadas, mayor eficiencia de ionización, 

propiedades de fragmentación favorables, o una combinación de estas [166–168]. 

 
Además, para la separación de analitos suelen emplearse procedimientos basados en 

cromatografía. La cromatografía supone un método de separación en el que los 

componentes que se han de separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales 

está en reposo (fase estacionaria, F.E.) mientras que la otra (fase móvil, F.M.) se mueve 

en una dirección definida. Dentro de los diferentes tipos de cromatografía, la 

cromatografía de gases (GC) y la cromatografía de líquidos (LC) son las técnicas de 

separación más ampliamente usadas previas a la espectrometría de masas) [169]. 

La GC separa los componentes de una mezcla de gases y filtra el paso de estas moléculas 

en función de características físicas como la forma, el tamaño, el peso molecular y el 

punto de ebullición. La muestra a analizar se diluye y se vaporiza en el cromatógrafo, 

donde se separa según la volatilidad y características de los analitos. Después de la 

separación, los gases entran en el espectrómetro de masas para su análisis. Cabe 

destacar que una muestra para GC debe ser volátil, lo que significa que debe entrar en 

la fase gaseosa para que no se descomponga mientras está en el espectrómetro de 

masas [170]. 

Por otro lado, en la LC los analitos son separados en función de las interacciones con las 

fases móvil y estacionaria. Esto puede basarse en diferentes propiedas como la 

diferencia de polaridad de los analitos, la masa o la afinidad.  
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1.6.2. Fuentes de ionización en MS 

 

1.6.2.1. Fuentes de ionización en espectrometría de masas.  

Las fuentes de ionización más comunes en cromatografía de líquidos acoplado a 

espectrometría de masas (HPLC-MS) son la fuente de ionización por electroespray (ESI) 

y la de ionización química a presión atmosférica (APCI). La ESI es una técnica suave de 

ionización que permite analizar moléculas grandes y polares como proteínas, péptidos 

y biomoléculas. A diferencia de la ionización por EI, que fragmenta las moléculas, la ESI 

produce iones moleculares casi intactos, lo que la convierte en una herramienta muy 

útil en proteómica, metabolómica y análisis de biomoléculas. 

En el caso de la ESI, la muestra se encuentra disuelta en un solvente orgánico y es 

inyectada a través de un capilar. La diferencia de potencial se genera porque existe un 

electrodo en contacto con el capilar, mientras que el otro electrodo se sitúa en el 

detector del espectrómetro. Cuando la muestra sale del capilar se genera una nube de 

pequeñas gotas cargadas que da lugar a los iones en fase gaseosa. Con esta tecnología, 

aplicando una diferencia de potencial positiva o negativa se pueden generar cationes o 

aniones [171]. 

El proceso comienza cuando se introduce la muestra en disolución en un capilar al que 

se aplica un alto voltaje. En la punta del capilar se forma un menisco líquido cargado 

eléctricamente y, a medida que aumenta el voltaje el menisco se deforma y forma un 

cono, conocido como cono de Taylor. Al alcanzar un cierto valor de voltaje, el cono se 

rompe y se forma un fino spray de gotitas cargadas. Las gotitas cargadas se evaporan 

rápidamente, lo que conduce a un aumento de la carga superficial y a una disminución 

del tamaño de las gotitas. Finalmente, las gotitas se desolvatan por completo dejando 

atrás iones moleculares o multiméricos. 

La APCI es otra técnica de ionización suave que mantiene la estructura de las moléculas 

casi intacta, pero el rango de moléculas es complementario al ESI siendo más eficiente 

para compuestos menos polares y volátiles. El proceso comienza con una nebulización 

en la que se crean pequeñas gotas del solvente con la fase móvil y el analito, que entran 

en un vaporizador. El vaporizador es un tubo cerámico aislado que al calentarse evapora 
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las gotas de aerosol de la fase móvil por radiación térmica. Un electrodo genera iones 

que reaccionan con las moléculas de disolvente formando iones reactivos que, a su vez, 

reaccionan con las del analito por transferencia de protones. Como contrapartida y dada 

la temperatura del vaporizador, los analitos deben ser térmicamente estables [172]. 

En cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS), la fuente EI es 

una de las técnicas más antiguas y ampliamente utilizadas. Su principio de 

funcionamiento se basa en la interacción de una molécula con un filamento de alta 

energía. En el proceso se calienta un filamento metálico hasta incandescencia, 

generalmente de wolframio, provocando la emisión de electrones por efecto 

termoiónico. Los electrones emitidos son acelerados hacia una región de la fuente de 

iones donde se encuentra la muestra. Cuando un electrón de alta energía choca con una 

molécula de la muestra, puede transferir suficiente energía para arrancar uno o más 

electrones de la molécula, formando así un ion molecular radical. La energía transferida 

en la colisión también puede romper enlaces químicos en la molécula generando 

fragmentos iónicos más pequeños que proporcionan información estructural valiosa 

sobre la molécula original. Finalmente, los iones generados son extraídos de la fuente 

de iones hacia el analizador de masas por medio de campos eléctricos (Figura 12 A). 

Proporciona espectros de masas con pautas de fragmentación reproducibles 

permitiendo su comparación con las librerías de espectros comerciales. 

La fuente de ionización CI para GC-MS es una técnica de ionización que se basa en la 

transferencia de la energía de un haz de electrones hacia un gas de reacción y este gas 

de reacción interactuará con las moléculas de muestra, las colisiones entre ambos darán 

lugar a una transferencia de protones que dejarán nuestro compuesto cargado 

positivamente. Esta técnica es conveniente para ionizar compuestos polares no 

termolábiles dado que no produce una alta fragmentación, ni expone a los compuestos 

a una alta temperatura, sino que esa parte de la ionización la sufre el gas de reacción en 

lugar de los analitos. Es también una buena fuente de ionización para mezclas a razón 

que al generar pocos fragmentos las mezclas son más limpias. También tiene la 

capacidad de aportarnos información estructural aunque cabe destacar que, con el 

tiempo, diferentes versiones aparecieron permitiendo la ionización química negativa. La 

interpretación de los espectros de masas obtenidos es más compleja, no siendo posible 
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la comparación con librerías de espectros comerciales. La Figura 12 muestra el 

funcionamiento de estas diferentes fuentes de ionización. 

 

Figura 12. Diferentes fuentes de ionización: A) ionización electrónica (EI), B) ionización química 

(CI), C) ionización por electroespray (ESI) y D) Comparativa entre las diferentes fuentes. 
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1.6.2.2. Fuentes de atomización-ionización en espectrometría de masas 

inorgánicas: el plasma de acoplamiento inductivo (ICP) 

 

El plasma de acoplamiento inductivo (ICP por sus siglas en inglés, Inductively Coupled 

Plasma) es considerado una de las técnicas de ionización más energéticas capaz de 

atomizar completamente la mayor cantidad de moléculas en una muestra. Para ello, se 

utiliza un plasma de argón que produce principalmente iones monopositivos de los 

elementos químicos presentes en la  muestra, siendo por lo tanto especialmente útil 

para análisis elementales [173]. 

Uno de los componentes más importantes del ICP es la antorcha. En la antorcha se 

genera el plasma, formando un gas ionizado y caliente que rompe e ioniza las moléculas. 

La antorcha consiste en 3 tubos concéntricos de cuarzo que se colocan en una bobina 

de inducción enfriada por agua (generalmente de cobre) conectada a un generador de 

radiofrecuencia. Por el tubo interior circula la muestra nebulizada, por el tubo 

intermedio circula un gas auxiliar que podrá usarse para controlar la formación de 

aductos y, por el tubo exterior circula un gas de argón de alta pureza. El plasma es 

conseguido gracias a el generador de radiofrecuencia que genera una corriente de 

radiofrecuencia alterna, normalmente entre 27 y 50 MHz, a través de la bobina de 

inducción de cobre refrigerada por agua. Tras una chispa proveniente de una bobina 

tesla, el gas se ioniza y se vuelve conductor, en ese momento los campos magnéticos 

oscilantes generan corriente eléctrica en el gas argón que tiene una resistencia interna 

a los cambios en al campo magnético y la "turbulencia" en el interior de la antorcha es 

lo que da lugar a la generación de temperaturas superiores a los 5000 K conduciendo a 

la excitación de los átomos introducidos en el plasma.  La Figura 13 muestra un esquema 

del diseño básico de una antorcha de ICP y el proceso de ionización [174]. 
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Figura 13: Ionización por plasma de acoplamiento inductivo [175]. 

 

 
1.6.3. Analizadores de masas en MS 

 

Los espectrómetros de masas separan los compuestos en función de la relación 

masa/carga (m/z), donde m es la masa molecular del ion (en daltons) y, z es el número 

de cargas presentes en la molécula que se mide [176]. Dicha separación de iones según 

su masa se obtiene mediante campos magnéticos estáticos, campos eléctricos que 

varían con el tiempo, o métodos que miden la velocidad de iones que tienen la misma 

energía cinética. Los campos eléctricos estáticos no pueden separar iones por su masa, 

pero sí los separan por su energía, proporcionando un importante elemento de diseño 

al funcionar como un filtro de energía. Entre los analizadores de masas más comunes 

encontramos el tiempo de vuelo (TOF), la trampa de iones y el cuadrupolo, sobre los que 

profundizamos a continuación [157]. 

El TOF (Figura 14) es un analizador de masas que únicamente depende de las velocidades 

que alcanzan los iones con diferentes masas que poseen la misma energía cinética. La 
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fuente de iones que suele acoplarse al TOF es generalmente de ESI y tiene uno o más 

electrodos modulados para extraer iones durante un tiempo breve en comparación con 

el tiempo que tardan en llegar al detector. 

  

 

Figura 14: Esquema de un analizador de masas Tiempo de vuelo (TOF). 

 

Para comprender el movimiento de los iones dentro del TOF hay que conocer que los 

iones de masa m y carga z se mueven en el vacío con una velocidad v en una dirección 

perpendicular a un campo magnético B y con una trayectoria circular de 

radio r siguiendo la fórmula:  r = mv/Bz. 

Si todos los iones de carga z entran en el campo magnético con una energía cinética 

zV, debido a su aceleración a través de una caída de voltaje V, la velocidad v estará 

asociada a cada masa donde el radio dependerá según la ecuación:  zV = 1/2 mv 2. 

De   esta   forma,   las  velocidades   de   los   iones   se   relacionan   según   la   fórmula: 

 𝑣 = ඥ𝑧𝑉/𝑚 మ  y la distancia entre la fuente y el detector permiten calcular la masa 

directamente. En la práctica, la respuesta del detector se muestra en un oscilógrafo de 

rayos catódicos y se registra mediante un ordenador. Este método tiene las ventajas de 

ser rápido y poder mostrar el espectro de masas completo. Entre las desventajas más 

comunes se encuentra la mala resolución, la poca precisión de la señal y eficiencia 

debido al corto período durante el cual se extraen los iones de la fuente. 
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El analizador de masas de trampa de iones (IT) (Figura 15) permite el confinamiento de 

iones dentro de una pequeña cámara mediante el uso de campos eléctricos (Paul trap o 

ión trap, Orbitrap) o magnéticos (analizador de resonancia ciclotrónica de iones 

mediante transformada de Fourier, FT-ICR), con lo que se permite así almacenar, 

seleccionar y analizar los iones formados en la misma trampa o en fuentes de ionización 

externas. Los iones pueden mantenerse en el interior de la trampa durante largos 

tiempos posibilitar el estudio de descomposiciones metaestables o de fragmentos 

producidos por colisión con moléculas de gas. Los iones fragmentados de este modo 

pueden ser a su vez seleccionados y fragmentados de nuevo en la misma trampa por lo 

que el sistema puede obrar como un sistema de espectrometría de masas en tándem. 

Además, la trampa permite aislar iones individuales que, mediante la aplicación de un 

voltaje de radiofrecuencia a las tapas laterales, es fragmentado por disociación inducida 

por colisión con moléculas de Helio introducidas en la trampa.  

 

Figura 15: Esquema de analizador de masas de trampa de iones. 

 

Por último, el analizador cuadrupolar consta de cuatro electrodos cilíndricos paralelos 

al flujo de los iones, como se muestra en la Figura 16.  

Los potenciales estáticos generan una fuerza de enfoque a lo largo del eje x, y una de 

desenfoque en la dirección z. Si uno superpone un voltaje de radiofrecuencia sobre el 

voltaje estático, se pueden encontrar trayectorias de iones oscilatorias que permiten 
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que los iones de una masa dada pasen a través del cuadrupolo, mientras que otras masas 

se desenfocan y se pierden del haz. Este analizador presenta ventajas como su bajo 

coste, su alta velocidad de barrido y su manejo sencillo. Sin embargo, presenta 

desventajas como su bajo poder de resolución y su baja transmisión de grandes masas.  

 

 

Figura 16. Esquema de un espectrómetro de masas cuadrupolo (adaptada de [177]). 

 

Además, instrumentalmente pueden combinarse varios analizadores para obtener un 

analizador híbrido en una sola plataforma. La idea detrás de esta hibridación es 

aprovechar las fortalezas de cada técnica para superar sus limitaciones individuales y 

obtener resultados más precisos y detallados.  

Uno de los analizadores híbridos más utilizados en la actualidad es el (QTOF), que 

Combina la alta resolución de masa del tiempo de vuelo (TOF) con la capacidad de 

selección de iones del cuadrupolo. En su funcionamiento los iones generados son 

introducidos en un cuadrupolo que actúa como un filtro de masa. Solo los iones con una 

relación masa/carga específica pueden pasar a través del cuadrupolo hacia el tiempo de 

vuelo, donde los iones seleccionados por el cuadrupolo entran en una región de campo 

libre donde son acelerados.  
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El tiempo que tardan los iones en recorrer esta distancia es proporcional a su relación 

masa/carga. Los iones llegan a un detector generando una señal que se convierte en un 

espectro de masas. Esto permite aislar en el cuadrupolo un ion precursor específico de 

interés de una mezcla compleja, asegurando que solo este ion se fragmente en la 

siguiente etapa y así obtener patrones de fragmentación específicos y muy útiles para 

la identificación de compuestos. 

 
 
 

1.7. Metodologías Ómicas 
 
 
Las ciencias ómicas representan un conjunto de disciplinas que estudian a gran escala 

los componentes moleculares de los sistemas biológicos. El sufijo "-oma", de origen 

griego, significa “conjunto, aglomeración o estructura biológica”. Gracias a los avances 

tecnológicos es posible analizar de manera masiva y detallada estos conjuntos 

moleculares proporcionándonos una visión sin precedentes de la complejidad de los 

procesos biológicos.  

Las ciencias ómicas se subdividen en cuatro grandes áreas principales según su objetivo 

de estudio (Figura 17): la genómica, la transcriptómica, la proteómica y la metabolómica. 

La genómica se centra en el análisis del genoma completo revelando la potencialidad 

genética de un organismo. La transcriptómica estudia el transcriptoma, es decir, el 

conjunto de ARN mensajeros, proporcionando una visión de los procesos celulares que 

están a punto de ocurrir. La proteómica se enfoca en el proteoma que comprende el 

conjunto de proteínas, moléculas ejecutoras de las funciones celulares. Finalmente, la 

metabolómica analiza el metaboloma y por tanto el conjunto de metabolitos, es decir, 

moléculas de menos de 1.500 Da,  reflejando el estado metabólico actual del organismo 

y los cambios que ya han ocurrido [178, 179]. 

Otra disciplina entre las ómicas es la metalómica, cuyo objeto de estudio son los metales 

en sistemas biológicos. A través de técnicas analíticas altamente sensibles y 

específicas esta ciencia busca identificar, cuantificar y caracterizar las interacciones 

entre los metales y las biomoléculas como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos. La 
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metalómica no solo se limita a determinar la concentración de metales en un 

organismo, sino que también explora su distribución subcelular, su estado de oxidación 

y sus funciones biológicas [180, 181]. Este campo de estudio ha cobrado una 

importancia creciente debido al reconocimiento del papel esencial que desempeñan los 

metales en numerosos procesos biológicos, desde la catálisis enzimática hasta la 

señalización celular. Sin embargo, un desequilibrio en la homeostasis metálica puede 

conducir a diversas patologías, incluyendo enfermedades neurodegenerativas, cáncer y 

trastornos metabólicos. 

Por otra parte, la metataxonómica es la herramienta principal para estudiar la 

composición y dinámica de las comunidades microbianas. Analiza datos de 

secuenciación de alto rendimiento como el ARNr 16S, para identificar microorganismos 

y virus en muestras complejas. Esta técnica es fundamental para comprender las 

interacciones entre los microorganismos y su entorno. 

 

 
Figura 17. Estudios ómicos convencionales en biología (adaptada de [179]). 
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Esta secuencia, desde la información genética hasta los productos finales del 

metabolismo, se representa en una cascada en la que cada nivel proporciona una 

perspectiva diferente sobre los procesos biológicos [1]. La genómica estructural nos 

indica "lo que puede suceder", mientras que la transcriptómica sugiere "lo que parece 

que va a suceder", la proteómica revela "lo que hace que suceda" y la metabolómica nos 

muestra "lo que ha sucedido". Esta información integral es fundamental para la 

identificación de biomarcadores, la comprensión de enfermedades y el desarrollo de 

estrategias para mejorar la salud humana y el medio ambiente. 

Las ciencias ómicas han revolucionado nuestra comprensión de la biología, permitiendo 

abordar preguntas fundamentales sobre la salud, la enfermedad y la vida en general. Al 

proporcionar una visión global de los sistemas biológicos, estas disciplinas abren nuevas 

y emocionantes posibilidades para la investigación y la innovación, como la medicina 

personalizada, revolucionando la producción de fármacos al encontrar nuevos objetivos 

terapéuticos, comprendiendo el efecto de los contaminantes sobre los organismos 

vivos. 

Cada técnica ómica constituye un pilar fundamental en el entendimiento de los sistemas 

biológicos, complementándose mutuamente en la generación de conocimiento. En esta 

Tesis Doctoral, nos centraremos principalmente en la metabolómica, aunque es 

importante reconocer la interconexión entre todas estas ciencias ómicas y su 

contribución a una visión holística de los sistemas biológicos. La metabolómica, en 

particular, destaca por su estrecha relación con el fenotipo, reflejando de manera 

dinámica los procesos bioquímicos celulares a través del análisis de metabolitos. A 

diferencia de otras ómicas, el metaboloma es considerado el fenotipo molecular, 

facilitando la correlación con estados fisiológicos y patológicos [179]. 

 

 

1.7.1. La metabolómica 

 

La metabolómica es la ciencia ómica que se dedica al estudio sistemático del 

metaboloma, es decir, el conjunto completo de metabolitos presentes en un sistema 

biológico. Mediante técnicas analíticas de alta resolución como la espectrometría de 
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masas, se puede analizar y obtener el perfil metabólico que refleja el estado fisiológico 

de un organismo y sus respuestas a estímulos internos y externos. La metabolómica 

permite identificar biomarcadores, elucidar vías metabólicas y comprender la compleja 

red de interacciones moleculares que subyacen a los procesos biológicos. [182, 183]. 

No obstante, la implementación de estudios metabolómicos requiere una meticulosa 

consideración de variables confusas para optimizar la obtención de información 

relevante. Asimismo, la asignación de identidad a los biomarcadores metabolómicos 

representa todavía un desafío [184]. 

El metaboloma constituye un sistema altamente dinámico influenciado por factores 

genéticos, ambientales y microbiológicos y, también variaciones sutiles 

interindividuales, pueden provocar alteraciones significativas en el perfil metabólico. 

Los factores ambientales como la dieta, el estrés y la exposición a xenobióticos, así como 

la variación genética, modulan el metaboloma. Además, la microbiota intestinal 

desempeña un papel crucial en la metabolización de compuestos endógenos y 

exógenos, impactando así en el perfil metabólico global [185–190]. 

Para estudiar el metaboloma es preciso seguir un flujo de trabajo conciso con un diseño 

experimental sólido dado que hay que asegurar una cobertura lo más amplia posible de 

metabolitos sin comprometer la fiabilidad y consistencia de los resultados.  

Para ello generalmente se siguen una serie de etapas resumidas en la Figura 18, en el 

que primero se plantea una cuestión a abordar, se diseña el estudio para responder a 

dicha pregunta y se extraen los metabolitos de las muestras biológicas mediante un 

protocolo minucioso, siendo este uno de los pasos claves, se continua con un análisis 

dirigido o no dirigido donde se optimiza para la adquisición de los iones por parte del 

detector, estos datos necesitan ser procesados dada la enorme cantidad de información 

generada por lo que se filtra estadísticamente aquella que es relevante, finalmente, los 

resultados son interpretados y validados para su posterior uso por parte de la 

comunidad científica [191]. 
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Figura 18: Etapas de un experimento metabolómico general. 
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1.7.2. La metalómica 

 

La anteriormente indicada metalómica, puede abordarse con diferentes grados de 

aproximación, por ejemplo, a nivel general como un conjunto de concentraciones 

totales de elementos (esquema de concentración multielemental, también referido 

como ionona) [192], o en una ubicación específica (p. ej., un tejido o compartimento 

celular particular), o como un conjunto de complejos metálicos con una clase 

determinada de ligandos, como el metaloproteoma (el conjunto completo de 

metaloproteínas) o el metalometaboloma (el conjunto completo de 

metalometabolitos).  

El metaloma puede considerarse como un concepto estático, es decir, el análisis 

entonces tendrá un punto final específico por analogía con el genoma, como la 

determinación del esquema multielemental de una célula, o la predicción in silico de un 

conjunto de metaloproteínas. También puede entenderse como un concepto dinámico, 

por analogía con el proteoma o el metaboloma, que responde de manera 

biológicamente relevante a los cambios ambientales con un número infinito de posibles 

variaciones. Así como no existe un proteoma discreto per se, ni siquiera para organismos 

unicelulares simples, tampoco existiría un metaloma discreto. 

La metalómica es el estudio del metaloma, las interacciones y conexiones funcionales 

de los iones metálicos y sus especies con genes, proteínas, metabolitos y otras 

biomoléculas dentro de organismos y ecosistemas. La metalómica se ha convertido en 

un término de moda en los últimos años siendo también frecuente su uso inapropiado, 

por lo tanto, es importante especificar que un estudio de metalómica implica [193]: 

(a) Un enfoque en metales o metaloides (p. ej., As, Se, Sb) en un contexto 

biológico. Se desaconseja la extensión del término a no metales biológicamente 

importantes, como el S o el P.  

(b) Una correlación del esquema de concentración de elementos o la especiación 

de elementos con el genoma. Esta correlación puede ser estadística (un 

enriquecimiento de un elemento coincide con la presencia de un gen particular), 

estructural (la secuencia de una metaloproteína es trazable a un gen) o funcional 
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(la presencia de un bioligando es el resultado de un mecanismo codificado por 

un gen).  

(c) Un enfoque sistemático, exhaustivo o global.  

 

 

1.7.3. La metataxonómica 

 

La metataxonómica, una disciplina emergente en la microbiología, se dedica al estudio 

de la composición taxonómica de comunidades microbianas complejas directamente 

desde muestras ambientales. El prefijo “meta-” hace referencia a genomas 

(metagenómica), regiones de ARN (metataxonómica), transcriptomas 

(metatranscriptómica), proteomas (metaproteómica) y metabolomas (metabolómica), 

los cuales son mezclas de genes o sus regiones (regiones 16S rRNA), transcritos, 

proteinas o metabolitos procedentes de diferentes organismos. Esta rama de la 

microbiología ha experimentado un auge sin precedentes gracias a los avances en las 

tecnologías de secuenciación de alto rendimiento que permiten analizar miles de 

secuencias genéticas en paralelo [194]. 

Una de las técnicas más utilizadas en metataxonomía es la secuenciación de amplicones 

del gen 16S rRNA [195]. Este gen presente en el ribosoma de todas las bacterias y 

arqueas, es altamente conservado en sus regiones centrales y variable en las regiones 

hipervariables. Esta característica lo convierte en un marcador molecular ideal para la 

identificación taxonómica a nivel de género y especie, aunque no es capaz de diferenciar 

entre cepas [195]. 

El proceso de secuenciación de amplicones 16S implica los siguientes pasos: 

1. Extracción de ADN: Se extrae el ADN total de la muestra ambiental, el cual 

contiene el ADN de todos los microorganismos presentes. 

2. Amplificación por PCR: Se utilizan pares de cebadores diseñados para 

amplificar las regiones hipervariables del gen 16S. La PCR permite obtener 

millones de copias de estas regiones, lo que facilita su posterior 

secuenciación. 
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3. Secuenciación de alto rendimiento: Los amplicones se secuencian utilizando 

plataformas de secuenciación de nueva generación, como Illumina o Ion 

Torrent. Esto genera una gran cantidad de secuencias cortas, denominadas 

lecturas. 

4. Análisis bioinformático: Las secuencias obtenidas se analizan mediante 

herramientas bioinformáticas para: 

 Asignación taxonómica: Las secuencias se comparan con bases de datos 

de referencia (como la base de datos de la Ribosomal Database Project, 

RDP) para asignar cada secuencia a un taxón específico (dominio, filo, 

clase, orden, familia, género o especie). 

 Análisis de diversidad: Se calculan índices de diversidad alfa (riqueza y 

uniformidad) y beta (comparación entre comunidades) para evaluar la 

complejidad de las comunidades microbianas. 

La metataxonomía ha revolucionado el estudio de las comunidades microbianas y tiene 

numerosas aplicaciones en diversos campos, aunque en la presente Tesis Doctoral se ha 

empleado para conocer las comunidades bacterianas que habitan en el tracto digestivo, 

donde es especialmente útil dada la dificultad de cultivo en condiciones de laboratorio 

de muchas bacterias.  

A pesar de sus numerosas ventajas, la secuenciación de amplicones 16S presenta 

algunas de las siguientes limitaciones: 

 Sesgos de amplificación: Los cebadores utilizados pueden amplificar 

preferentemente ciertas regiones del gen 16S, lo que puede llevar a una 

subestimación de la diversidad microbiana. 

 Asignación taxonómica imprecisa: La asignación taxonómica puede ser 

complicada debido a la falta de resolución a nivel de especie en algunas 

regiones del árbol filogenético. 

 Información limitada: La secuenciación del gen 16S proporciona información 

sobre la composición taxonómica de una comunidad, pero no sobre la 

función de los microorganismos. 
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Para superar estas limitaciones, se están desarrollando nuevas técnicas y herramientas 

bioinformáticas, como la metagenómica, que permite analizar todo el material genético 

presente en una muestra, proporcionando una visión más completa de la comunidad 

microbiana. 
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2. OBJETIVOS

Objetivo General de investigación 

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es estudiar la potencial neurotoxicidad y efecto 

de contaminantes en la reproducción, considerando sus posibles efectos sinérgicos o 

antagónicos, a través de la microbiota intestinal, utilizando para ello ratones modelo y 

cerebros humanos post-mortem con EA. Para el desarrollo de este objetivo principal, se 

establecieron los siguientes objetivos específicos desarrollados en los tres estudios 

experimentales empíricos que la conforman: 

Objetivos específicos 

1. Estudiar el impacto potencial de un “cóctel químico” compuesto por los

elementos tóxicos As, Cd, y Hg, y los fármacos FLQ y DCF así como la influencia

de la suplementación con Se en la microbiota intestinal de ratones modelo Mus

musculus, su metaboloma cerebral y la potencial asociación microbiota-

metaboloma. (Capítulo 1).

2. Describir el impacto potencial de dicho “cóctel químico” y el efecto antagónico

de la suplementación con Se en el metaboloma testicular de ratones y en la

posible asociación con la microbiota intestinal (Capítulo 2).

3. Analizar el metaloma de diferentes regiones del cerebro humano post-mortem

con EA en diferentes estadios Braak (Capítulo 3).
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

3.1. Diseño experimental 

En esta Tesis Doctoral se llevaron a cabo dos estudios principales. Por un lado, el estudio 

del impacto potencial de los cócteles químicos en el metaboloma cerebral (Capítulo 1) 

y testicular de ratones (Capítulo 2) y su posible conexión con la microbiota intestinal, así 

como la influencia de la suplementación con Se en los mismos (Capítulos 1 y 2) y, por 

otro lado, el estudio del metaloma de diferentes áreas del cerebro humano post-

mortem con EA en diferentes estadios Braak (Capítulo 3). 

3.1.1. Capítulos 1 y 2: Impacto potencial de los cócteles químicos y efecto de la 

suplementación de Se en el metaboloma cerebral y testicular de ratones y su posible 

conexión con la microbiota intestital. 

Los experimentos con ratones modelo Mus musculus se llevaron a cabo en el Servicio de 

Experimentación Animal de la Universidad de Córdoba (SAEX-UCO), por personal 

cualificado y siguiendo las directrices de cuidado animal de la Comunidad Europea. 

Ambos protocolos de manipulación animal recibieron la aprobación ética de la 

investigación del Comité de Ética de la Universidad de Córdoba y la Junta de Andalucía 

(España), con los códigos de aprobación: Cód. Nº. 02–01–2019–001 (Estudio 1) y Cód. 

Nº. 17-10-2022/126 (Estudio 2). 

Para estos estudios (capítulos 1 y 2) se realizó el siguiente diseño experimental (Figura 

19): 36 Ratones BALB/c Mus musculus machos de 8 semanas de edad fueron divididos 

aleatoriamente en tres grupos (n= 12 cada grupo) en condiciones de laboratorio 

controladas y alojados por parejas: 1) C: Grupo de ratones de control alimentados con 

dieta para roedores; 2) CC: Grupo de ratones alimentados con una dieta para roedores 

expuestos al cóctel químico y 3) CC-Se: Grupo de ratones alimentados con una dieta 

suplementada en Se y expuestos al cóctel químico. 
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Figura 19. Diseño experimental para exposición animal. 

Las concentraciones de DCF, FLQ, As, Cd y Hg se calcularon para ratones que recibieron 

dosis diarias de 20, 625, 3, 0,1 y 1 mg/kg, respectivamente, en consonancia con las 

concentraciones de relevancia ambiental [196–198]. El pienso de los ratones del grupo 

CC-Se contenía un además un suplemento de Se (selenito de sodio, 0,65 mg/kg) [199,

200].

3.1.2. Capitulo 3: Estudio del metaloma en diferentes áreas del cerebro humano post-

mortem con EA en diferentes estadios Braak.  

Para analizar el metaloma en varias regiones de cerebros humanos post-mortem con EA 

y ver la influencia de los metales en diferentes estadios Braak del I al VI (capítulo 3) se 

obtuvieron un total de 292 muestras (de diferentes regiones del cerebro) obtenidas de 

cinco biobancos españoles: 

 BioBank (PT20/0161), cofinanciado por el Servicio de Salud del Principado de

Asturias, el Instituto de Salud Carlos III y la Fundación Bancaria Cajastur e

integrado en la Red Nacional de Biobancos y Biomodelos de España.

 Biobanco HUB-ICOIDIBELL (PT20/00171), integrado en la Plataforma de

Biobancos y Biomodelos del ISCIII y la Xarxa Banc de Tumors de Catalunya (XBTC).

 Red de Biobancos de la Región de Murcia, BIOBANC-MUR, inscrita en el Registro

Nacional de Biobancos con número de registro B.0000859 y avalada por el
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“Instituto de Salud Carlos III (proyecto PT20/00109), por el “Instituto Murciano 

de Investigación Biosanitaria Virgen de la Arrixaca, IMIB” y por la “Consejería de 

Salud de la Comunidad Autónoma de la Región de Murcia”. 

 Biobanco de tejidos de la Unidad de Investigación Proyecto Alzheimer Fundación

CIEN.

 Fundación Biobanco Hospital Universitario de Alcorcón.

Las muestras y los datos de los pacientes incluidos en el estudio se procesaron siguiendo 

procedimientos operativos estándar con la aprobación correspondiente de los Comités 

Científico y Ético. La gravedad neuropatológica se determinó mediante la asignación del 

estadio de Braak. 

La Figura 20 muestra las diferentes regiones cerebrales obtenidas en las muestras de 

cerebro humano post-mortem que incluyen corteza frontal (CTX), putamen (P), caudado 

(Cau), ganflios basales (BG) y amígdala (A).  

Figura 20. Regiones del cerebro humano obtenidas para el análisis elemental. 

El diseño de este segundo estudio se basó en la división de las muestras por grupos con 

diferentes estadios de Braak. En este sentido, los grupos de estudio fueron los 

enumerados a continuación: 
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1) Grupo Control: Muestras de cerebro humano post-mortem de personas sanas

sin diagnóstico de EA.

2) Grupo EA Braak I-II: Muestras de cerebro humano post-mortem con afectación

de los NFT centrada principalmente en la región transentorinal del cerebro.

3) Grupo EA Braak III-IV: Muestras de cerebro humano post-mortem con afectación

severa pero centrada en el área límbica.

4) Grupo EA Braak V-VI: Muestras de cerebro humano post-mortem con extensa

afectación neocortical

La distribución del recuento de muestras por regiones analizadas con los diferentes 

estadios de Braak se muestra en la Tabla 1. 

Tabla 1. Distribución de las regiones cerebrales con los diferentes estadios de Braak de 

Enfermedad de Alzheimer (EA). 

Recuento de muestras 

Región 
cerebral 

Control BRAAK I-II BRAAK III-
IV 

BRAAK V-VI Total 

CTX 28 10 46 71 155 

P 6 5 20 21 52 
Cau 6 6 4 5 21 

Amígdala 2 2 3 0 7 
BG 13 4 9 31 57 

Total 55 27 82 128 292 
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3.2. Procedimientos experimentales 

3.2.1. Metabolómica cerebral, testicular y microbiota intestinal de ratones Mus 

 Musculus. 

3.2.1.1. Preparación del tejido cerebral y testicular de ratones modelo para el 

análisis metabolómico. 

Los tejidos cerebrales y testiculares se criohomogeneizaron en un mortero cerámico con 

nitrógeno líquido. Se pesaron 30 mg de tejido, se traspasaron a un criotubo de 2 mL y se 

homogenizaron empleando un homogeneizador TissueLyser LT (Qiagen, Alemania) 

mediante la adición de una mezcla fría (−20 ºC) de MeOH (metanol)/H2O (1:1, v/v).  

Los metabolitos se extrajeron de una alícuota de 100 µL de muestra homogenizada 

mediante la mezcla de la misma con 400 µL de MeOH/MTBE (metil terc-butil éter) 80:20 

(v/v). Seguidamente, la muestra se agitó en vórtex durante 1 h y se centrifugó a 

4000 g durante 20 min a 20 ºC. El sobrenadante resultante fue separado del pellet y fue 

conservado para su análisis por cromatografía de ultra-alta eficacia (UHPLC) y GC. En 

este sentido, se separaron dos alícuotas de 250µL para el análisis por UHPLC-MS y GC-

MS respectivamente, y luego se llevaron a sequedad utilizando el sistema concentrador 

a vacío SpeedVac (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemania). Previo al análisis GC-

MS, se aplicó a los extractos un procedimiento de derivatización en dos pasos: (i) 

metoximación, para la protección de los grupos carbonilo, mediante la adición de 50 µL 

de clorhidrato de metoxiamina en piridina a 20 mg mL-1 e incubando durante 15 min a 

80ºC. (ii) Sililación, mediante la adición de 50 µL de N-metil-N-(trimetilsilil) 

trifluoroacetamida e incubando bajo las mismas condiciones. Para el análisis UHLC-MS, 

los extractos fueron reconstituidos en MeOH:MTBE (80:20, v/v) y fueron inyectados 

directamente en el UHPLC-MS.  

Adicionalmente, se prepararon muestras de control de calidad (QC) mediante la mezcla 

de cantidades iguales de todos los extractos de cerebro, para evaluar la estabilidad de 

la reproducibilidad de los análisis.  
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3.2.1.2. Análisis metabolómico mediante cromatografía de gases y de líquidos. 

3.2.1.2.1. Análisis metabolómico mediante GC-MS 

El análisis GC lo realizamos en un cromatógrafo de gases modelo Trace GC ULTRA 

acoplado a un espectrómetro de masas con trampa de iones modelo ITQ900 (Thermo 

Fisher Scientific), utilizando una columna capilar Factor Four VF-5MS de 30 m × 0,25 mm 

de diámetro interior, con un espesor de película de 0,25 µm (Agilent Technologies, 

Tokio, Japón).  

La temperatura de la columna se estableció inicialmente en 100 °C durante 0,5 min y 

continuó realizando una rampa de aumento a 320 °C a 15 °C min-1 manteniéndose 

finalmente a esta temperatura a durante 2,8 min. Utilizamos helio como gas portador 

empleando un caudal constante de 1 mL min-1. La temperatura del inyector se fijó en 

200 ºC. La ionización de los metabolitos en el espectrómetro de masas se realizó 

mediante EI a 70 eV con un filamento caliente a 230 ºC. Para evitar señales interferentes 

debidas al disolvente, apagamos el filamento durante los primeros 4 minutos del 

cromatograma. Finalmente, se inyectó 1 µL de extracto metabolómico en modo splitless 

y se analizó en modo de barrido completo en el rango m/z 35–650. 

3.2.1.2.2. Análisis metabolómico mediante UHPLC-QTOF 

Utilizamos un cromatógrafo de líquidos modelo Agilent 1290 Series equipado con un 

muestreador automático acoplado a un sistema iFunnel QTOF modelo 6550 con una 

fuente de iones de electrospray dual (Agilent Technologies, Tokio, Japón). Los análisis 

los realizamos, tanto en modo de ionización positivo, como negativo. 

Para lograr una buena separación de metabolitos realizamos una cromatografía de fase 

reversa con un gradiente de fase móvil de (A) H2O y (B) MeOH/(CH3)2CHOH (85:15, v/v). 

El análisis se llevó a cabo utilizando un gradiente de 82% a 100% de fase móvil B a un 

caudal de 0,4 mL min -1. De esta forma, inyectamos 5 µL de extractos de cerebro en una 

columna cromatográfica Agilent InfiniteLab Poroshell 120 EC-C18 (150 × 2,1 mm, 2,7 µm, 

Agilent Technologies) termorregulada a 60ºC. Las masas de referencia m/z 121,0509 y 
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922,0098, se introdujeron constantemente en el sistema para la corrección de masas en 

modo positivo mientras que las masas de referencia m/z 1033,9881 y 112,9856 se 

introdujeron para la corrección de masas en modo de ionización negativa. El rango de 

masas seleccionado para el análisis fue 100–1200 m/z en modo Full Scan. Además, 

ajustamos otros parámetros instrumentales como el voltaje capilar (3,5 KV), el caudal 

de gas de secado (14 L min-1), la temperatura (200 °C), la presión del nebulizador de gas 

(35 psi), el gas envolvente (350 ºC) y el caudal de nebulización (11 L min-1).  

Para los modos de ionización positiva y negativa, ajustamos el voltaje del fragmentador 

a 380 V. Para la realización de los experimentos de fragmentación MS/MS de los 

metabolitos de interés empleamos el modo Agilent Targeted MS/MS del software 

MassHunter Data Acquisition. Para este fin, establecimos la velocidad de barrido MS/MS 

en 1 espectro s-1 con las mismas condiciones cromatográficas que para el modo Full 

Scan, utilizando nitrógeno como gas de colisión y ajustando los voltajes en el rango de 

10–40 V para la fragmentación de compuestos. Los datos se adquirieron con una 

velocidad de barrido de 1,0 espectro/segundo en modo centroide. 

3.2.1.3. Procesamiento de datos de metabolitos cerebrales y testiculares. 

Los cromatogramas resultantes del análisis por GC-MS lo convertimos al formato CDF 

utilizando la herramienta Thermo File Converter (Thermo Fisher Scientific). Tras esta 

conversión realizamos la extracción, alineación de picos y normalización de los datos 

utilizando el software XCMS incluido en la plataforma R (http://www.r-project.org). En 

este sentido, los datos fueron procesados utilizando el algoritmo “matched filter 

method” que selecciona los datos en cromatogramas iónicos extraídos (XIC) en un 

tamaño de paso fijo, luego se filtró cada selección utilizando una función gaussiana de 

segunda derivada como forma de pico del modelo. 

Para la identificación de metabolitos determinados porGC-MS, utilizamos la versión 8 de 

la librería de espectros de masas NIST, seleccionando solo aquellos con una probabilidad 

> 80%. Además, se seleccionaron iones objetivo y al menos dos qualifiers (iones

identificadores) de cada espectro de masas considerando solo aquellos metabolitos con

una variación menor al 20% en la relación de área calificador/ion objetivo por
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metabolito. Así mismo, se calcularon los índices de retención de Kovat (KRI) para los 

metabolitos previo análisis de una mezcla de alcanos de C7-C40 (Sigma Aldrich, 

Alemania) empleando las mismas condiciones de análisis de las muestras. 

Para el análisis metabolómico UHLC-QTOF-MS, usamos el software MassHunter versión 

B.08.00. Para este fin, aplicamos al conjunto de datos el algoritmo de extracción de

variables: “Compound Discovery” y “Find by Molecular Features”. Con este flujo de

trabajo se consiguió extraer, seleccionar los diferentes iones y el estado de carga para

seleccionar las entidades químicas o “features”, dichos features fueron alineados por

tiempo de retención y masas creando una lista única de entidades químicas para todas

las muestras, luego se usó esta lista recursivamente como filtro de entrada junto con

nuevos filtros como “score”, integración y filtros de altura del pico. La identificación de

los metabolitos se llevó a cabo empleando las bases de datos METLIN

(http://metlin.scripps.edu) y HMDB (http://hmdb. ca), considerando solo aquellos

metabolitos con una coincidencia de la masa experimental con la masa teórica mayor al

90%.

3.2.1.4. Perfil de la microbiota intestinal. 

Para el análisis de la microbiota intenstinal de los ratones modelo tomamos muestras 

del contenido intestinal de los ratones inmediatamente después de sacrificarlos. 

Posteriormente, estas muestras fueron congeladas en nitrógeno líquido.  

Seguidamente empleamos el kit de extracción de ADN Master-Pure, siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Epicentre, Madison, WI, EE. UU.) para obtener de 100 mg 

de ADN total de los contenidos intestinales. El ADN se purificó con el kit de purificación 

de ADN (Macherey-Nagel, Duren, Alemania) de acuerdo con el protocolo del fabricante 

y se determinó la concentración mediante el fluorómetro Qubit® 2.0 (Life Technology, 

Carlsbad, CA, EE. UU.). 

El perfil de microbiota se realizó siguiendo los protocolos de Illumina mediante la 

secuenciación de la región variable V3-V4 del gen 16S rRNA. Brevemente, utilizamos el 
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kit de índice NextEra (Illumina, San Diego, CA, Estados Unidos) para un paso de 

multiplexación y el chip Bioanalyzer DNA 1000 para verificar los amplicones (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, Estados Unidos). Las librerías de ADN fueron 

secuenciadas en una plataforma MiSeq-Illumina (servicio de secuenciación FISABIO, 

Valencia, España), en el que cada fragmento de ADN fue secuenciado en ambos 

extremos, generando pares de lecturas de 300 pares de bases cada una. (kit de reactivo 

MiSeq v3). Incluimos controles negativos en los pasos de extracción de ADN y 

generación de amplicones, y también se secuenciaron. Se eliminaron los adaptadores 

residuales de las secuencias crudas mediante el uso del software Trimmomatic, se siguió 

la canalización DADA2 incluyendo los pasos de filtrado de calidad y eliminación de 

quimeras en el entorno R [201]. Las variantes de secuencia de amplicón (ASV) se 

asignaron taxonómicamente utilizando la base de datos Silva v132, incluyendo la 

clasificación a nivel de especie. Las muestras con menos de 1000 lecturas las eliminamos 

del análisis estadístico final. 

El perfil de microbiota se correlacionó con los metabolitos determinados en la 

metabolómica cerebral con el fin de identificar asociaciones específicas entre los 

metabolitos cerebrales y la microbiota intestinal moldeados por los grupos de 

suplementación animal.  

3.2.2. Metaloma en tejido cerebral humano con patología de EA en diferentes estadios 

 de Braak. 

El metaloma de las muestras de tejido cerebral de pacientes humanos post-mortem fue 

determinada mediante el análisis de los elementos Se, Cr, manganeso (Mn), Fe, Co, Cu, 

Zn, Cd, Pb, talio (Tl), molibdeno (Mo), magnesio (Mg), Al, vanadio (V), As y antimonio 

(Sb) utilizando el modelo 8800 Agilent Technologies ICP-MS equipado con triple 

cuadrupolo (QQQ). A continuación, detallamos, tanto el procedimiento de tratamiento 

de muestras, como los parámetros utilizados en el método de análisis multielemental. 
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3.2.2.1. Preparación de la muestra 

Las doscientas cuarenta y nueve muestras post mortem de cerebro humano con EA 

(Tabla 2) se criohomogeneizaron utilizando nitrógeno líquido y un mortero cerámico 

hasta su completa pulverización. A continuación, pesamos 100 μg de la muestra de 

cerebro criohomogeneizada de las diferentes regiones. Seguidamente procedimos a la 

mineralización de las muestras mediante la adición de 600 μl de una mezcla HNO3: H2O2 

(4:1, v/v) (ambos reactivos de calidad Trace Metal, Leicestershire, Reino Unido) a cada 

muestra colocada en un recipiente de PTFE.  

Posteriormente, se realizó la mineralización ácida asistida por microondas en un horno 

microondas modelo MARS 6 (CEM Matthews, NC, EE. UU.) utilizando el método de 

digestión descrito en la Tabla 2. Brevemente, empleamos una rampa de 15 minutos a 

160 °C, seguida de una retención de 40 minutos a 160 °C, con un ajuste de potencia de 

400 W. Una vez completada la mineralización, las muestras se diluyeron con agua 

ultrapura (sistema de gradiente Milli-Q, Millipore, Watford, Reino Unido) y se filtraron 

utilizando filtros de nailon de 0,45 μm antes de inyectarlas en ICP-QQQ-MS. 

Tabla 2. Parámetros de la mineralización ácida asistida por microondas. 

Asistida por Microondas  Parámetros de mineralización ácida 

Agentes de digestión 
Ácido nítrico puro al 55,4% y peróxido 

de hidrógeno al 20% 

Modo de control Rampa de temperatura 

Potencia 400 W 

Tiempo de rampa 15 min 

Mantener la temperatura durante 40 min 

Temperatura 160 Cº 
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3.2.2.2. Determinación del metaloma por ICP-QQQ-MS 

 
Los parámetros analíticos para la determinación del metaloma por ICP-QQQ-MS se 

detallan a continuación: 

En primer lugar, se realizó la sintonía del equipo ICQ-QQQ-MS con una disolución de 

sintónia de Li, Co, Y y Tl a 1 µg L-1 (Agilent Technologies). Se utilizaron un cono de 

muestreo y un cono skimmer de Ni, con una profundidad de muestreo de 10 mm. La 

potencia directa se ajustó en 1550 W y los caudales de gas se fijaron en 15 L min-1 (gas 

de plasma) y 1,08 L min-1 (gas portador). Utilizamos un flujo de 4,5 mL min-1 de helio 

para la mayoría de los metales como gas de colisión para eliminar interferencias. Para 

Se y As, utilizamos un flujo de 2 mL min-1 de H2 con 40 % de O2 en modo MS/MS. Se 

añadió a las muestras una solución mixta que contenía 100 ng g-1 de rodio (Rh), bismuto 

(Bi) y escandio (Sc) como estándar interno.  

Además, se emplearon como gases de colisión/reacción, helio y oxígeno de alta pureza 

(>99,999 %) y gas hidrógeno puro (>95 %).  

En el equipo monitorizamos los isótopos 24Mg, 27Al, 45Sc, 51V, 53Cr, 55Mn, 57Fe, 63Cu, 66Zn, 
75As, 80Se, 95Mo, 103Rh, 111Cd, 121Sb, 205Tl, 208Pb y 209Bi, con un tiempo de permanencia de 

0,3 s por isótopo. 

 

 
 
3.3. Análisis estadístico de los resultados 

 
El tratamiento estadístico de los resultados determinados en los diferentes estudios de 

esta Tesis Doctoral se basó principalmente en análisis multivariante de componentes 

principales (PCA) y análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) con 

el fin de comparar los perfiles metabolómicos cerebrales obtenidos, y análisis 

univariante (ANOVA, Tukey Test, Krustal Wallis Test) para determinar diferencias 

significativas entre los grupos de estudio. Estas pruebas estadísticas fueron realizadas a 
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través de diferentes programas informáticos y la herramienta web MetaboAnalyst 6.0 

(https://www.metaboanalyst.ca/), STATISTICA 8.0 (StatSoft) y SSPS (IBM SPSS Statistics 

para Windows, versión 27.0).  

El nivel de significancia estadística se estableció en p < 0,05 para todas las pruebas.  

Además, se han realizado análisis de correlaciones de Spearman entre metabolitos 

cerebrales y microbiota a nivel de género y mapas de calor utilizando el paquete de 

software R Hmisc (versión 4.0.2).  

  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

82



83



84



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En la presente Tesis Doctoral se ha investigado la potencial neurotoxicidad, efectos en 

la reproducción e impacto en la microbiota intestinal de los contaminantes y sus 

mezclas, así como el efecto de la suplementación del Se utilizando ratones modelo 

(Capítulos 1 y 2). Asimismo, se ha estudiado la posible asociación entre la microbiota 

intestinal y el metaboloma cerebral y testicular. Por otro lado, se ha analizado el 

metaloma de diferentes regiones del cerebro humano post-mortem con EA en función 

de sus estadios Braak (Capítulo 3). 

En el Capítulo 1 se resumen los resultados del estudio metabolómico cerebral de ratones 

y su microbiota intestinal tras la exposición a un “cóctel químico” con As, Cd, Hg y 

productos farmacéuticos (FLQ y DCF), así como el efecto de la suplementación con Se, 

analizando el impacto de estos a través del GBA. En este sentido, observamos 

asociaciones entre los metabolitos cerebrales y la microbiota intestinal, las cuales 

cambiaron tras la suplementación con Se. En el Capítulo 2 se detallan los resultados 

relacionados con el impacto del mismo “cóctel químico” en el metaboloma testicular de 

ratones, así como las asociaciones con la microbiota intestinal, igualmente comparando 

la suplementación con Se sobre uno de los grupos de ratones frente a los no 

suplementados, estudiando su posible antagonismo hacia esos contaminantes. 

En el Capítulo 3 se detallan los resultados del estudio sobre la influencia de elementos 

tóxicos y esenciales en cerebros humanos con EA, dado que esta enfermedad produce 

el depósito de elementos tóxicos que ocasionan la degeneración de redes neuronales 

en determinadas zonas cerebrales provocando así el mal funcionamiento conocido. En 

este capítulo se describe el metaloma de diferentes regiones de tejido cerebral, CTX, 

Cau, P, BG y A humano post-mortem y las alteraciones de elementos junto con su 

dependencia de diferentes estadios Braak. 
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CAPÍTULO 1 





4.1. Capítulo 1: 

Metabolómica cerebral de ratones tras la exposición a un “cóctel químico” y a la 

suplementación con selenio a través del eje intestino-cerebro 

Artículo 1 

C. Parra-Martínez, M. Selma-Royo, B. Callejón-Leblic, M.C. Collado, N. Abril, T.

García-Barrera. Mice brain metabolomics after the exposure to a “chemical

cocktail” and selenium supplementation through the gut-brain axis. Journal of

Hazardous Materials, 438 (2022), 129443.

https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2022.129443

Graphical Abstract 

Figura 21. Resumen gráfico del estudio sobre metabolómica cerebral de ratones tras la 

exposición a un “cóctel químico” (CC) y ratones tras la exposición a un “cóctel químico” 

suplementados con selenio (CC-Se) a través del eje microbiota intestinal-cerebro. 
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El cerebro es un órgano especialmente propenso a sufrir daños por contaminantes 

ambientales a pesar de la BHE, que impide el cruce no selectivo de compuestos de la 

sangre circulante hacia el líquido extracelular del SNC, donde habitan las neuronas [202].  

El Hg es uno de los neurotóxicos más conocidos [203], especialmente de especies 

químicas orgánicas [204], pero el As también puede inducir efectos neurotóxicos como 

encefalopatía, neuropatías periféricas, alteraciones neuroconductuales siendo asociado 

con la neurodegeneración [205, 206]. Asimismo, se ha relacionado el Cd con 

enfermedades neurodegenerativas, incluidas las EA, Parkinson y la esclerosis lateral 

múltiple y amiotrófica [207].  

En este Capítulo se describen los resultados del impacto de un “cóctel químico” que 

incluye As, Cd, Hg y los productos farmacéuticos FLQ y DCF y la influencia de la 

suplementación con Se en el metaboloma cerebral de ratones y sus asociaciones con la 

microbiota intestinal. 

Para ello, se realizó lo descrito en la sección 3.1.1 sobre diseño experimental del estudio 

1 y en la Figura 19, en el que se consideraron los grupos de estudio: C, CC, y CC-Se. 

La exposición al cóctel de contaminantes resultó en una letalidad de alrededor del 25% 

en los animales que consumieron alimento normal durante el tratamiento (CC vs. C), 

que se redujo al 15% en los ratones que consumieron una dieta suplementada con Se. 

Un análisis de Kaplan-Meier (software XLStat, v. 2020.2.2.6533, Addinsoft) de las curvas 

de supervivencia general (SG) indicó que los ratones del grupo CC tuvieron una SG 

significativamente peor (p = 0,016) que sus contrapartes de C. Por el contrario, la SG de 

los ratones del grupo CC+Se no difirió de la del C (p = 0,136). Las funciones de 

distribución de supervivencia y los resultados del análisis de Kaplan-Meier se muestran 

en la Figura 22. 
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Figura 22. Comparación de las curvas de supervivencia global de los ratones control (C), 

ratones tras la exposición a un “cóctel químico” (CC) y ratones tras la exposición a un “cóctel 

químico” suplementados con selenio (CC-Se) mediante el análisis de Kaplan-Meier  

(software XLStat, v. 2020.2.2.6533, Addinsoft) 

 

Las muestras de tejido cerebral fueron obtenidas y tratadas según los procedimientos 

experimentales descritos en el apartado de Preparación del tejido cerebral y testicular 

de ratones modelo para el análisis metabolómico (3.2.1.1) y, el metaboloma cerebral se 

analizó utilizando una plataforma metabolómica basada en la combinación de UHPLC-

QTOF-MS y GC-MS. 

Tras los análisis, realizamos el tratamiento estadístico de los resultados. La Figura 23 

muestra los gráficos de PCA, donde puede observarse una buena estabilidad de las 

señales debido a que se muestra el agrupamiento de los QCs. Asimismo, el PLS-DA 

mostró buenas clasificaciones entre grupos teniendo en cuenta todos los modos de 

análisis (Figura 24 A, B y C). Además, se realizaron comparaciones 2D-PLS-DA por pares 

para determinar los metabolitos que permitieron discriminar grupos (Figura 25). 
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Figura 23: Análisis en 3D de componentes principales de metabolitos cerebrales determinados 

por A) Cromatografía de gases con analizador de trampa de iones (GC-MS), B) Cromatografía 

líquida de ultra-alto rendimiento acoplado a electrospray en modo positivo con analizador de 

cuadrupolo tiempo de vuelo (UHPLC-ESI(+)-QTOF-MS) y C) Cromatografía líquida de ultra-alto 

rendimiento acoplado a electrospray en modo negativo con analizador de cuadrupolo tiempo 

de vuelo (UHPLC-ESI(-)-QTOF-MS). 
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Figura 24. Gráficas del PLS-DA entre grupos de metabolitos cerebrales de ratones tras la 

exposición a un “cóctel químico” (CC) y ratones tras la exposición a un “cóctel químico” 

suplementados con selenio (CC-Se). 2D-PLS-DA de muestras de cerebro correspondientes al 

análisis A) GC-MS, B) UHPLC-ESI(+)-QTOF-MS y C) UHPLC-ESI(-)-QTOF-MS. 
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Figura 25. Gráficas 2D-PLS-DA de comparaciones de grupos por partes en A) ratones expuestos 

a “cóctel químico” comparados con el control y B) ratones suplementados con Selenio 

expuestos a “cóctel químico” (CC-Se) comparados con ratones expuestos a  

“cóctel químico” (CC). 

 

Se identificaron un total de 49 metabolitos cerebrales combinando GC-MS (13 

metabolitos) y UPLC-QTOF-MS (36 metabolitos), recogidos en la Tabla 3 (Anexo 1). 

Calculamos los KRI para la identificación de metabolitos determinados por GC-MS. La 

Figura 26, recoge la abundancia de los metabolitos anotados en los grupos C, CC y CC-

Se en un diagrama de mapa de calor y la Tabla 3 (Anexo 1) muestra la lista completa de 

metabolitos con los valores p y los fold changes (FC) entre otra información. 
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Figura 26. Mapa de calor de las abundancias de los metabolitos cerebrales alterados en los 

diferentes grupos de ratones control, ratones tras la exposición a un “cóctel químico” (CC) y 

ratones tras la exposición a un “cóctel químico” suplementados con selenio (CC-Se).  

Los metabolitos se representan en filas y los ratones de diferentes grupos en columnas. 

 Los colores rojo y azul muestran niveles aumentados y disminuidos de  

metabolitos cerebrales, respectivamente. 
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Entre los metabolitos cerebrales que disminuyen por la exposición al CC, varios de ellos 

aumentaron sus niveles después de la suplementación con Se (CC-Se) llegando incluso a 

niveles cercanos al control, o sin diferencias significativas en comparación con el grupo 

C (FC CC-Se vs CC mayor que aquellos para la comparación CC vs C). Así pues, en esta 

comparación (CC-Se vs CC): observamos alteraciones significativas (p<0.05) de los 

metabolitos monopalmitina (monoglicérido, FC: 2,18), cer (d16:1/24:0) (ceramida, N-

acilesfingosina, FC: 2,70), desoxirrubroskirina (antraceno, antraquinona, FC: 1,94) e 

isobutirato de undecilo (ácido graso, éster graso, FC: 3,90).  

Por otro lado, observamos que otros metabolitos cerebrales aumentaron por la 

exposición a CC y disminuyeron por la suplementación con Se (CC-Se vs CC) incluyendo 

ácido N-acetil aspártico (aminoácido excitatorio, FC: 0,51) y ácido fosfórico (anhídrido 

de ácido, anhídrido de ácido acrílico, FC: 1,47).  

También encontramos alteración de metabolitos cerebrales por la suplementación con 

Se que no se alteraron significativamente tras la exposición a CC con respecto a C. Estos 

metabolitos fueron: espisulosina (esfingolípidos, compuesto organonitrógeno, 

amina, FC: 2,15), xestoaminol C (compuesto organonitrógeno, amina, FC: 1,06), 5-

oxoavermectina “2a” aglicona (macrólido y análogos, milbemicinas, FC: 2,88), 

decanamida (acilo graso, amida grasa, FC: 4,77), (ácido 3-oxo2-pentil-

ciclopentanohexanoico (acilo graso, octadecanoide, FC: 2,36), ácido 9-oxo-2,4,5,7-

decatetranoico (ácido graso de cadena media, FC: 8,47), Fosfatidilserina (PS)(14:0/22:0) 

(glicerofosfolípido, glicerofosfcolina, PS, FC: 0,51), PE(14:0/P-18:0) (glicerofosfolípido, 

glicerofosfoetanolamina, FC: 0,02), PS(20:4/22:6) (glicerofosfolípido, glicerofosfcolina, 

PS, FC: 0,19) y ácido málico (derivado del ácido hidroxílico, FC: 0,63).  

Finalmente, observamos metabolitos cerebrales alterados por el CC que la 

suplementación con Se no puede antagonizar o incluso parece tener una acción 

sinérgica: glicerofosfocolina (GPCh) (glicerofosfolípido, glicerofosfocolina, FC: 0,65), 

9,11alfa-epoxi-6alfa-acetoxi-colest-7-en-3beta,5alfa,19-triol (esterol, derivado del 

colesterol, FC: 7,96), (8Z,d18:1) esfingosina (esfingolípido, base esfingoide, FC: 0,02), 

espiramicina 1 (compuesto organooxigenado, derivado de carbohidrato, FC: 0,16), 

PC(15:0/22:5) (fosfocolina, glicerofosfocolina, FC: 0,02), ácido UDP-N-acetil- D -
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galactosaminurónico (azúcar de nucleótido de pirimidina, FC: 0,94), ácido 3-hidroxi-

isoheptanoico (ácidos grasos y conjugados, FC: 0,65), adenosina (nucleósido de 

purina, 0,18), ácido aspártico (aminoácido, FC: 16,18), ácido benzoico (derivados del 

benceno, FC: 71,44), glutamina (derivado del ácido carboxílico, aminoácido, FC: 0,74), 

glicina (derivado del ácido carboxílico, aminoácido, FC: 0,91), mioinositol (compuesto 

organooxigenado, alcoholes y polioles, FC: 0,30), ácido N-acetil-aspártico (aminoácido 

excitador, FC: 3,21), ácido esteárico (acilos grasos, ácidos grasos y conjugados, FC: 0,06), 

treonina (ácido carboxílico y derivados, aminoácido, FC: 43,73) y urea (ácidos carbónicos 

orgánicos y derivados, ureas, FC: 14,48). 

Cabe mencionar que no se pudo calcular el FC de varios metabolitos por estar ausentes 

en el grupo C, como es el caso de la FLQ, un fármaco incluido en el cóctel químico que 

no estaba presente en los ratones del grupo C y, por tanto, no hay FC para su 

comparación con los otros dos grupos, CC vs C o CC-Se vs C (Tabla 3, en Anexo 1). Los 

metabolitos ausentes en C fueron: FLQ (quinolonas y derivados, FC: 1,27), PI-cer 

(d20:0/16:0) (fosfoesfingolípido, ceramida fosfoinositol, FC: 1,96), PI-cer (d20:0/18:0) 

(FC: 1,62), neolinderatona (policétidos, flavanonas FC: 1,55), sabinona (lípidos prenol, 

monoterpenoides ), 2,4,6-octatrienal (ácidos grasos, aldehído ), 26,26,26,27,27,27-

hexafluoro-1,25-dihidroxi-23,24-didehidrovitamina D3 (derivados de la vitamina D), 

alopurinol (pirazolopiridiminas, FC: 4), isonuatigenina 3-[ramnosil-(1−2)-glucósido] 

(esteroides, glicósidos esteroidales) y anandamida (22:6,n-3) (etanolaminas, N-

aciletanolamina). 

Nuestros resultados demostraron que la exposición al CC afecta fuertemente al 

metaboloma cerebral mediante la regulación positiva o negativa de metabolitos que 

pertenecen a clases de compuestos muy relacionados con la función cerebral, como 

aminoácidos excitatorios, ceramidas, acilos grasos y monoglicéridos, entre otros, y que 

la suplementación con Se moduló las alteraciones.  

El ácido N-acetil aspártico se alteró por la exposición al CC, pero la suplementación con 

Se moduló los niveles al C. El aminoácido excitatorio ácido N-acetil aspártico, representa 

alrededor de una milésima parte del peso húmedo del cerebro humano y parece estar 

restringido únicamente a las neuronas, estando involucrado en funciones importantes 
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como la producción de mielina, la regulación de la síntesis de proteínas neuronales o el 

metabolismo de varios neurotransmisores como el aspartato o el N-acetil-aspartil-

glutamato [208].  

El ácido fosfórico también se alteró por la exposición a CC y se moduló por la 

suplementación con Se, pero curiosamente en otros estudios, este metabolito se alteró 

tras suplementación con Se en ratones no expuestos [99]. 

La suplementación con Se también moduló los cambios de la cer cerebral 

cer(d16:1/24:0) por el CC. Las ceramidas son precursoras de todos los esfingolípidos 

complejos, cuyos niveles intracelulares deben ajustarse con precisión ya que los cambios 

en el perfil esfingolípido-ceramida juegan un papel en el desarrollo de trastornos 

neurológicos, relacionados con la edad y neuroinflamatorios [209]. Otros metabolitos 

regulados a la baja por CC y modulados por la suplementación con Se pertenecieron a 

las clases de compuestos de monoglicéridos y acilos grasos, que también son 

importantes para el cerebro [99]. Por otro lado, hubo otros metabolitos como 

spisulosine, xestoaminol C, 5-oxoavermectin “2a” aglycone, decanamide, 3-oxo2-

pentyl-cyclopentanehexanoic acid, 9-oxo-2,4,5,7-decatetranoic acid, PS(14:0/22:0), 

PE(14:0/P-18:0), PS(20:4/22:6) and malic acid, fueron modulados por la suplementación 

de Se en ratones expuestos que no se vieron afectados por el CC en ratones alimentados 

con dieta de roedores.  

Asimismo, la suplementación de Se  aumentó la concentración en el cerebro de los 

esfingolípidos espisulosina, que inhiben la proliferación de numerosas líneas celulares 

cancerosas [210] y, xestoaminol C, que afectan a la resistencia de los vasos renales y 

mesentéricos de rata a través del receptor acoplado a proteína G [211]. Esta 

suplementación también afectó a los niveles cerebrales de neurotransmisores, acilos 

grasos, ácidos grasos de cadena media, el ácido málico y varios glicerofosfolípidos, 

incluidos PS y PE, cuya composición es muy importante para la funcionalidad, fluidez y 

permeabilidad de las membranas neuronales. Se conoce que las alteraciones en la 

composición de glicerofosfolípidos de la membrana neuronal ocurren en trastornos 

neurológicos [212].  
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Curiosamente, la exposición al CC redujo considerablemente los niveles cerebrales de 

PC(15:0/22:5) y (d18:1)esfingosina que se ha asociado con un estado alterado en las 

células cerebrales [213, 214] y (d18:1)esfingosina. Por otra parte, la exposición a CC 

aumentó los niveles de ácido aspártico, considerado uno de los principales aminoácidos 

excitatorios en el SNC [27] y que fue encontrado alterado en condiciones adversas como 

exposición a As o a Polibromodifenil éteres [215, 216], de ácido benzoico, conocido por 

estar regulado positivamente después de la exposición al As [217] y se excreta 

principalmente por los riñones, de treonina encontrada elevada en algunos estudios 

como respuesta a la neurotoxicidad, así como en un modelo de EA [218, 219] y de urea 

que se encontraba aumentada en suero sanguíneo después del tratamiento con Abx 

[220]. 

Adicionalmente, también se evaluaron las rutas metabólicas alteradas en el grupo CC y 

CC-Se utilizando la herramienta MetaboAnalyst 5.0 (metaboanalyst. ca). Este análisis 

mostró 6 rutas significativamente alteradas en el metaboloma del cerebro del ratón tras 

la exposición a CC (Figura 27 A) incluyendo la biosíntesis de arginina y aminoacil-ARNt, 

y los metabolismos de glicina, serina y treonina, alanina, aspartato y glutamato, 

glioxilato y dicarboxilato y purina. Por lo demás, las vías alteradas de forma más 

significativa tras la exposición al CC en ratones suplementados con Se (Figura 27 B) 

fueron la biosíntesis de arginina y aminoacil-ARNt y el metabolismo de glicina, serina y 

treonina.  

Estos resultados mostraron que la suplementación con Se mejoró varias vías 

metabólicas afectadas por la exposición al CC. Asimismo, la suplementación con Se 

mejoró el impacto del CC en el metabolismo de las purinas, el metabolismo de los 

glicosilatos y dicarboxilatos, el metabolismo de los glicerofosfolípidos, el metabolismo 

de la alanina, el aspartato y el glutamato. Por otra parte, la suplementación con Se actúa 

principalmente en la biosíntesis de ácidos grasos insaturados, el metabolismo de la 

glicina, la serina y la treonina, la biosíntesis de la valina, la leucina y la isoleucina y el 

metabolismo del ascorbato y el aldarato. 
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Figura 27. Gráficos de análisis de vías que muestran las rutas metabólicas más deterioradas en 

los grupos ratones tras la exposición a un “cóctel químico” (CC) y ratones tras la exposición a 

un “cóctel químico” suplementados con selenio (CC-Se). A) Gráficos de análisis de vías que 

muestran las rutas metabólicas más deterioradas en los grupos CC y B) CC-Se. Los 

valores p calculados a partir del análisis de enriquecimiento se indican mediante un gradiente 

de color: desde blanco (valor p más alto) hasta rojo (valor p más bajo), mientras que  

el valor de impacto de la vía calculado a partir del análisis de topología de la vía 

 se indica mediante el tamaño del punto. 

 

En este estudio también realizamos el análisis de correlación del metaboloma cerebral 

de los grupos de estudio con la abundancia de la microbiota intestinal. En este sentido, 

observamos que metaboloma cerebral está asociado con la microbiota intestinal y se 

modula con la exposición al “cóctel químico” y la suplementación con Se.  

En trabajos anteriores, describimos cambios en la composición y diversidad de la 

microbiota intestinal en ratones como resultado de la suplementación con Se en 

modelos de ratones convencionales y con microbiota empobrecida [97], así como tras 

la exposición a CC y/o suplementación con Se [101]. Además, demostramos que la 

suplementación con Se es capaz de aumentar la abundancia relativa de varios taxones 

relevantes para la salud, especialmente en el modelo de ratones con microbiota 

empobrecida [97].  
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En nuestro estudio, determinamos un total de 66 géneros diferentes y su abundancia 

relativa (Tabla 4) en los grupos de ratones C, CC y CC-Se.  

 
Tabla 4. Abundancia de taxones a nivel de género en los grupos de ratones control (C), 

ratones tras la exposición a un “cóctel químico” (CC) y ratones tras la exposición a un 

“cóctel químico” suplementados con selenio (CC-Se). 

Taxa C CC CC-Se 

Lachnospiraceae NK4A136 group 35.310 17.438 14.510 
Bacteroides 1.310 5.175 4.870 

Lactobacillus 1.940 9.288 13.430 
Alloprevotella 1.480 4.850 3.810 

[Eubacterium] xylanophilum group 3.570 0.825 0.710 
Lachnospiraceae_Unclassified 17.550 11.188 13.440 
Muribaculaceae_Unclassified 6.760 25.038 18.080 

Roseburia 3.440 1.450 1.780 
Lachnospiraceae A2 0.730 0.175 0.080 

Tannerellaceae_Unclassified 0.040 0.188 0.180 
Oscillibacter 1.180 1.338 2.630 

Lachnospiraceae UCG-006 2.950 0.950 1.140 
Lachnoclostridium 6.690 1.388 2.650 

[Clostridium] innocuum group 0.000 0.000 0.070 
Enterococcus 0.000 2.988 3.770 
Mucispirillum 0.390 0.963 2.160 
Muribaculum 0.170 1.375 2.180 
Odoribacter 1.630 1.500 1.710 

Rikenellaceae RC9 gut group 0.970 0.438 0.020 
Escherichia-Shigella 0.020 0.000 0.040 

Lachnospiraceae UCG-001 2.310 3.213 0.890 
Parabacteroides 0.020 1.850 0.380 

Alistipes 1.250 0.175 0.070 
Anaerotruncus 0.510 0.038 0.040 

Colidextribacter 0.800 0.763 0.890 
Intestinimonas 0.430 0.475 1.150 

Erysipelatoclostridium 0.000 0.025 0.010 
Bilophila 0.250 0.288 0.330 

Oscillospiraceae_Unclassified 0.540 1.688 3.050 
Streptococcus 0.290 0.000 0.110 

Lachnospiraceae GCA-900066575 0.360 0.275 0.250 
Anaeroplasma 0.000 0.750 0.320 

Lachnospiraceae FCS020 group 0.120 0.163 0.720 
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Enterorhabdus 1.500 0.075 0.140 
Erysipelotrichaceae_Unclassified 0.370 0.063 0.090 

[Eubacterium] coprostanoligenes group 
Unclassified 0.080 0.025 0.020 

Peptococcaceae_Unclassified 0.210 0.213 0.230 
[Eubacterium] siraeum group 0.420 0.075 0.060 

Clostridia UCG-014 Unclassified 0.430 0.063 0.040 
Ruminococcaceae_Unclassified 0.600 0.438 0.610 

Butyricicoccus 0.480 0.150 0.100 
Ruminococcus 0.500 0.250 0.040 

Coriobacteriaceae UCG-002 0.000 0.138 0.620 
Oscillospiraceae UCG-003 0.330 0.263 0.090 

Anaerovoracaceae Family XIII UCG-001 0.190 0.025 0.040 
Acetatifactor 0.140 0.325 0.350 
Incertae Sedis 0.390 0.413 0.800 
Merdibacter 0.010 0.013 0.020 

Prevotellaceae UCG-001 0.270 0.025 0.000 
Clostridia vadinBB60 group Unclassified 0.020 0.450 0.550 

Lachnospiraceae ASF356 0.000 0.163 0.280 
[Eubacterium] brachy group 0.130 0.000 0.010 

Marvinbryantia 0.020 0.075 0.080 
Oscillospira 0.110 0.075 0.010 
Parvibacter 0.190 0.013 0.010 

Oscillospirales UCG-10 Unclassfied 0.070 0.063 0.010 
Tyzzerella 0.010 0.050 0.130 

Citrobacter 0.010 0.000 0.000 
Oscillospiraceae UCG-005 0.080 0.000 0.000 

Oscillospiraceae NK4A214 group 0.010 0.000 0.000 
Peptococcus 0.020 0.000 0.000 

Dorea 0.010 0.000 0.000 
Butyricicoccaceae UCG-009 0.020 0.025 0.000 

Christensenellaceae Unclassified 0.000 0.000 0.010 
Harryflintia 0.000 0.000 0.020 

Ruminococcaceae UBA1819 0.080 0.000 0.000 
 

 

Encontramos asociaciones específicas (Figura 28) entre la abundancia relativa de los 

géneros bacterianos y los metabolitos cerebrales en los diferentes grupos 

experimentales.  
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Nuestros resultados sugieren que el metaboloma cerebral está relacionado con la 

composición de la microbiota intestinal y que esas asociaciones se ven alteradas por la 

exposición al CC y modificadas por la suplementación con Se. 
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Figura 28. Mapas de calor de correlación de Spearman que muestran las asociaciones entre los 

metabolitos cerebrales y la microbiota intestinal en los grupos A) ratones tras la exposición a 

un “cóctel químico” (CC) y B) ratones tras la exposición a un “cóctel químico” suplementados 

con selenio (CC-Se). Los colores azul y rojo indican correlaciones positivas y negativas, 

respectivamente. 

 

En este sentido, encontramos los siguientes cambios en las asociaciones entre la 

microbiota intestinal y el metaboloma cerebral en los diferentes grupos del experimento 

con ratones:  

(i) Aumentaron ampliamente las asociaciones con metabolitos cerebrales 

después de la exposición al CC, pero las disminuyeron y cambiaron tras la 
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suplementación con Se (por ejemplo, grupo Lachnospiraceae NK4A136, 

Lactobacillus, Mucispirillum, varios miembros de las familias Oscillospiraceae, 

Peptococcaceae, Muribaculaceae, Tannerellaceae)  

(ii) Observamosgéneros en el que disminuyeron las asociaciones con el 

metaboloma cerebral tras la exposición al CC, pero aumentaron después de la 

suplementación con Se (por ejemplo, Roseburia) 

(iii) Observamos géneros sin ninguna asociación con el metaboloma cerebral 

después de la exposición al CC, pero que aumentaron ampliamente después de 

la suplementación con Se (por ejemplo, Escherichia-Shigella, Lachnospiraceae 

UCG-001, Intestinimonas, Enterorhabdus, Acetatifactor). 

Encontramos así asociaciones específicas entre el grupo NK4A136 de la familia 

Lachnospiraceae y dos metabolitos cerebrales en el grupo C, 9,11-epoxy-6-acetoxy-

cholest-7-en-3,5,19-triol y Ps(20:4/22:6), mientras que en el grupo CC aumentaron hasta 

7 correlaciones negativas con metabolitos cerebrales incluyendo PS(20:4/22:6), 

cer(d16:1/24:0), PC(15:0/22:5) (fosfatidilcolina), ácido 9-oxo-2,4,5,7-decatetraenoico y 

ácido 3-hidroxi-isoheptanoico (ácidos grasos y conjugados) y (20 S)− 1,20,25-trihidroxi-

24-norvitamina D3 (vitamina liposoluble).  

Después de la suplementación con Se de ratones CC, el grupo NK4A136 de la familia 

Lachnospiraceae se asoció con mioinositol (compuesto organooxigenado), ácido 

aspártico (neurotransmisor) y monopalmitina (monoglicérido). El 

género Lactobacillus también incrementó las asociaciones con metabolitos cerebrales 

en el grupo CC siendo las correlaciones más significativas (principalmente positivas) con 

casi los mismos metabolitos cerebrales que el grupo Lachnospiraceae NK4A136, tales 

como PS(20:4/22:6), cer(d16:1/24:0), PC(15:0/22:5), 1,20,25-trihidroxi-24-norvitamina 

D3 y otros nuevos metabolitos incluyendo ácido 3-hidroxi-isoheptanoico (ácidos grasos 

y derivados), ácido málico (ácido dicarboxílico), prolina (aminoácido) y urea (ácidos 

carbónicos orgánicos y derivados). Después de la suplementación con Se, este género 

resultó asociado positivamente con monopalmitina y negativamente con PI-

cer(d20:0/18:0) (fosfatidilinositol ceramida) y ácido 9-oxo-2,4,5,7-decatetraenoico 

(ácidos grasos y conjugados).  
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Entre estos géneros, el grupo Lachnospiraceae NK4A136 ha sido previamente 

considerado como un potencial productor de butirato y, por lo tanto, un objetivo 

terapéutico prometedor en la demencia porque es menor en estos pacientes en 

comparación con los controles [221].  

Otro género ampliamente asociado con metabolitos cerebrales es el género 

Lactobacillus, un taxón potencialmente relevante para la salud, que también aumentó 

después de la suplementación con Se según nuestros resultados anteriores [97].  

El género Mucispirillum también se asoció negativamente después de la exposición a CC, 

con 26,26,26,27,27,27-hexafluoro-1,25-dihidroxi-23,24-didehidrovitamina D3 cerebral 

(derivado de la vitamina D3) así como con anandamida (22:6, n-3) (endocanabinoide) y 

treonina (aminoácido), mientras que después de la suplementación con Se este género 

solo se asoció con monopalmitina. Este género se ha relacionado con la actividad de los 

espermatozoides y la testosterona, así como con la glutatión peroxidasa y la 

selenoalbúmina en el tejido testicular [100].  

Las asociaciones de Roseburia con metabolitos cerebrales disminuyeron a solo una 

correlación negativa con ácido benzoico en el cerebro después de la exposición a CC y a 

tres asociaciones después de la suplementación de Se con ácido 9-oxo-2,4,5,7-

decatetraenoico, monopalmitina y mioinositol. Este género se ha relacionado 

previamente con síntomas depresivos en pacientes con el índice de masa corporal (IMC) 

en pacientes con anorexia nerviosa [222] y con trastorno depresivo mayor [223].  

Los géneros Escherichia-Shigella, Lachnospiraceae UCG-001 e Intestinimonas no 

presentaron asociaciones con el metaboloma cerebral tras la exposición a CC, pero sí 

con los metabolitos cerebrales tras la suplementación con Se. Así, el primer género se 

asoció, tras la suplementación con Se, con ácido fosfórico y ácido 3-hidroxi-

isoheptanoico, mientras que el segundo con cuatro metabolitos entre ellos 

Fosfatidiletanolamina (PE) (14:0 P-18:0), PS (20:4/22:6), ácido N-acetil aspártico y nafato 

de cefamandol y, el último, con ácido aspártico y ácido benzoico.  

Se conoce que el género Escherichia-Shigella se ha asociado con las hormonas sexuales 

del sistema endocrino reproductivo, así como con la selenoproteína P testicular [100].  
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Finalmente, destacar que encontramos metabolitos cerebrales específicos 

correlacionados con múltiples grupos bacterianos, especialmente tras la 

suplementación con CC y/o Se. Estos metabolitos se han relacionado previamente con 

importantes funciones cerebrales y neurotoxicidad. Entre ellos, la PS (20:4/22:6) y la 

PS(14:00/22:0) se asociaron con varios géneros tras la exposición al CC y después de la 

suplementación con Se. En general, los PS son necesarios para las membranas de las 

células nerviosas y la mielina [224]. Específicamente, la PS(20:4/22:6), que consiste en 

una cadena de ácido araquidónico y una cadena de ácido docosahexaenoico, es a PS de 

mayor concentración encontrada en la mielina del tejido cerebral [225].  

Por otra parte, la GPCh correlacionó con varios géneros en los grupos C y CC-Se, y la PC 

(15:0/22:5) en los grupos CC y C. Es sabido que durante la neurodegeneración, los 

fosfolípidos de membrana se descomponen y aumentan los metabolitos de colina (Ch). 

Estos son los metabolitos solubles en agua de PC e incluyen GPCh, PCh y Ch [226].  

Las ceramidas cer(16:1/24:0) y la cer(20:0/18:0) se asociaron con varios géneros en los 

grupos CC y CC-Se, así como sus ceramidas de PI correspondientes (PI-cer(20:0/18:0) y 

PI-cer(16.1:24:0), que pertenece a la clase de fosfoesfingolípidos. 

El esfingolípido psicosina también se asoció con varios géneros en C. Las ceramidas son 

precursoras de esfingolípidos así como poderosas moléculas de señalización que median 

procesos cruciales en la fisiopatología celular [209]. La alteración del perfil de 

esfingolípidos-ceramidas ha dado lugar al desarrollo de enfermedades neurológicas 

relacionadas con la edad y neuroinflamatorias [209]. Los derivados de la vitamina D3 

26,26,26,27,27,27-hexafluoro-1,25-dihidroxi-23,24-didehidrovitamina D3 y 1,20,25-

trihidroxi-24-norvitamina D3 se asociaron principalmente de forma negativa con varios 

géneros en los grupos CC y CC-Se. El efecto de 26,26,26,27,27,27-Hexafluoro-1,25-

dihidroxivitamina D3 sobre la expresión de genes sensibles a la vitamina D en ratones 

deficientes en vitamina D se ha informado previamente [227].  

De hecho, la vitamina D tiene propiedades neuroprotectoras, modula el sistema 

inmunológico y ayuda a la homeostasis del calcio (Ca). También tiene un papel en la 

regulación de una amplia cantidad de genes que son cruciales para el funcionamiento 
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del cerebro. Aunque la vitamina D está clasificada como una vitamina, actúa también 

como un neuroesteroide y tiene un papel clave en el cerebro [228].  

Como conclusión al capítulo, mencionar que la plataforma metabolómica no dirigida 

basada en la combinación de GC-MS y UHPLC-QTOF-MS para determinar el metaboloma 

cerebral de ratones expuestos a un CC, reveló importantes alteraciones que fueron 

moduladas por la suplementación con Se. En este sentido observamos alteración en 

compuestos clave para la función cerebral como aminoácidos excitatorios, ceramidas, 

acilos grasos y monoglicéridos, entre otros. Además, se determinaron nuevas 

asociaciones entre los metabolitos cerebrales y los microbios intestinales que sugieren 

un mecanismo entrelazado, pero también desaparecieron o cambiaron después de la 

suplementación con Se.  

Nuestros resultados demuestran que existe una posible interacción clave entre la 

ingesta de Se, la microbiota y los metabolitos cerebrales con efectos sobre la salud del 

huésped en múltiples niveles, incluido el eje intestino-cerebro y la salud reproductiva. 

Sin embargo, es necesario determinar el vínculo preciso y se necesitan más estudios 

dirigidos a los mecanismos específicos. 
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H I G H L I G H T S G R A P H I C A L  A B S T R A C T

• “Chemical cocktails” altered mainly
mice brain lipids and aminoacids
pathways.

• Se intake, gut microbiota and brain
metabolites interact affecting host
health.

• Several gut microbes are associated with
specific brain metabolites.

• Selenium antagonized several brain
metabolites impaired by the “chemical
cocktail”.
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A B S T R A C T

Several environmental pollutants have been shown to damage brain and affect gut microbiota. Limited evidence 
is available about the impact of “chemical cocktails” (CC) of xenobiotics on brain metabolome and their possible 
influence in the gut-brain crosstalk. To this end, BALB/c mice were exposed to heavy metals (As, Hg, Cd) and 
pharmaceuticals (diclofenac and flumequine) under regular rodent diet or supplemented with selenium (Se). 
Selenium, an antioxidant well-known for its antagonism against the neurotoxicity of several pollutants, 
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fluoroacetamide; MTBE, Methyl tertiary-butyl ether; DCF, diclofenac; FLQ, flumequine; GC-MS, gas chromatography-mass spectrometry; UHPLC-QTOF, ultra-high 
performance liquid chromatography coupled to quadrupole time of flight; PCAs, polycyclic aromatic compounds; NSAID, nonsteroidal anti-inflammatory drug; CNS, 
central nervous system; AD, Alzheimer’s disease; BBB, blood brain barrier; As, arsenic; HG, Mercury; Cd, Cadmium; Se, Selenium. 
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Metallomics 
Gut microbiota 

modulated several brain metabolic impairments caused by CC (e.g., brain levels of the excitatory amino acid N- 
acetyl aspartic acid) by influencing mainly the metabolisms of purine, glycosylate and dicarboxylate, glutamate, 
glycerophospholipid, alanine and aspartate. Numerous associations were obtained between brain metabolites 
and gut microbes and they changed after Se-supplementation (e.g., Lactobacillus was positively associated with a 
brain ceramide, phosphoserine, phosphocholine, vitamin D3 derivative, fatty acids, malic acid, amino acids, and 
urea after the exposure, but not after Se-supplementation). Our results showed numerous evidences about the 
impact of CC on brain metabolome, the potential role of Se as an antagonist and their impact on the gut-brain 
axis. Further research is needed to understand the complex mechanism of action implied on CC-brain- 
microbiota interactions.   

1. Introduction

Brain is an organ especially prone to be damaged by environmental
pollutants in spite of the blood brain barrier (BBB), which prevents non- 
selective crossover of compounds in the circulating blood into the 
extracellular fluid of the central nervous system (CNS), where neurons 
dwell (Iqubal et al., 2020). Mercury (Hg) is one of the most widely 
known neurotoxic (Glaser et al., 2010), especially organic chemical 
species (Clarkson and Magos, 2006), but arsenic (As) can also induce 
neurotoxic effects such as encephalopathy, peripheral neuropathies, 
neurobehavioral alterations, and it has also been associated with neu-
rodegeneration (Garza-Lombó et al., 2019; Grau-Perez et al., 2018). Also 
cadmium (Cd) has been linked to neurodegenerative diseases including 
Alzheimer’s (AD) and Parkinson’s diseases, multiple and amyotrophic 
lateral sclerosis (Branca et al., 2018). However, living beings are 
exposed to a multifaceted environment where pollutants can interact 
though antagonistic or synergistic mechanisms (García-Barrera et al., 
2012; García-Sevillano et al., 2013a). Likewise, selenium (Se) is a 
recognized antagonist against Hg (García-Sevillano et al., 2015), As 
(Zwolak, 2020; García-Sevillano et al., 2013b) and Cd (Rodríguez-Moro 
et al., 2020), but also they can interact between each other (e.g., Cd and 
As (García-Sevillano et al., 2014a) or As, Cd and Hg (García-Sevillano 
et al., 2014b)). Moreover, Se-supplementation has been shown to reduce 
the Aβ plaque deposition in the mouse brain (model APP/PS1) (Lovell 
et al., 2009) as well as the oxidative stress in the CNS, ameliorating the 
effects of AD (Iqbal et al., 2018). Recently, it has been pointed out that 
the nonsteroidal anti-inflammatory (NSAID) drug diclofenac (DCF) re-
duces the risk of AD (Stuve et al., 2020). Se-supplementation also has an 
impact on gut microbiota diversity, richness and composition (Arias--
Borrego et al., 2019; Hrdina et al., 2009; Kim and Combs, 1997; 
Kasaikina et al., 2011; Zhai et al., 2018). Likewise, previous works with 
non-exposed Se-supplemented mice reported the connection of gut mi-
crobes with plasma selenoproteome and trace metal homeostasis (Call-
ejón-Leblic et al., 2021), gut metabolites (Callejón-Leblic et al., 2022), 
testicular metabolome and selenoproteome (Ramírez-Acosta et al., 
2022a) as well as brain metabolome and selenoproteome (Ramír-
ez-Acosta et al., submitted for publication). Moreover, there is growing 
evidence about the crosstalk between gut microbiota through the 
so-called gut-brain axis (Burokas et al., 2015). However, the role of 
“chemical cocktails” on shaping brain metabolome and the possible 
connection with gut microbiota has not been precisely linked. 

Herein, we studied the impact of a “chemical cocktail” including As, 
Cd, Hg and pharmaceuticals (PACs, flumequine and DCF) as well as Se- 
supplementation on mice brain metabolome and the associations with 
gut microbiota. 

2. Experimental section

2.1. Animals, experimental design and dosage information 

Animal handling was carried out at the Animal Experimentation 
Service of the University of Cordoba (SAEX-UCO), by qualified staff and 
following the European Community animal care guidelines. This work 
has received approval for research ethics from Ethical Committee of the 

University of Córdoba and Regional Government of Andalusia (Spain) 
and a proof/certificate of approval is available upon request (Code Num. 
02–01–2019–001). The study design has already been described. Briefly, 
8 weeks-male Mus musculus BALB/c mice were then randomly divided 
into three groups (n = 12): C, CC, and CC-Se and housed in pairs under 
controlled laboratory conditions for a total of 3 weeks, with free access 
to food and water as described previously (Callejón-Leblic et al., 2022). 
Mice in the control (C) group were fed a regular diet thorough the study. 
All mice, except the controls, received a mixture of flumequine-FLQ and 
DCF in the chow and Hg, Cd and As in the drinking water. The con-
centrations of DCF, FLQ, As, Cd and Hg were calculated for mice 
receiving daily doses of 20, 625, 3, 0.1, and 1 mg/kg, respectively, 
consistent with concentrations of environmental relevance (Fekadu 
et al., 2019; González-Gaya et al., 2022; Huygens et al., 2022). The chow 
of mice in the group CC-Se contained a Se supplement (sodium selenite, 
0.65 mg/kg) (Zarrinpar et al., 2018; D’Amato et al., 2020). Fig. S1 
summarizes the animal exposure experimental design. 

2.2. Brain tissue preparation for metabolomic analysis 

Sample preparation was carried out by a previously described 
method (Ramírez-Acosta et al., submitted for publication). Briefly, brain 
tissues were cryohomogenized into a ceramic mortar with liquid nitro-
gen. An amount of 30.0000 mg were weight, placed and homogenized 
into a 2 mL cryotube of a TissueLyser LT homogenizer (Qiagen, Ger-
many) by adding a cold mixture (−20 ºC) of methanol/water (1:1, v/v). 
Metabolites were extracted from a 100 µL aliquot of the homogenate 
that was vortex mixed during 1 h with 400 µL of 80:20 (v/v) meth-
anol/methyl tert-butyl ether (MTBE). Then, extracts were centrifuged at 
4000 g for 20 min at 20ºC and the supernatants were separated. Two 
equal aliquots were separated for UHPLC-MS and GC-MS analysis and 
then, dried using SpeedVac concentrator system (Thermo Fisher Scien-
tific, Bremen, Germany). Prior to GC-MS analysis, the dried extracts 
were submitted to derivatization in two steps, namely: (i) methox-
ymation, for the protection of carbonyl groups, by adding 50 µL of 
methoxyamine hydrochloride in pyridine at 20 mg mL-1 and incubating 
for 15 min at 80ºC. (ii) Silylation, by adding 50 µL of N-methyl--
N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA) and incubating under the 
same conditions. For UHLC-MS analysis, the dried extracts were 
reconstituted in methanol:MTBE (80:20, v/v) and directly injected into 
the loop. To assess the stability of the analyses and reproducibility, 
quality control (QC) samples were prepared by pooling equal quantities 
of all brain extracts. 

2.3. GC-MS metabolomic analysis 

Gas chromatographic analysis was performed on a Trace GC ULTRA 
model gas chromatograph coupled to an ion trap mass spectrometer 
model ITQ900 (Thermo Fisher Scientific), using a Factor Four capillary 
column VF-5MS 30 m × 0.25 mm ID, with 0.25 µm of film thickness 
(Agilent technologies, Tokyo, Japan). The temperature of the column 
was initially set at 100 ◦C for 0.5 min and then ramped to 320 ◦C at 
15 ◦C min-1 maintained for 2.8 min. Helium was used as a carrier gas 
supplied into the system at a constant flow rate of 1 mL min-1. Injector 
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temperature was set to 200 ºC. Ionization of metabolites into the mass 
spectrometer was accomplished by electronic impact (EI) at 70 eV with a 
temperature filament of 230 ºC. To avoid the noisy signal of a big band 
from the solvent and other non-separated peaks, the filament was turned 
off for the first 4 min of the chromatogram. Finally, 1 µL of previously 
prepared metabolomic extract was injected in splitless mode and 
monitored in full scan mode in the m/z range 35–650. 

2.4. UHPL-QTOF metabolomic analysis 

A liquid chromatograh model Agilent 1290 Series equipped with a 
well-plate autosampler was used coupled to a QTOF model 6550 iFunnel 
system with a dual electrospray ion source handled in both positive and 
negative ionization modes (Agilent Technologies, Tokyo, Japan). In 
order to achieve a good separation of metabolites an inverse phase 
chromatography was performed with a mobile phase gradient of (A) 
water and (B) methanol/2-propanol (85:15, v/v). The analysis was 
carried out with a gradient from 82% to 100% of mobile phase B at a 
flow-rate of 0.4 mL min-1. Thus, 5 µL of extracted brain samples were 
injected into an Agilent InfiniteLab Poroshell 120 EC-C18 chromato-
graphic column (150 ×2.1 mm, 2.7 µm, Agilent Technologies) thermo-
regulated at 60ºC. The reference masses m/z 121.0509 and 922.0098, 
were constantly introduced into the system for mass correction in pos-
itive mode while the reference masses m/z 1033.9881 and 112.9856 
were introduced for mass correction in negative ionization mode. 

Full scan mode was recorded in the range of 100–1200 m/z. Other 
parameters were set as follows: capillary voltage (3.5 KV), drying gas 
flow rate (14 L min-1), temperature (200 ◦C), gas nebulizer pressure (35 
psi), sheath gas (350 ºC) and flow-rate (11 L min-1). For positive and 
negative ionization modes, the fragmentor voltage was adjusted at 380 
V. We used the Agilent Targeted MS/MS mode from MassHunter Data
Acquisition software, to analyze a list containing the most significant
metabolites. To this end, MS/MS scan rate was set at 1 spectrum s-1 with
the same chromatographic conditions above described, using nitrogen
as collision gas and voltages in the range of 10–40 V for the fragmen-
tation of compounds. Data were acquired with a scan rate of 1.0 spec-
trum/second at centroid mode.

2.5. Annotation of brain metabolites 

Data processing and statistical analysis was carried out as previously 
described (See supporting information, Table S1). For GC-MS metab-
olomic analysis, the version 8 NIST Mass Spectral Library was used to 
annotate metabolites, selecting only those with a probability > 80%. 
Target ions and at least two qualifiers (identifier ions) were selected 
from each mass spectrum. Those metabolites with a variation less than 
20% in the area qualifier/target ion ratio per metabolite were selected. 
Kovat́s retention indexes (KRI) were calculated for the metabolites using 
a mixture of alkanes from C7-C40 (Sigma Aldrich, Germany). For UHLC- 
QTOF-MS metabolomic analysis, the software MassHunter version 
B.08.00 was used. To this end, the workflow “Compound Discovery” and
the compound mining “Find by Molecular Features” were applied to the
dataset. METLIN (http://metlin.scripps.edu) and HMDB (http://hmdb.
ca) databases were used considering only those metabolites with a score
higher than 90%. In addition, MS-MS experiments were performed with
the same experimental conditions as applied for the primary analysis.
Collision-induced dissociation (CID) fragmentation was used.

2.6. Gut microbiota profiling 

Gut contents were sampled immediately after the killing of the mice 
and frozen in liquid N2. Aliquots of 80–100 mg were used for DNA 
isolation (Arias-Borrego et al., 2022). The gut microbiota profile ob-
tained by 16 S rRNA amplicon sequencing previously described 
(Arias-Borrego et al., 2022) was used to combine with brain metab-
olomics in order to identify specific associations between brain 

metabolites and gut microbes shaped by the animal supplementation 
groups. Briefly, gut microbiota profiling was performed by the 
sequencing of the V3-V4 variable region of the 16 S rRNA gene following 
Illumina protocols. Amplicons were sequenced on a MiSeq-Illumina 
platform (FISABIO sequencing service, Valencia, Spain) using a 2 ×
300 bp paired-end run (MiSeq Reagent kit v3). Negative control was 
included. Raw reads were processed and managed with the DADA2 
pipeline and taxonomy was assigned with Silva v132 database. 
Tables with taxonomy at different levels (phylum, family and genus) 
were used for the integration with the available data in this study. 

3. Results

3.1. Survival 

Exposure to the contaminant cocktail resulted in a lethality of about 
25% in animals consuming normal feed during treatment (CC vs C), 
which was reduced to 15% in mice that consumed a Se-supplemented 
diet. A Kaplan-Meier analysis (XLStat software, v. 2020.2.2.6533, 
Addinsoft) of the overall survival (OS) curves indicated that mice at the 
CC group had a significantly (p = 0.016) worse OS than their control 
counterparts. In contrast, the OS of mice in the CC+Se group did not 
differ from control (p = 0.136). The survival distribution functions and 
the results of the Kaplan-Meier analysis are shown in the Fig. S2. 

3.2. Brain Mice Metabolome After Selenium Supplementation and 
Microbiota Depletion 

Brain metabolomes were determined using the multiplatform based 
on UHPLC-QTOF-MS and GC-MS analysis, combining positive and 
negative ionization modes. The metabolomic analysis was evaluated 
using 6 quality control samples (QC). Principal Components Analysis 
(PCA) plots showed good stability and reliability of the results by clus-
tering the QCs samples (Fig. S3). Principal Least Squares Discriminant 
Analysis (PLS-DA) showed good classifications between groups using the 
analytical metabolomics multiplatform (Fig. 1A, B and C). Moreover, 
pairwise comparisons were carried out to determine the metabolites that 
allowed discriminating groups. The 2D-PLS-DAs built from pairwise 
group comparison (Fig. S4) are shown in the Supporting Information. 

A total of 49 brain metabolites (Table S2) were annotated combining 
GC-MS (13 metabolites) and +/-ESI-MS (36 metabolites). KRIs were 
calculated for the identification of metabolites determined by GC-MS 
and they are summarized in Table S3. Fig. 1D collects the abundance 
of the metabolites annotated in C, CC and CC-Se groups in a heatmap 
diagram and Table S2 shows the complete list of metabolites with the p- 
values and fold changes (FC) among other information. 

As can be seen in Fig. 1D and Table S2, there is a band of metabolites 
that decreased in mouse brain after the exposure to the CC (CC vs C 
FC<1). Among the brain metabolites down-regulated by the CC 
exposure, several ones increased the levels after Se-supplementa-
tion to levels close to the C group or even not significantly different (FC 
CC-Se vs CC greater than those for CC vs C comparison). This last group
of metabolites included (compound class and FC CC-Se vs CC in
brackets): monopalmitin (monoglyceride, 2.18-fold), cer(d16:1/24:0)
(ceramide, N-acylsphingosine, 2.70-fold), deoxyrubroskyrin (anthracene,
anthraquinone, 1.94-fold) and undecyl isobutyrate (fatty acyl, fatty ester,
3.90-fold). There are other brain metabolites up-regulated by the CC
exposure that was down-regulated by Se-supplementation (FC CC- 
Se vs CC lower than those for CC vs C comparison) including (com-
pound class and FC CC-Se vs CC in brackets): N-acetyl aspartic acid
(excitatory amino acid, 0.51-fold) and phosphoric acid (acid anhydride,
acrylic acid anhydride, 1.47-fold). There were other brain metabolites
altered by Se-supplementation, but that were not significantly
impaired after the CC exposure when this last group is compared
with the C group (compound class and FC CC-Se vs C in brackets):
spisulosine (sphingolipids, organonitrogen compound, amine, 2.15-fold),
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xestoaminol C (organonitrogen compound, amine, 1.06-fold), 5-oxoa-
vermectin “2a” aglycone (macrolide and analogues, milbemycins, 2.88- 
fold), decanamide (fatty acyl, fatty amide, 4.77-fold), (3-oxo2-pentyl- 
cyclopentanehexanoic acid (fatty acyl, octadecanoid, 2.36-fold), 9-oxo- 
2,4,5,7-decatetranoic acid (medium chain fatty acid, 8.47-fold), PS(14:0/ 
22:0) (glycerophospholipid, glycerophosphcholine, phosphatidylserine, 0.51- 
fold), PE(14:0/P-18:0) (glycerophospholipid, glycerophosphoethanolamine, 
0.02-fold), PS(20:4/22:6) (glycerophospholipid, glycerophosphcholine, 
phosphatidylserine, 0.19-fold) and malic acid (hydroxyl acid derivative, 
0.63-fold). There were other brain metabolites impaired by the CC 
that Se-supplementation cannot antagonize or even it has a 

synergistic action (compound class and FC CC vs C in brackets): glyc-
erophosphocholine (glycerophospholipid, glycerophosphocholine, 0.65- 
fold), 9,11alpha-epoxy-6alpha-acetoxy-cholest-7-en-3beta,5alpha,19- 
triol (sterol, cholesterol derivative, 7.96-fold), (8Z,d18:1)sphingosine 
(sphingolipid, sphingoid base, 0.02-fold), spiramycin 1 (organooxygen 
compound, carbohydrate derivative, 0.16-fold), PC(15:0/22:5) (phos-
phocholine, glycerophosphocholine, 0.02-fold), UDP-N-acetyl-D-gal-
actosaminuronic acid (pyrimidine nucleotide sugar, 0.94-fold), 3-hydroxy- 
isoheptanoic acid (fatty acids and conjugates, 0.65-fold), adenosine (pu-
rine nucleoside, 0.18-fold), aspartic acid (amino acid, 16.18-fold), benzoic 
acid (benzene derivatives, 71.44-fold), glutamine (carboxylic acid 

Fig. 1. A) 3D-PLS-DA of brain samples corresponding to GC-MS analysis, B) UHPLC-ESI+-QTOF-MS and C) UHPLC-ESI--QTOF-MS. C: red dots, CC: green dots, CC-Se: 
blue dots. D) Cluster heatmap of brain metabolites from C, CC and CC-Se mice. Metabolites are represented in rows and mice of different groups in columns. Red and 
blue colors show increased and decreased levels of brain metabolites, respectively. 
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derivative, amino acid, 0.74-fold), glycine (carboxylic acid derivative, 
amino acid¸ 0.91-fold), myo-inositol (organooxygen compound, alcohols 
and polyols, 0.30-fold), N-acetyl-aspartic acid (excitatory amino acid, 
3.21-fold), stearic acid (fatty acyls, fatty acids and conjugates, 0.06-fold), 
threonine (carboxylic acid and derivatives, amino acid, 43.73-fold) and 
urea (organic carbonic acids and derivatives, ureas, 14.48-fold). 

Finally, the FC of several metabolites cannot be calculated because 
they were absent in the control group. This is the case of flumequine, a 
pharmaceutical included in the chemical cocktail, which was not present 
in mice of the C group, and for this reason there are not FC for CC vs C or 
CC-Se vs C (Table S2). Metabolites absent in the control group are
(compound class and FC CC-Se vs C in brackets, when significant dif-
ferences were found): flumequine (quinolones and derivatives, 1.27-fold),
PI-cer(d20:0/16:0) (phosphosphingolipid, ceramide phosphoinositol, 1.96-
fold), PI-cer(d20:0/18:0) (1.62-fold), neolinderatone (poliketides, flava-
nones 1.55-fold), sabinone (prenol lipids, monoterpenoids), 2,4,6-octatrie-
nal (fatty acids, aldehyde), 26,26,26,27,27,27-hexafluoro-1,25-
dihydroxy-23,24-didehydrovitamin D3 (vitamin D derivatives), allopu-
rinol (pyrazolopyridimines, 4-fold), isonuatigenin 3-[rhamnosyl-(1−2)-
glucoside] (steroids, steroidal glycosides) and anandamide (22:6,n-3)
(ethanolamines, N-acylethanolamine).

Moreover, the most impaired metabolic routes in the group CC and 
the changes after Se-supplementation were evaluated using the Metab-
oAnalyst 5.0 (metaboanalyst.ca) tool. The pathway analysis showed a 
total of 6 significantly altered routes in mouse brain metabolome after 
the exposure to CC (Fig. 2 A) including arginine and aminoacyl-tRNA 
biosynthesis, and the metabolisms of glycine, serine and threonine, 
alanine, aspartate and glutamate, glyoxylate and dicarboxylate and 
purine. Otherwise, the most significantly altered pathways after the 

exposure of the CC in Se-supplemented mice (Fig. 2B) are arginine and 
aminoacyl-tRNA biosynthesis and the metabolism of glycine, serine and 
threonine. Table S4 collects p-values, the numbers of hits and the impact 
of the affected metabolic routes by the impaired metabolites found CC 
and CC-Se groups. 

3.3. Brain metabolome is associated with gut microbiota and affected by 
the “chemical cocktail” and selenium supplementation 

In previous works, we described changes in the gut microbiota 
composition and diversity in mice as a result of Se-supplementation in 
conventional and microbiota depleted mice models (Callejón-Leblic 
et al., 2021), as well as after the CC exposure and/or Se-supplementation 
(Arias-Borrego et al., 2022). Moreover, we found that 
Se-supplementation increased the relative abundance of a number of 
health-relevant taxa, especially in the microbiota depleted mice model 
(Callejón-Leblic et al., 2021). A total of 66 different genera and their 
relative abundance (Table S5) were determined in C, CC, CC-Se mice 
groups. In this work, specific associations (Table S6, Fig. 2 C and D) 
between the relative abundance of the identified bacterial genera and 
brain metabolites in the different experimental groups were analyzed. 
Our results suggest that brain metabolome are related with gut micro-
biota composition and that those associations are perturbed by the 
exposure to the CC and changed by Se-supplementation. 

We found distinct microbial shift according to the supplementation 
groups: (i) the first one, extensively increased the associations with brain 
metabolites after the exposure to the CC, but they decreased and 
changed them after Se-supplementation (e.g., Lachnospiraceae NK4A136 
group, Lactobacillus, Mucispirillum, several members of the families 

Fig. 2. A) Pathway analysis plots showing the most impaired metabolic routes in CC and B) CC-Se groups. The p-values calculated from the enrichment analysis are 
indicated by a color gradient: from white (highest p-value) to red (lowest p-value), while the pathway impact value calculated from pathway topology analysis is 
indicated by dot size. C) Spearman correlation heatmaps showing the associations between brain metabolites and gut microbiota in CC and D) CC-Se groups. Blue and 
red colors indicate positive and negative correlations, respectively. 
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Oscillospiraceae, Peptococcaceae, Muribaculaceae, Tannerellaceae); (ii) the 
second group includes genera that decreased the associations with brain 
metabolome after CC exposure, but they increased after Se- 
supplementation (e.g., Roseburia) and (iii) genera without any associa-
tion with brain metabolome after CC exposure, but that they widely 
increased after Se-supplementation (e.g., Escherichia-Shigella, Lachno-
spiraceae UCG-001, Intestinimonas, Enterorhabdus, Acetatifactor). 

Therefore, we found specific associations between Lachnospiraceae 
NK4A136 group and only two brain metabolites in the C group 
(Table S6), while in the CC group they increased up to 7 negative cor-
relations with brain metabolites including PS(20:4/22:6) (phosphati-
dylserine), cer(d16:1/24:0) (ceramide), PC(15:0/22:5) 
(phosphatidylcholine), 9-oxo-2,4,5,7-decatetraenoic acid and 3-hy-
droxy-isoheptanoic acid (fatty acids and conjugates) and (20 S)−
1,20,25-trihydroxy-24-norvitamin D3 (fat-soluble vitamin). After Se- 
supplementation of CC mice, this genus was associated with myo- 
inositol (organooxygen compound), aspartic acid (neurotransmitter) 
and monopalmitin (monoglyceride). Lactobacillus genus also increased 
the associations with brain metabolites in CC group being the most 
significant correlations (mainly positives) with almost the same brain 
metabolites that Lachnospiraceae NK4A136 group, such as PS(20:4/ 
22:6), cer(d16:1/24:0), PC(15:0/22:5), 1,20,25-trihydroxy-24-norvita-
min D3 and other new metabolites including 3-hydroxy-isoheptanoic 
acid (fatty acids and derivatives), malic acid (dicarboxylic acid), pro-
line (amino acid) and urea (organic carbonic acids and derivatives). 
After Se-supplementation, this genus was positively associated with 
monopalmitin and negatively with PI-cer(d20:0/18:0) (phosphatidyli-
nositol ceramide) and 9-oxo-2,4,5,7-decatetraenoic acid (fatty acids and 
conjugates). Mucispirillum genus was also negative associated after CC 
exposure, with brain 26,26,26,27,27,27-hexafluoro-1,25-dihydroxy- 
23,24-didehydrovitamin D3 (vitamin D3 derivative) as well as with 
anandamide (22:6, n-3) (endocanabinoid) and threonine (amino acid), 
while after Se-supplementation this genus was only associated with 
monopalmitin. 

The associations of Roseburia with brain metabolites decreased to 
only one negative correlation with benzoic acid in brain after CC 
exposure and to three associations after Se-supplementation with 9-oxo- 
2,4,5,7-decatetraenoic acid, monopalmitin and myo-inositol. 

The genera Escherichia-Shigella, Lachnospiraceae UCG-001 and Intes-
tinimonas genera did not present any association with brain metabolome 
after CC exposure, but they were associated with brain metabolites after 
Se-supplementation. Thus, the first genus was associated, after Se- 
supplementation with phosphoric acid and 3-hydroxy-isoheptanoic 
acid, while the second one with four metabolites including PE(14:0 P- 
18:0), PS(20:4/22:6), N-acetyl aspartic acid and cefamandole nafate, 
and the last with aspartic acid and benzoic acid. 

4. Discussion

Although the impact of metals (Xu et al., 2015; Wang et al., 2021),
selenium (Ramírez-Acosta et al., submitted for publication; Rodrí-
guez-Moro et al., 2019) and organic xenobiotics (Rodríguez-Moro et al., 
2019) in brain metabolome has been previously reported, limited evi-
dence is available about the join effect of pollutants in brain metabolome 
as well as the possible influence of Se-supplementation and the crosstalk 
with gut microbiota. 

4.1. Brain metabolome is shaped by the exposure to the “chemical 
cocktail” and selenium supplementation 

Our results demonstrated that the exposure to the CC strongly affects 
the brain metabolome by the up- or down-regulation of metabolites that 
belongs to compound classes very related with brain function, such as 
excitatory amino acids, ceramides, fatty acyls and monoglycerides, 
among others and that Se-supplementation modulated the impairments. 
Likewise, N-acetyl aspartic acid was up-regulated by the CC exposure, 

but Se-supplementation modulated the levels to that in the control 
group, since there were not significant differences between these two 
groups. The excitatory amino acid N-acetyl aspartic acid, accounts for 
around one thousandth of the wet weight of human brain and appears to 
be restricted solely to neurons being involved in important functions 
such as myelin production, regulation of neuronal protein synthesis or 
the metabolism of several neurotransmitters such as aspartate or N- 
acetyl-aspartyl-glutamate (Birken and Oldendorf, 1989). Phosphoric 
acid was also up-regulated by the exposure and modulated by 
Se-supplementation, but interestingly, this metabolite was up-regulated 
after Se-supplementation in non-exposed mice (Ramírez-Acosta et al., 
submitted for publication). 

Se-supplementation also modulated the down-regulation of the brain 
ceramide cer(d16:1/24:0). Ceramides are precursors of all complex 
sphingolipids, which intracellular levels must be fine-tuned since 
changes in the sphingolipid-ceramide profile play a role in the devel-
opment of neurological, age-related, and neuroinflammatory disorders 
(Mencarelli and Martinez-Martinez, 2013). Other metabolites 
down-regulated by CC and modulated by Se-supplementation belongs to 
the compound classes of monoglycerides and fatty acyls, that are also 
important for brain (Ramírez-Acosta et al., submitted for publication). 
There were other group of metabolites modulated by 
Se-supplementation in exposed mice that were not affected by the CC in 
mice fed rodent diet. Likewise, Se-supplementation up-regulated in 
brain the sphingolipids spirulosine, which inhibits the proliferation of 
numerous cancer cell lines (Pruett et al., 2008) and xestoaminol C, 
which affect the resistance of rat renal and mesenteric vessels through G 
protein-coupled receptor (Bischoff et al., 2000). Se also increased the 
brain levels of a neurotransmitter and other metabolites classified as 
fatty acyls and medium chain fatty acids, and down-regulated malic acid 
and several glycerophospholipids including PS and PE, whose compo-
sition is very important for the neural membranes functionality, fluidity 
and permeability, and that the alterations in neural membrane glycer-
ophospholipid composition have been reported to occur in neurological 
disorders (Farooqui et al., 2000). Other brain metabolites were 
down-regulated by the exposure to the CC and Se-supplementation did 
not modulate the levels, including glycerophosphocholine and a PC, that 
usually are elevated in brain during neurodegeneration due to the 
breakdown of membrane phospholipids (Walter et al., 2004). Interest-
ingly, the CC exposure strongly decreased the brain levels of PC 
(15:0/22:5) (0.02-fold), that was previously associated with disturbed 
condition in brain cells (li Yin et al., 2019; Chai et al., 2021) and (8Z, 
d18:1)sphingosine (0.02-fold). Otherwise, the CC exposure strongly 
up-regulated the levels of aspartic acid (16.18-fold), considered one of 
the main excitatory amino acids in CNS (Wang et al., 2021) that was 
found upregulated in adverse conditions (Ji et al., 2017; Dai et al., 
2016), benzoic acid (71.44-fold), known to be up-regulated after As 
exposure (Sun et al., 2021) and mainly excreted by kidneys, threonine 
(43.73-fold), previously reported to be elevated as response to neuro-
toxicity as well as in an Alzheimeŕs disease model (Fu et al., 2017; Hu 
et al., 2012), and urea (14.48-fold), previously described to be increased 
in serum after Abx treatment (Xu et al., 2021). 

The pathway analysis plots clearly show that Se-supplementation 
ameliorated several metabolic pathways impaired by the CC exposure. 
Likewise, Se-supplementation ameliorated the impact of the CC on the 
purine metabolism, glycosylate and dicarboxylate metabolism, glycer-
ophospholipid metabolism, alanine, aspartate and glutamate meta-
bolism. Otherwise, Se-supplementation acts mainly on biosynthesis of 
unsaturated fatty acids, glycine, serine and threonine metabolism, 
valine, leucine and isoleucine biosynthesis and ascorbate and aldarate 
metabolism. 

4.2. Specific gut microbes associated with multiple brain metabolites 

In this work, numerous associations between brain metabolites and 
gut microbiota were found at genus level. As commented before, there 
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are genera that widely increased or decreased the number of associa-
tions with brain metabolites after the exposure to the CC and that Se- 
supplementation restored this behavior. Among these genera, Lachno-
spiraceae NK4A136 group has been previously claimed as a potential 
butyrate producer and thus, a promising therapeutic target in dementia 
because it is lower in these patients compared to controls (Stadlbauer 
et al., 2020). In our previous work (Callejón-Leblic et al., 2021), we 
demonstrated that Lachnospiraceae family increased after Se-supple-
mentation. In the present work, this genus is negatively associated in CC 
group with important brain metabolites including PS, PC, ceramides, 
fatty acids and conjugates and fat-soluble vitamins. After 
Se-supplementation these associations disappears and this genus posi-
tively correlated with a fat-soluble vitamin, myo-inositol and the 
neurotransmitter aspartic acid, and negatively with monopalmitin. 
Another genus extensively associated with brain metabolites is Lacto-
bacillus genus, a potentially health-relevant taxa, which also increased 
after Se-Supplementation according to our previous results (Call-
ejón-Leblic et al., 2021). After the CC exposure, this genus was positively 
associated with a brain ceramide, PS, PC, vitamin D3 derivative, fatty 
acids, malic acid, amino acids, and urea. After Se-supplementation, 
these correlations disappeared and it was negatively correlated with a 
PI and a fatty acid, and positively with monopalmitin. Mucispirillum 
genus was also negative associated after CC exposure, with brain 
vitamin D3 derivative, an endocanabinoid and an amino acid, while 
after Se-supplementation this genus only correlated with brain monop-
almitin. Previously, this genus has been linked to sperm activity and 
testosterone, as well as glutathione peroxidase and selenoalbumin in 
testicular tissue (Ramírez-Acosta et al., 2022a). The associations of 
Roseburia genus with brain metabolites decreased after the CC to be only 
correlated with brain benzoic acid, but Se-supplementation increased 
the association to brain metabolome including 9-oxo-2,4,5,7-decatetrae-
noic acid, monopalmitin and myo-inositol. This genus has been previ-
ously related with depressive symptoms in patients with the body mass 
index (BMI) in patients with anorexia nervosa (AN) (Di Lodovico et al., 
2021) and with major depressive disorder (Ye et al., 2021). The genus 
Escherichia-Shigella genus did not correlated with any brain metabolites 
after CC exposure, but after Se-supplementation, they were positively 
associated with phosphoric acid and 3-hydroxy-isoheptanoic acid. This 
genus has been associated with reproductive endocrine systeḿs sex 
hormones, as well as testicular selenoprotein P (Ramírez-Acosta et al., 
2022a). In the present work, Se-supplementation induced the associa-
tion with a brain PE, a PS, N-acetyl aspartic among others. 

4.3. Specific brain metabolites associated with multiple gut microbes 

Interestingly, there were brain metabolites altered after the CC and/ 
or Se-supplementation that were associated repeatedly with a great 
number of gut microbes. These metabolites have been previously related 
with important brain functions and neurotoxicity. Among the class of 
glycerophospholipids, the phosphatidylserine PS(20:4/22:6) in mice 
brain, was associated with several genera after the exposure to the CC 
and with some others after Se-supplementation. In addition, the PS 
(14:00/22:0) was also associated with several genera in the control and 
CC-Se groups. There were no other PSs associated with gut bacteria in
this study. PS(20:4/22:6) consists of one chain of arachidonic acid and
one chain of docosahexaenoic acid and the greatest concentration is
located in myelin from brain tissue (FooDB, 2011). In general, PSs are
required for healthy nerve cell membranes and myelin (Glade and
Smith, 2015). The glycerophospholipid glycerophosphocholine (GPCh),
was associated with several genera in the C and CC-Se groups.
Furthermore, the phosphatidylcholine PC(15:0/22:5) in mice brain was
also associated with a great number of genera, but only in the CC and C
groups. It is well-known that during neurodegeneration membrane
phospholipids are breakdown and choline metabolites increases. These
are the water-soluble metabolites of PC and includes GPCh, phos-
phocholine (PCh), and choline (Ch) (Walter et al., 2004). Only two

ceramides in mice brain were associated with gut microbiota, the cer 
(16:1/24:0) and cer(20:0/18:0) in the CC and Se-CC groups, as well as 
their corresponding phosphatidylinositol ceramides (PI-cer(20:0/18:0) 
and PI-cer(16.1:24:0), which belongs to the class of phosphosphingolipids. 
The sphingolipid psychosine in brain was associated with several genera 
only in the control group. Ceramides are sphingolipids precursors as 
well as powerful signaling molecules that mediate crucial processes in 
cellular pathophysiology (Mencarelli and Martinez-Martinez, 2013). 
Alteration of the sphingolipid-ceramide profile led to the development 
of neurological, age-related and neuroinflammatory diseases (Mencar-
elli and Martinez-Martinez, 2013). The vitamin D3 derivatives 26,26,26, 
27,27,27-hexafluoro-1,25-dihydroxy-23,24-didehydrovitamin D3 and 
1,20,25-trihydroxy-24-norvitamin D3 were mainly negatively associ-
ated with several genera in the CC and CC-Se groups. The effect of 26,26, 
26,27,27,27-Hexafluoro-1,25-dihydroxyvitamin D3 on the expression of 
vitamin-D-responsive genes in vitamin-D-deficient mice has been pre-
viously reported (Yoshimura et al., 1998). In fact, Vitamin D has neu-
roprotective properties, modulates the immune system, and aids calcium 
homeostasis. It also has a role in the regulation of a wide number of 
genes that are crucial for brain function. Although vitamin D is classified 
as a vitamin, it acts as well as a neurosteroid and has key role in the brain 
(Anjum et al., 2018). Also, the neurotransmitter aspartic acid in brain 
was associated with several members of gut microbiota in the CC-Se 
mice. Other brain metabolites widely associated with gut microbes 
were malic acid (hydroxy acid and derivatives), monopalmitin (mono-
radylglycerols), myo-inositol (alcohol), 3-hydroxy-isoheptanoic acid and 
stearic acids (fatty acyls), the amino acids glycine, aspartic acid, threo-
nine, proline and glutamine (aminoacids), UDP-N-acetyl-D-galactosa-
minuronic acid (nucleotide-sugar), benzoic acid, adenosine (purine 
nucleoside), spisulosine (sphingolipids, organonitrogen compounds), urea 
and phosphoric acid. Finally, the brain metabolite that presented more 
associations with gut microbiota was the fatty acid 9-oxo-2,4,5,7-deca-
tetraenoic acid. 

5. Conclusions

Untargeted brain metabolomics combining GC-MS and UHPLC- 
QTOF-MS revealed important impairments caused by CC that were 
modulated by Se supplementation. These metabolites belong to key 
compound classes for brain function such as excitatory amino acids, 
ceramides, fatty acyls and monoglycerides, among others. Interestingly, 
novel associations were determined between brain metabolites and gut 
microbes suggesting an intertwined mechanism, but they also dis-
appeared or changed after Se supplementation. Our results demon-
strated that there is a potential key interaction between Se 
intake–microbiota–brain metabolites with effects on the host health at 
multiple levels including gut-brain axis and reproductive health. How-
ever, the precise link needs to be ascertained and further studies targeted 
to the specific mechanisms are needed. 
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García-Barrera, T., 2019. Insights into cancer and neurodegenerative diseases 
through selenoproteins and the connection with gut microbiota - current analytical 
methodologies. Expert Rev. Proteom. 16, 805–814. https://doi.org/10.1080/ 
14789450.2019.1664292. 

Arias-Borrego, A., Selma-Royo, M., Collado, M.C., Abril, N., García-Barrera, T., 2022. 
Impact of “chemical cocktails” exposure in shaping mice gut microbiota and the role 
selenium supplementation combining metallomics, metabolomics and 
metataxonomics. J. Hazard. Mater. 

Birken, D.L., Oldendorf, W.H., 1989. N-Acetyl-L-Aspartic acid: a literature review of a 
compound prominent in 1H NMR spectroscopic studies of brain. Neurosci. Biobehav. 
Rev. 13, 23–31. https://doi.org/10.1016/S0149-7634(89)80048-X. 

Bischoff, A., Czyborra, P., Meyer Zu Heringdorf, D., Jakobs, K.H., Michel, M.C., 2000. 
Sphingosine-1-phosphate reduces rat renal and mesenteric blood flow in vivo in a 
pertussis toxin-sensitive manner. Br. J. Pharm. 130, 1878–1883. https://doi.org/ 
10.1038/SJ.BJP.0703516. 

Branca, J.J.V., Morucci, G., Pacini, A., 2018. Cadmium-induced neurotoxicity: still much 
ado. Neural Regen. Res. 13, 1879–1882. https://doi.org/10.4103/1673- 
5374.239434. 

Burokas, A., Moloney, R.D., Dinan, T.G., Cryan, J.F., 2015. Microbiota regulation of the 
Mammalian gut-brain axis. Adv. Appl. Microbiol 91, 1–62. https://doi.org/10.1016/ 
BS.AAMBS.2015.02.001. 

Callejón-Leblic, B., Selma-Royo, M., Collado, M.C., Abril, N., García-Barrera, T., 2021. 
Impact of antibiotic-induced depletion of gut microbiota and selenium 
supplementation on plasma selenoproteome and metal homeostasis in a mice model. 
J. Agric. Food Chem. 69, 7652–7662. https://doi.org/10.1021/ACS.JAFC.1C02622. 

Callejón-Leblic, B., Selma-Royo, M., Collado, M.C., Gómez-Ariza, J.L., Abril, N., García- 
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4.2. Capítulo 2:  

Interacción entre el intestino y las gónadas en ratones expuestos a un “cóctel químico” 

que combina la metabolómica y el perfil microbiano mediante secuenciación de 

amplicones 

Artículo 2 
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García-Barrera. Gut-gonad crosstalk in mice exposed to a “chemical cocktail”

combining metabolomics and microbial profile by amplicon sequencing. Food

and Chemical Toxicology, 188 (2024), 114627.
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Figura 29. Resumen gráfico del estudio sobre interacción entre el intestino y las gónadas en 

ratones expuestos a un “cóctel químico” que combina la metabolómica y el perfil microbiano 

mediante secuenciación de amplicones 
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Las causas de la infertilidad masculina son muy variadas y la etiología de un alto 

porcentaje de los casos sigue siendo desconocida, pero han surgido preocupaciones con 

respecto al impacto de los contaminantes ambientales [229]. Entre ellos, la exposición 

al Hg puede alterar el sistema reproductivo e inducir inmunosupresión, fibrosis [28] y 

alteraciones metabólicas en ratones machos [230], el As puede afectar la 

espermatogénesis y la estructura morfológica testicular, lo que conduce al estrés 

oxidativo [231], alteraciones metabólicas [232] e induciendo una reducción gradual en 

la población de células de Leydig [233] y espermatozoides [233], mientras que el Cd 

puede dañar las células germinales y de Sertoli, y producir necrosis testicular, ya que 

este metal conduce a la ruptura de la barrera hemato-testicular [234].  

No obstante, se han descrito con frecuencia efectos sinérgicos y antagónicos entre 

contaminantes [180, 235–238], por lo que su efecto biológico no debe estudiarse de 

forma aislada. 

Debido a los efectos relevantes para la salud del Se, se ha propuesto como un 

suplemento en alimentos funcionales [239] así como para prevenir varias enfermedades 

como el cáncer [240, 241]. 

En este capítulo se presentan los resultados del impacto de una mezcla de 

contaminantes (As, Cd, Hg, FLQ y DCF) y del efecto de la suplementación con Se en el 

metaboloma cerebral de ratones y su relación con la microbiota intestinal. Con este fin, 

se llevó a cabo el experimento detallado en apartados anteriores: la sección 3.1.1 y 

representado en la Figura 19, utilizando los grupos experimentales C, CC y CC-Se. 

Posteriormente, las muestras fueron preparadas siguiendo lo indicado a lo largo de la 

sección 3.2.1. y los datos obtenidos fueron tratados estadísticamente como se explica 

en la sección 3.3, en este análisis se incluyen el análisis PCA representado en la Figura 

30 donde apreciamos una buena estabilidad de los resultados dado el agrupamiento 

mostrado por los QCs. 

 

 

128



 

 

Figura 30: Análisis 3D de componentes principales de metabolitos cerebrales determinados por 

A) Cromatografía de gases con analizador de trampa de iones (GC-MS), B) Cromatografía 

líquida de ultra-alto rendimiento acoplado a electrospray en modo positivo con analizador de 

cuadrupolo tiempo de vuelo (UHPLC-ESI(+)-QTOF-MS) y C) Cromatografía líquida de ultra-alto 

rendimiento acoplado a electrospray en modo negativo con analizador de cuadrupolo tiempo 

de vuelo (UHPLC-ESI(-)-QTOF-MS). 

 

Los grupos de ratones estudiados (C, CC y CC-Se) se agruparon y separaron según su 

metaboloma testicular como se aprecia en los diagramas PLS-DA en la Figura 31 

utilizando GC-MS, UHPLC-ESI(+)-QTOF y UHPLC-ESI(-)-QTOF. En el análisis por GC-MS no 

se observó una separación tan clara entre los grupos, probablemente debido al escaso 

número de metabolitos identificados con esta técnica analítica. Sin embargo, la 

separación entre los grupos fue considerablemente mejor utilizando UHPLC-QTOF con 
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ambos modos de ionización. En estas condiciones, el grupo C presentó la mayor 

diferencia, mientras que CC y CC-Se se separaron solo parcialmente, lo que indica un 

efecto antagónico parcial de la suplementación con Se en el metaboloma testicular de 

los ratones después de la exposición al CC. 

 

 

Figura 31. 3D-PLS-DA de muestras testiculares correspondientes al análisis A) Cromatografía de 

gases con analizador de trampa de iones (GC-MS), B) Cromatografía líquida de ultra-alto 

rendimiento acoplado a electrospray en modo positivo con analizador de cuadrupolo tiempo de 

vuelo (UHPLC-ESI(+)-QTOF-MS) y C) Cromatografía líquida de ultra-alto rendimiento acoplado a 

electrospray en modo negativo con analizador de cuadrupolo tiempo de vuelo (UHPLC-ESI(-)-

QTOF-MS).C: puntos rojos, CC: puntos verdes, CC-Se: puntos azules.  

(Para la interpretación de las referencias al color en la leyenda de esta figura,  

se remite al lector a la versión web de este artículo). 

 

Después del análisis, se identificaron 41 metabolitos testiculares (Tabla 5, en Anexo 2) 

en los diferentes grupos estudiados mediante GC-MS (11 metabolitos) y UHPLC-ESI-

QTOF (30 metabolitos). La Figura 32 muestra un diagrama de mapa de calor con la lista 

de metabolitos anotados y su abundancia relativa en los diferentes grupos.  

Como puede observarse (Tabla 5, en Anexo 2), hubo un grupo de metabolitos que no 

fueron detectables en los testículos de C y por esta razón, no fue posible calcular el FC 

(CC vs C ni CC-Se vs C). Sin embargo, su abundancia relativa en el tejido testicular fue 

diferente en los ratones suplementados con Se o dieta para roedores. Este grupo incluye 
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(clase de compuesto, FC CC-Se vs CC): FLQ (quinolonas y derivados, FC: 2,36), 7-metil-

octanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo (fenoles, FC: 1,69), prolina (ácido carboxílico y 

derivados, FC: 3,84) y propionato de 5-alfa-Androstan-17-beta-ol (esteraloide, FC: 0,09). 

Otros metabolitos estaban ausentes en C, pero no resultaron cambios significativos en 

su abundancia al comparar CC con CC-Se: lisofosfatidiletanolamina (LPE) (16:0) 

(glicerofosfolípido) y N-(14-metilhexadecanoil) (pirrolidinas). 

 

 
 

Figura 32. Mapa de calor de los metabolitos testiculares de los ratones control (C), ratones tras 

la exposición a un “cóctel químico” (CC) y ratones tras la exposición a un “cóctel químico” 

suplementados con selenio (CC-Se). Los metabolitos se representan en filas y los ratones de 

diferentes grupos en columnas. Los colores rojo y azul muestran niveles aumentados y 

disminuidos de metabolitos testiculares, respectivamente. (Para la interpretación de las 

referencias al color en la leyenda de esta figura, se remite al lector a la versión web 

 de este artículo). 
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Curiosamente, también hay un grupo de metabolitos que se alteraron después de la 

exposición a CC, pero la suplementación con Se restauró su abundancia de manera 

similar a C (sin cambio significativo en su abundancia al comparar CC-Se vs C). Este grupo 

incluye (clase de compuesto y FC para CC vs C entre paréntesis): anandamida (20:1, n-9) 

(compuestos organonitrógenos, FC: 0,54), 2,3-Dinor-11b-PGF2a (acilo graso, FC: 0,12), 

PG (16:0/16:0) (glicerofosfolípido, FC: 1,57) y ácido N-undecilbencenosulfónico 

(benceno y derivado sustituto, FC: 0,45).  

Del mismo modo, hubo otra banda de metabolitos que se regularon al alza o a la baja 

en los testículos de ratones después de la exposición a CC y la suplementación con Se 

condujo a la regulación opuesta. Este grupo incluye (clase de compuesto, FC CC vs C, CC-

Se vs C): ácido tauralocólico (esteroides y derivados de esteroides, FC: 0,37, no 

calculable porque está ausente en un grupo) y glicerol (compuestos organooxigenados, 

no calculable porque está ausente en un grupo).  

Finalmente, hay un grupo de metabolitos regulados al alza o a la baja después de la 

exposición a CC y la suplementación con Se que no se vieron afectados en el grupo 

CC que incluye (FC CC-Se vs C): 5ʹ-desoxi-5'-(metiltio)adenosina (5ʹ-

desoxirribonucleósidos, FC: 1,59), ácido 3a,7a,12b-trihidroxi-5b-colanoico (compuesto 

organooxigenado, FC: 30,71), LPE(20:3) (glicerofosfolípido, FC: 1,63), LPE(20:4) 

(glicerofosfolípido, FC: 1,52), mixalamida S (FC: 0,16), PS(20:4) (glicerofosfolípidos, 1,59), 

N-estearoil tirosina (compuestos carboxílicos y derivados, FC: 3,27), calonectrina (prenol 

lípidos, FC: 3,11), Monoacilglicerol (MG) (16:1) (glicerolípido, FC: 0,04), ácido 16-hidroxi 

hexadecanoico (acilos grasos, FC: 1,38). 

Como puede observarse en la Figura 32 y Tabla 5 (Anexo 2), había una banda de 

metabolitos que disminuyeron en los testículos de los ratones después de la exposición 

al CC e incluso después de la suplementación con Se. Este grupo incluye metabolitos 

como (clase de compuesto y FC para CC vs C y CC-Se vs C, respectivamente, entre 

paréntesis): pipericina (acilo graso, FC: 0,27, FC: 0,26), 3-hidroxi-6,8-dimetoxi-7(11)-

eremophilen-12,8-olida (compuesto organooxigenado, FC: 0,12, FC: 0,14), mixalamida S 

(lípido, FC: 0,18, 0,16 FC:), guanosina (purinas, FC: 0,02, FC: 0,01), ácido palmítico (lípido, 
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FC: 0,21, FC: 0,27), carbamida (amida, FC: 0,3, FC: 0,36), 4-etoxibenzoato de etilo 

(derivado del benceno, FC: 0,85, FC: 0,86), ácido fosfórico, éster monopropílico (Éster 

de fosfato, FC: 0,58, FC: 0,71) y (MG) (16:1) (glicerolípido, FC: 0,13, FC: 0,04).  

Por otra parte, también hay una banda de compuestos que aumentaron positivamente 

en los testículos de los ratones después de la exposición al CC e incluso después de la 

suplementación con Se. Este grupo incluye: FLQ (ácido carboxílico de quinolina, no 

presente en C), PS (16:0) (glicerofosfolípido, FC: 4,64, FC: 3,79), dinucleótido de flavina 

y adenina (nucleótido de flavina, FC: 2,7, FC: 2,8), estearidonil carnitina (acilo graso, FC: 

47,04, FC: 42,48), docosanamida (acilo graso, FC: 6,02, FC: 6,20), PS(20:4) 

(glicerofosfolípido, FC: 1,52, FC: 1,58), LPE (16:0) (glicerofosfolípido, FC: 2,87, FC: 3,35), 

glutatión oxidado) (ácidos carboxílicos y derivados, FC: 2,81, FC: 2,10), PS(20:1) 

(glicerofosfolípido, FC: 7,25, FC: 7,14), LPE(16:0) (glicerofosfolípido, no calculable 

porque está ausente en un grupo), propionato de 5-alfa-Androstan-17-beta-ol 

(esteroide, no calculable porque está ausente en un grupo), sulfato de 2-etil-1-hexanol 

(ácidos sulfúricos orgánicos y derivados, FC: 4,00, FC: 10,72), fosfatidilglicerol (PG) 

(16:0/16:0) (glicerofosfolípido, FC: 1,57, FC: 2,14), 7-metil-octanoato de 4-hidroxi-3-

metoxibencilo (fenol, no calculable porque está ausente en un grupo), glicina 

(compuestos carboxílicos y derivados, FC: 4,38, FC: 2,28), prolina (compuestos 

carboxílicos y derivados, no calculable porque está ausente en un grupo). 

Las vías metabólicas alteradas en los testículos de ratones después de la exposición al 

CC y la suplementación con Se, se evaluaron utilizando la herramienta MetaboAnalyst 

5.0 (metaboanalyst.ca). La Figura 33 (A) y Tabla 6, muestran que existen tres vías 

metabólicas que se vieron afectadas significativamente después de la exposición a CC 

cuando el metaboloma se compara con C, a saber: el metabolismo del glutatión, la 

biosíntesis de aminoacil-ARNt, el metabolismo de la riboflavina, el metabolismo de los 

glicerolípidos y la biosíntesis de arginina. Sin embargo, el impacto de la exposición a CC 

en la vía metabólica de los glicerolípidos y el glutatión fue muy alto.  

Asimismo, después de la exposición a CC y la suplementación con Se (Figura 33 B) las 

mismas vías metabólicas se alteraron significativamente con impactos similares, cuando 

se compara el metaboloma con C. De lo contrario, cuando se compara el metaboloma 
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testicular entre CC y CC-Se (Tabla 6), hay cuatro vías metabólicas significativamente 

alteradas: la biosíntesis de aminoacil-ARNt, el metabolismo de las purinas, la biosíntesis 

de arginina y el metabolismo de los glicerolípidos, y la última con un importante impacto 

en la vía. 

 

 

Figura 33. (A) Gráficas de análisis de vías que muestran las rutas metabólicas más deterioradas 

en los grupos de ratones tras la exposición a un “cóctel químico” (CC) y (B) tras la exposición a 

un “cóctel químico” suplementados con selenio (CC-Se). Los valores p calculados a partir del 

análisis de enriquecimiento se indican mediante un gradiente de color: desde el blanco 

(valor p más alto) hasta el rojo (valor p más bajo), mientras que el valor de impacto de la vía 

calculado a partir del análisis de topología de la vía se indica mediante el tamaño de los 

puntos. (Para la interpretación de las referencias al color en la leyenda de esta figura,  

se remite al lector a la versión web de este artículo). 
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Tabla 6. Detalles del análisis de la vía de metabolitos alterados por comparación de 

pares. Estado de coincidencia: número de metabolitos alterados del total de metabolitos 

que participan en la ruta; valor p: valor p calculado a partir del análisis de 

enriquecimiento; Impacto: valor de impacto de la vía calculado a partir del análisis de 

topología de la vía. 

CC vs C 

Nombre de la ruta Número de metabolitos 
afectados en la ruta p Impacto 

Glutathione metabolism 2/28 0.038169 0.11571 
Riboflavin metabolism 1/4 0.044437 0.0 

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 2/48 0.099858 0.0 
Arginine biosynthesis 1/14 0.14754 0.0 

Glycerolipid metabolism 1/16 0.16686 0.23676 
Galactose metabolism 1/27 0.26597 0.0 

Porphyrin and chlorophyll metabolism 1/30 0.29101 0.0 
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 1/32 0.30725 0.10582 

CC-Se vs C 

Nombre de la ruta Número de metabolitos 
afectados en la ruta p Impacto 

Glutathione metabolism 1/28 0.019615 0.11571 
Riboflavin metabolism 1/4 0.031525 0.0 

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 2/48 0.053571 0.0 
Glycerolipid metabolism 1/16 0.12071 0.23676 
Galactose metabolism 1/27 0.19579 0.0 

Porphyrin and chlorophyll metabolism 1/30 0.21522 0.0 
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 1/32 0.22793 0.10582 

Cysteine and methionine metabolism 1/33 0.23422 0.02089 

CC-Se vs CC 

Nombre de la ruta Número de metabolitos 
afectados en la ruta  p Impacto 

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 2/48 0.018865 0.0 
Purine metabolism 2/66 0.034453 0.0 

Arginine biosynthesis 1/14 0.063409 0.0 
Glycerolipid metabolism 1/16 0.07218 0.23676 

 
 
Estos resultados sugieren que la exposición al “cóctel químico” alteró el metaboloma 

testicular de los ratones y que la suplementación con Se restauró parte de los cambios. 

Por lo tanto, encontramos metabolitos testiculares solo presentes en los grupos CC y 

CC-Se, pero en niveles significativamente diferentes al comparar ambos.  

135



Este grupo de metabolitos incluía FLQ, que estaba presente en el “cóctel químico” 

administrado a los ratones. La abundancia de este metabolito fue mayor en el tejido 

testicular de los ratones de CC-Se en comparación con CC (FC: 2,36), lo que sugiere que 

el Se condujo a su acumulación en el tejido testicular.  

En el mismo grupo de metabolitos, el Se condujo a una disminución del esteroide 5-alfa-

androstan-17-beta-ol propionato (FC: 0,09) y a un aumento de 7-metil-octanoato de 4-

hidroxi-3-metoxibencilo  y prolina. Curiosamente, se ha sugerido que el nivel plasmático 

de 17-beta-hidroxi-5alfa-androstan-3-ona (DHT) es un parámetro de androgenicidad 

independiente de los niveles de testosterona (T) [242]. Por otro lado, el 7-metil-

octanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo actúa sobre vías metabólicas específicas 

implicadas en la inflamación y ha demostrado tener posibles beneficios para la salud y 

la prolina mejoran los indicadores hematobioquímicos y reproductivos en conejos 

machos afectados por estrés ambiental [243]. 

Además, el CC provocó un deterioro significativo de varios metabolitos, pero sus niveles 

son comparables en los tejidos testiculares de ratones de los grupos C y CC-Se. Por lo 

tanto, se sugiere un posible efecto beneficioso de la suplementación con Se al restaurar 

los niveles de estos compuestos. Esos metabolitos testiculares, que disminuyeron 

después de la exposición al CC, incluyen el ligando del receptor cannabinoide endógeno 

anandamida (20:1, n-9), que regula las hormonas liberadoras de gonadotropina en 

mamíferos [244], 2,3-dinor-11b-PGF2a, siendo el producto metabólico más abundante 

de las prostaglandinas liberadas por los mastocitos activados. Este metabolito se ha 

relacionado con las hormonas reproductivas [245], neurotróficos [246] y PG(16:0/16:0).  

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores Ramírez-Acosta et 

al. [100] , quienes también demostraron los efectos beneficiosos de la suplementación 

dietética con selenito de sodio sobre la salud reproductiva de los ratones. 

La metabolómica testicular reveló la presencia inesperada de 4-etoxibenzoato de etilo, 

previamente documentado solo en ratas hembras lactantes [247], lo que plantea 

interrogantes sobre su posible papel en la función reproductiva masculina. 
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La suplementación con Se también antagonizó el aumento o disminución de varios 

metabolitos alterados por la exposición al “cóctel químico” como el ácido tauralocólico, 

un ácido biliar taurinado que, más allá de su papel en la digestión, afecta la fisiología 

testicular y las funciones reproductivas masculinas [248] y glicerol [248] que tiene 

propiedades antiespermatogénicas y, cuando sus niveles son altos en los testículos, 

provoca la alteración de la barrera hemato-testicular, lo que perjudica la homeostasis 

del líquido tubular [249]. 

En resumen, el CC alteró principalmente el metabolismo del glutatión, la biosíntesis de 

aminoacil-ARNt, el metabolismo de la riboflavina, el metabolismo de los glicerolípidos y 

la biosíntesis de arginina. Por otro lado, el impacto de la suplementación con Se alteró 

principalmente en la biosíntesis de aminoacil-ARNt, el metabolismo de las purinas, la 

biosíntesis de arginina y, especialmente, el metabolismo de los glicerolípidos. Por lo 

tanto, al comparar los dos perfiles metabólicos, observamos que una de las principales 

diferencias metabólicas fue que el metabolismo de la riboflavina no se vio afectado por 

la suplementación de Se. Este hallazgo concuerda con datos previos de otros autores 

[250] que confirman la infertilidad masculina debida a contaminantes mediada por el 

deterioro del metabolismo de la riboflavina. 

Por otra parte, encontramos correlaciones específicas y significativas entre la 

abundancia relativa de la microbiota intestinal a nivel de género y los metabolitos 

testiculares en los diferentes grupos de ratones (Figura 34, Figura 35).  

En este sentido, se identificaron sesenta y seis géneros con abundancia 

significativamente diferente entre los grupos de ratones estudiados en la microbiota 

intestinal de los ratones. Las asociaciones entre los metabolitos testiculares y los 

microbios intestinales presentes en el grupo C cambiaron después de la exposición a CC, 

así como por la suplementación con Se. Detallamos a continuación los cambios 

microbianos: 

(i) Géneros que presentan solo enlaces con metabolitos testiculares en el grupo 

C ( p. ej., Prevotellaceae UCG-001, Parvibacter, Oscillospiraceae UCG-

005, Ruminococcaceae UBA1819 ). 
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(ii) Géneros que presentan solo enlaces con metabolitos testiculares en el grupo 

CC-Se (p. ej., grupo Clostridium innocuum, grupo Lachnospiraceae 

FCS020, Merdibacter). 

(iii) Géneros que presentan enlaces con metabolitos testiculares solo en el grupo 

C y CC-Se, pero no en CC (p. ej., grupo intestinal Rikenellaceae 

RC9, Streptococcus, Enterorhabdus, Anaerovoracaceae Familia XIII UCG-

001). 

(iv) Géneros que presentan enlaces con metabolitos testiculares solo en los 

grupos CC y CC-Se, pero no en C (p. ej., Roseburia, Enterococcus, 

Erysipelatoclostridium, Anaeroplasma, grupo Lachnospiraceae 

FCS020, grupo Eubacterium siraeum, Coriobacteriaceae UCG-

002, Lachnospiraceae ASF356, Tuzzerella).  

 

No se halló ningún género relacionado con metabolitos testiculares en el grupo CC que 

estuvieran ausentes en los otros grupos. 
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Figura 34. Mapas de calor de correlación de Spearman que muestran las asociaciones entre los 

metabolitos de los testículos y la microbiota intestinal en ratones tras la exposición a un  

“cóctel químico” (CC). 
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Figura 35. Mapas de calor de correlación de Spearman que muestran las asociaciones entre los 

metabolitos de los testículos y la microbiota intestinal en ratones tras la exposición a un “cóctel 

químico” suplementados con selenio (CC-Se). 

 

De forma específica, en el grupo CC, el género Roseburia se relacionó negativamente 

con la anandamida testicular (20:1, n-9) y la MG(16:1), mientras que se relacionó 

positivamente con la calonectrina. Sin embargo, después de la suplementación con Se 

(CC–Se), este género se relacionó negativamente con la FLQ testicular y la PS (16:0).  
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El género Lactobacillus se asoció negativamente con la PS (20:1), la N-(14-

metilhexadecanoil) pirrolidina, el ácido 16-hidroxihexadecanoico y el ácido tauralocólico 

en el grupo CC, mientras que en el grupo CC-Se, se relacionó positivamente con la 

estearidonil carnitina y la PG (16:0/16:0).  

Asimismo, el género Bacteroides se asoció negativamente con LPE (16:0), propionato de 

5-alfa-androstan-17-beta-ol y sulfato de 2-etil-1-hexanol inositol-scilo en el grupo CC, 

mientras que en el grupo CC-Se se asoció positivamente con 5-desoxi-5-(metiltio) 

adenosina y negativamente con pipericina.  

Alloprevotella se asoció positivamente en el grupo CC con dinucleótido de flavina y 

adenina (FAD) y negativamente con fosfato, FLQ y pipericina, mientras que en el grupo 

CC-Se se asoció negativamente con anandamida (20:1, n-9), docosanamida, pipericina y 

glicina y positivamente con FLQ, PS(16:0), LPE(20:4), ácido 2-dodecilbencenosulfónico, 

PG(16:0/16:0) y ácido N-undecilbencenosulfónico.  

El grupo Eubacterium xylanophilum se asoció positivamente con prolina y D-mioinositol 

fosfato en CC, mientras que se asoció negativamente con estearidonil carnitina. Sin 

embargo, en CC-Se se asoció positivamente con anandamida (20:1 n-9), pipericina y 

glicina, mientras que se asoció negativamente con LysoPE (20:3), 2,3-dinor-11b-PGF2a 

y ácido 2-dodecilbencenosulfónico. 

Dado las numerosas asociaciones resultantes entre la microbiota intestinal y los 

metabolitos testiculares, se sugiere una posible comunicación cruzada inducida por la 

exposición al "cóctel químico" y la suplementación con Se.  

Como ha sido referido, algunas asociaciones solo están presentes en los grupos C y CC-

Se, pero no en CC, lo que sugiere un posible papel beneficioso del Se en la comunicación 

cruzada intestino-gónada. Sin embargo, los metabolitos testiculares relacionados con la 

microbiota intestinal específica, a nivel de género, son diferentes en la mayoría de los 

casos.  

Entre estos géneros hay una gran cantidad de microbios intestinales que cambiaron las 

asociaciones con los metabolitos testiculares al comparar los grupos CC y CC-Se.  
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Entre estas bacterias, el género Roseburia se ha correlacionado previamente con 

metabolitos del plasma seminal en ovejas con espermatozoides de alta movilidad [251], 

se relacionó con selenoproteínas testiculares de ratones [100] y se correlacionó 

negativamente con la testosterona en ratones [252], el género Lactobacillus regula 

negativamente la expresión de genes relacionados con el cáncer de testículo [253], se 

informó que el género Bacteroides era uno de los géneros dominantes en la maduración 

de los espermatozoides testiculares [254], el género Alloprevotella correlacionó 

positivamente con la testosterona en ratones [252]. Eubacterium siraeum se ha 

asociado con una amplia gama de enfermedades, lo que indica su papel potencial como 

taxón microbiano con efectos perjudiciales para el huésped.  

La abundancia o actividad alterada de estas bacterias, junto con su producción de 

metabolitos, puede alterar el delicado equilibrio de la interacción entre el huésped y la 

microbiota y contribuir al desarrollo o progresión de la enfermedad. La producción de 

metabolitos por parte de estos grupos bacterianos, que pueden incluir moléculas 

proinflamatorias o subproductos tóxicos, puede contribuir aún más al daño al huésped. 

En cuanto a la posible acción antagónica del Se contra los contaminantes, nuestros 

resultados anteriores sugirieron que la suplementación con Se condujo al transporte de 

casi todos los elementos (excepto el Cd) desde los órganos metabólicos menos activos 

(testículos, cerebro y pulmón) a los riñones, probablemente estimulando la excreción y 

que la coexposición al Se y al Cd condujo a la acumulación de Cd en todos los órganos, 

pero especialmente en los testículos [255].  

Podemos concluir que empleando una multiplataforma analítica multiplataforma 

basada en GC-MS y UHPLC-QTOF-MS para el análisis metabolómico no dirigido de 

testículos, es posible identificar un significativo impacto de CC y un potencial papel 

antagonista del suplemento de Se. Los metabolitos caracterizados pertenecen a clases 

de compuestos esenciales para la reproducción, previamente asociados con la 

regulación de las hormonas liberadoras de gonadotropinas en mamíferos. Estos 

metabolitos influyen en la fisiología testicular y las funciones reproductivas masculinas, 

incluyendo efectos antispermatogénicos y la disrupción de la barrera hemato-testicular. 

Además, nuestros hallazgos sugieren una importante interacción entre el intestino y las 
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gónadas, evidenciada por las numerosas asociaciones significativas observadas entre los 

microbios intestinales y los metabolitos testiculares. 
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A B S T R A C T

Testes are very prone to be damaged by environmental pollutants, but there is a lack of information about the 
impact of “chemical cocktails” (CC) on the testicular metabolome and the possible influence in the gut-gonad 
crosstalk. For this, BALB/c mice were given flumequine and diclofenac orally in food and potentially toxic 
trace elements (Cd, Hg, As) in drinking water. A mice group was supplemented with selenium, a well-known 
antagonist against many pollutants. Our results revealed that the steroid 5-alpha-androstan-17-beta-ol propio-
nate, suggested as a parameter of androgenicity independent of testosterone levels, proline that improves 
reproductive indicators in male rabbits affected by environmental stress) among others metabolites are only 
present after CC exposure with rodent and selenium supplemented diet. Selenium also antagonized the up-or 
down-regulation of anandamide (20:l, n-9) (p < 0.001 and FC 0.54 of CC vs C but p > 0,05 and FC 0.74 of 
CC-Se vs C), that regulates gonadotropin-releasing hormones in mammals, 2,3-dinor-11b-PGF2a (p < 0.001 and
FC 0.12 of CC vs C but p > 0,05 and FC 0.34 of CC-Se vs C), which has been related with reproductive hormones,
besides others testicular metabolites altered by the exposure to the CC and reversed the levels to control.
Moreover, numerous significant associations between gut microbes and testicular metabolites indicated a
possible impact of pollutants in the testes mediated by gut microbiota due to a gut-gonad crosstalk.

1. Introduction

According to a recent report published in 2018 on assisted repro-
ductive techniques in the European Union for the year 2014, there is a 
clear trend showing a continuous expansion of the number of repro-
ductive treatments in Europe (De Geyter et al., 2018). In parallel, there is 
a continuous upward trend of the infertility rate in this century being 
about 15% of couples infertile and about 40–50% of infertility cases 
caused by males (Kilchevsky and Honig, 2012). The causes of male 
infertility are multifaceted and the etiology of a high percentage of cases 
remains unknown, but concerns have arisen regarding the impact of 
environmental pollutants (Gao et al., 2015). Among them, mercury (Hg) 
exposure can disrupt the reproductive system and induce immunosup-
pression, fibrosis (Li et al., 2022) and metabolic impairments in male 
mice (M. A. García-Sevillano et al., 2014), arsenic (As) can affect 

spermatogenesis and testicular morphologic structure, leading to 
oxidative stress (Wu et al., 2021), metabolic impairments (García-Se-
villano et al., 2013a) and inducing a gradual reduction in Leydig cell 
population (da Silva et al., 2017; Sarkar et al., 2008) and spermatozoa 
(da Silva et al., 2017), while cadmium (Cd) can damage germ and Sertoli 
cells, and produce testicular necrosis, since this metal leads to the 
rupture of the blood-testis barrier (Minutoli et al., 2015). However, 
synergistic and antagonistic effects between pollutants have been 
frequently described (García-Barrera et al., 2012; García-Sevillano et al., 
2013b; M. Á. García-Sevillano et al., 2014b, 2014a; Rodríguez-Moro 
et al., 2019), and thus, their biological effect should not be studied in 
isolation. Likewise, zinc (Zn) can protect testicular damage caused by 
low-dose of Hg in mice (Orisakwe et al., 2001), As and antimony (Sb) 
can cause synergistic toxic effects in mice testis (Wu et al., 2021), while 
selenium (Se) can attenuate diclofenac (DCF)-induced testicular and 
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epididymal toxicity in rats (Owumi et al., 2020) and it is well-known for 
its antagonistic action against many other pollutants (García-Barrera 
et al., 2012). Due to the health-relevant effects of Se, it has been pro-
posed as a functional supplement (Gómez-Jacinto et al., 2012) as well as 
for preventing several diseases like cancer (Cai et al., 2016). 

In addition, “chemical cocktails” can shape gut microbiota (Arias--
Borrego et al., 2022; Ramírez-Acosta et al., 2021) and brain metabolome 
(Parra-Martínez et al., 2022), while Se modulates the gut microbiota 
towards an increase in some potencially beneficial microorganisms (e.g. 
Lactobacillus genus) (Callejón-Leblic et al., 2021) and shapes gut me-
tabolites (Callejón-Leblic et al., 2022). 

Previous studies, including Jarak et al. (2018), have identified a 
diverse range of metabolites within the rat testis, highlighting the 
presence of amino acids, their derivatives, organic acids, lipid-related 
compounds, and nitrogenous bases. Notably, pathways involved in 
phospholipid, nucleotide, and amino acid metabolism, alongside 
energy-generating pathways like the TCA cycle, glycolysis, and glyox-
ylate and dicarboxylate metabolism, stand out as key players in testic-
ular function. 

Herein, we described the impact of a “chemical cocktail” of poten-
tially toxic trace elements (As, Cd, Hg) and pharmaceuticals (DCF and 
flumequine, FLQ) on mice testicular metabolome and the potential 
communication with the gut microbiota. Moreover, a group of mice was 
supplemented with Se to delve into the potential antagonism against 
those pollutants. 

2. Experimental section

2.1. Experimental design with mice and dosage information 

The experiments with animals were performed at the Animal 
Experimentation Service of the University of Cordoba (SAEX-UCO), by 
qualified staff and following the European Community animal care 
guidelines. This work has been approved by the research ethics from 
Ethical Committee of the University of Córdoba and the Regional Gov-
ernment of Andalusia (Spain) and a proof/certificate is available on 
request (Code Num. October 17, 2022/126). The experimental design 
has been previously described (Arias-Borrego et al., 2022). Briefly, eight 
weeks Mus musculus BALB/c male mice were randomly divided into 
three groups for three weeks (n = 12) and they were housed in pairs 
under controlled laboratory conditions, with free access to food and 
water (Arias-Borrego et al., 2022). Control group (C) was fed a rodent 
diet, the group CC received a “chemical cocktail” of DCF and FLQ in the 
chow as well as Arsenic trioxide, Mercury (II) chloride and Cadmium 
chloride in the drinking water, and the group CC-Se received the 
“chemical cocktail”, but also a Se-supplemented show with a Se-dosage 
according to previous studies (D’Amato et al., 2020; Zarrinpar et al., 

2018). The dosages for pollutants were based on concentrations of 
environmental relevance (Fekadu et al., 2019; González-Gaya et al., 
2022; Huygens et al., 2022). Fig. 1 summarizes the exposure 
experiment. 

2.2. Extraction of metabolites from testicular tissues 

Metabolites were extracted from testicular tissues following a pre-
viously described sample treatment (Ramírez-Acosta et al., 2023). 
Briefly, the testicular tissues were cryohomogenized using liquid nitro-
gen into a ceramic mortar. Then, 30.0000 mg of sample were mixed with 
cold methanol/water (1:1, v/v, −20 ◦C) into a 2 mL cryotube of a Tis-
sueLyser LT homogenizer (Qiagen, Germany). A volume of 100 μL was 
treated with 400 μL of methanol/methyl tert-butyl ether (MTBE) (80:20, 
v/v) and vortex-mixed during 1h. Afterward, the extracts were centri-
fuged at 4000 g at 20 ◦C for 20 min and the supernatants were divided in 
two exact aliquots for the analysis by gas chromatography coupled to 
mass spectrometry (GC-MS) and ultra-high performance liquid chro-
matography coupled to quadrupole time of flight mass spectrometer 
(UHPLC-QTOF). The extracts were dried into a SpeedVac concentrator 
system at 35 ◦C (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). For 
UHLC-QTOF analysis, the extracts of metabolites were reconstituted 
using a mixture of methanol/MTBE (80:20, v/v) and then, 10 μL were 
injected into the UHPLC loop. The analysis by GC-MS required a 
derivatization procedure that consisted of two steps: (i) methoxymation, 
by adding to the dried extracts 50 μL of methoxyamine hydrochloride in 
pyridine (20 mg mL−1), which was later incubated at 80 ◦C during 15 
min, to protect carbonyl groups. (ii) Silylation, by adding N-methyl--
N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (50 μL), which was later incubated 
under the same conditions used in the methoxymation. The reproduc-
ibility and stability of the analysis were assured by preparing six pools 
with equal volumes of testicular extracts quality control (QCs). 

2.3. Quality control samples preparation 

For each matrix, a total of six Quality Control samples (QCs) were 
prepared by pooling equal volumes (20 μl) of all brain extracts from each 
mice in the study, which were treated with the sample procedure and 
analyzed for UPLC-QTOF-MS and GC–MS. Quality controls results were 
statistically treated by principal component analysis (PCA) and score 
plots represented to check the stability during the analysis”. The relative 
standard deviation of QC for each metabolite are shown in the supple-
mentary material (Table S1). 

2.4. GC-MS metabolomic analysis 

The chromatographic separation of metabolites was carried out into 

Fig. 1. Experimental design for the animal exposure experiment.  
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a GC-MS ion trap model Trace GC ULTRA ITQ900 (Thermo Fisher Sci-
entific), using a VF-5MS Factor Four column with dimensions 30 m ×
0.25 mm, 0.25 μm (Agilent technologies, Tokyo, Japan) and helium at 1 
mL min−1 as carrier gas. A volume of 1 μL of the derivatized extract was 
injected into the oven at 200 ◦C. The temperature of the GC oven was 
ramped from 100 ◦C (maintained 0.5 min) to 320 ◦C at 15 ◦C min−1 (2.8 
min). Metabolites were ionized at 70 eV by electronic impact and the 
filament was turned off during the first 4 min. MS spectra were acquired 
in from 35 to 650 m/z. 

2.5. UHPLC-QTOF metabolomic analysis 

An IM-QTOF model 6560 Ion Mobility LC/Q-TOF system with a dual 
electrospray ion source handled in both positive and negative ionization 
modes (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) was used and coupled to a 
1290 Agilent UHPLC. Metabolites were separated by reversed-phase 
chromatography at 0.4 mL min−1 using a gradient from 5 to 95% of 
the organic mobile phase (acetonitrile) that was mixed with a second 
aqueous mobile phase, both with 0.5% (v/v) formic acid. The injection 
volume was 10 μL and the separation was carried out into a chromato-
graphic column model Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 with dimensions 
of 50 × 2.1 mm, 1.8 μm. The temperature of the column was maintained 
at 45 ◦C. Reference masses were introduced for mass calibration in 
positive (121.0509 and 922.0098 m/z) and negative (1033.9881 and 
112.9856 m/z) ionization modes. Other parameters are described in the 
supplementary material (Table S1). 

2.6. Annotation of testicular tissue metabolites 

GC-MS data were turned into.CDF files utilizing the Thermo File 
Converter tool (Thermo Fisher Scientific). We used XCMS software 
included in the R platform (http://www.r-project.org) for the extrac-
tion, peaks alignment and data normal standardization. In this sense, 
information were obtained by utilizing the calculation “matched filter 
method” what cuts the information into extracted ion chromatograms 
(XIC) on a firm step size, and afterward each cut was sifted with matched 
filtration utilizing a second-subsidiary Gaussian as the model peak 
shape. The data extraction parameters for GC–MS files were S/N 
threshold 2, full width at half-maximum (fwhm) 3, and width of the m/z 
range 0.1. After peak extraction, three iterative cycles with descending 
bandwidth (bw) from 5 to 1 s were used for grouping and retention time 
correction. To normalize the data we performed the locally weighted 
scatter plot smoothing (LOESS) method, which adjusts the local median 
of log fold changes of peak intensities between samples in the dataset to 
be approximately zero across the whole peak intensity range. Then, we 
exported the preprocessed data as a.csv file due to perform further sta-
tistical analysis. 

We processed the UHPLC-QTOF-MS raw data with Agilent Mass-
Hunter Profinder B.10.0 software (Agilent Technologies). We used the 
Recursive Feature Extraction (RFE) for small molecules from the soft-
ware to extract de data. RFE consists of two algorithms: First, Molecular 
Feature Extraction (MFE), which uses extraction, selection of ion spe-
cies, and charge state to find the features in the dataset. Then, the initial 
features were aligned by retention time (RT) and mass to create a list of 
unique features through binning. Second, we performed the Find by Ion 
algorithm (FbI) using the RT and mass data pairs of the aligned and 
binning features as input criteria to find the features more accurately. 
Scoring, integration, and peak filters were also applied as additional 
filters to the dataset. We used Mass Profiler Professional B.10.0 (Agilent 
Technologies) to normalize the dataset using total area sums (Support-
ing information, Table S1). 

In order to statistically process the GC-MS data the software SIMCA- 
P™ (version 11.5, published by UMetrics AB, Umeå, Sweden) was used, 
features were filtered according to the Variable Importance in the Pro-
jection (VIP), taking into account only variables with VIP values above 
1.5, which is a good indicative of significant differences among groups. 

Mass Profiler Professional B.10.0 (Agilent Technologies) was used to 
process the data obtained from UHPLC-QTOF-MS, resulting in the 
determination of the most relevant metabolites between groups. Prin-
cipal component analysis (PCA) and partial least squares discriminant 
analysis (PLS-DA) were carried out for the statistically relevant features 
found in UHPLC-QTOF-MS and GC-MS. The software supplied us with 
the predictive and class separation parameters R2 and Q2 of all models 
built. Before performing statistical analysis, Pareto scaling and loga-
rithmic transformation were applied to the data. 

STATISTICA 8.0 from StatSoft was the software used to obtain one- 
way ANOVA and Tukey test for multiple comparisons. Besides, p- 
values were adjusted with a Benjamin Hochberg FDR correction. On the 
other hand, we used R Software Package Hmisc (4.0.2 version) to 
determine Spearman correlations between gut metabolites and micro-
biota at the genus level and to plot the heatmaps. The level of statistical 
significance for all tests was set to p < 0.05. 

For GC-MS metabolomic analysis, version 8 NIST Mass Spectral Li-
brary was used to annotate metabolites, selecting only those with a 
probability >80%. Target ions and at least two qualifiers (identifier 
ions) were selected from each mass spectrum. Those metabolites with a 
variation of less than 20% in the area qualifier/target ion ratio per 
metabolite were selected. Kovat’s retention indexes (KRI) were calcu-
lated for the metabolites using a mixture of alkanes from C7–C40 (Sigma 
Aldrich, Germany). For UHLC-QTOF-MS metabolomic analysis, the 
software MassHunter version B.08.00 was used. To this end, the work-
flow “Compound Discovery” and the compound mining “Find by Mo-
lecular Features” were applied to the dataset. METLIN (http://metlin.sc 
ripps.edu) and HMDB (http://hmdb.ca) databases were used consid-
ering only those metabolites with a score higher than 90%. In addition, 
MS-MS experiments were performed with the same experimental con-
ditions as applied for the primary analysis. Collision-induced dissocia-
tion (CID) fragmentation was used. 

2.7. Gut microbiota profiling 

The gut microbiota profile was obtained by 16S rRNA V3–V4 
amplicon sequencing following Illumina protocols as previously 
described (Arias-Borrego et al., 2022). Previous data was used to iden-
tify specific associations between testicular tissue metabolites and gut 
microbes. As described previously, sequences were processed a with the 
DADA2 pipeline and taxonomy was assigned with the Silva v132 data-
base. Tables with taxonomy at different levels (phylum, family, and 
genus) were used to combine with the available data in this study. 

3. Results

3.1. Testicular mouse metabolome after exposure to the “chemical 
cocktail” and selenium supplementation 

The mice groups studied (C, CC, and CC-Se) were grouped and 
separated according to their testicular metabolome as can be seen in the 
principal least squares discriminant analysis plots (PLS-DA) using GC- 
MS (Fig. 2A), UHPLC-(+ESI)-QTOF (Fig. 2B) and UHPLC-(−ESI)-QTOF 
(Fig. 2C). GC-MS led to the poorer separation between groups, probably 
due to the few number of metabolites annotated with this analytical 
technique. However, the separation between groups was much better by 
using UHPLC-QTOF with both ionization modes. Under these condi-
tions, the C group presented the most difference, while CC and CC-Se 
were only partially separated indicating a partial antagonistic effect of 
Se-supplementation in the mice’s testicular metabolome after the 
exposure to the CC. Principal components analysis (PCA) (Fig. S1) 
showed a perfect clustering of the QCs indicating a good reproducibility 
and stability of the analysis. The partial least squares discriminant 
analysis (PLS-DAs) built for pairwise comparisons between the studied 
groups are shown in Fig. S2. 

After the analysis, 41 testicular metabolites were annotated 
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(Table S2) in the different studied groups using GC-MS (11 metabolites) 
and UHPLC-(+/−ESI)-QTOF (30 metabolites). The p-values and fold- 
changes (FC) of their relative abundance were also calculated for each 
metabolite in testicular tissue after the comparison of the groups CC and 
CC-Se with C (Table S2). The FC showed several metabolites that were
up-regulated and others down-regulated when comparing the CC and
CC-Se groups with C. Table S3 collects the Kovat’s retention index (KRIs)
of each metabolite annotated by GC-MS as well as the number of tri-
methylsilyl groups attached to the metabolite (X-TMS), retention times
and targeted/qualifier ions used. Fig. 3 shows a heatmap diagram with
the list of metabolites annotated and their relative abundance in the
different groups. As can be seen (Table S2), there was a group of

metabolites that were not detectable in mice testes of the control 
group and for this reason, it was not possible to calculate the FC (CC vs C 
nor CC-Se vs C). However, their relative abundance in testicular 
tissue was different in mice supplemented with Se or rodent diet. 
This group includes (compound class, FC CC-Se vs CC): FLQ (quinolones 
and derivatives, 2.36-fold), nordihydrocapsiate (phenols, 1.69-fold), 
proline (carboxylic acid and derivatives, 3.84-fold) and 5-alpha-Andro-
stan-17-beta-ol propionate (steraloid, 0.09-fold). Other metabolites 
were absent in the control group, but there were not significant 
change in their abundance when comparing CC with CC-Se: Lyso-
phosphatidylethanolamine (LysoPE) (16:0) (glycerophospholipid) and 
N-(14-methylhexadecanoyl) (pyrrolidines). 

Fig. 2. (A) 3D-PLS-DA of testicular samples corresponding to GC-MS analysis, (B) UHPLC-ESI+-QTOF-MS and (C) UHPLC-ESI--QTOF-MS. C: red dots, CC: green dots, 
CC-Se: blue dots. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

Fig. 3. Cluster heatmap of testicular metabolites from C, CC and CC-Se mice. Metabolites are represented in rows and mice of different groups in columns. Red and 
blue colors show increased and decreased levels of testicular metabolites, respectively. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is 
referred to the Web version of this article.) 

C. Parra-Martínez et al.

150



Food and Chemical Toxicology 188 (2024) 114627

Interestingly, there is also a group of metabolites that was
altered after CC exposure, but Se-supplementation restored their 
abundance similar to the control group (not significant change in 
their abundance when comparing CC-Se vs C). This group includes 
(compound class and FC for CC vs C in brackets): anandamide (20:1, n-9) 
(organonitrogen compounds, 0.54-fold), 2,3-Dinor-11b-PGF2a (fatty 
acyl, 0.12-fold), PG(16:0/16:0) (glycerophospholipid, 1.57-fold), and N- 
undecylbenzenesulfonic acid (benzene and substitute derivative, 0.45- 
fold). Likewise, there was another band of metabolites that were 
up- or down-regulated in mice testes after the CC exposure and Se- 
supplementation led to the opposite regulation. This group includes 
(compound class, FC CC vs C, CC-Se vs C): taurallocholic acid (steroids 
and steroid derivatives, 0.37-fold, not calculable because absent in one 
group) and glycerol (organooxygen compounds, not calculable because 
absent in one group). Finally, there is a group of metabolites up- or 
down-regulated after CC exposure and Se-supplementation that 
were not impaired in the CC group that includes (FC CC-Se vs C): 5′- 
deoxy-5’-(methylthio)adenosine (5′-deoxyribonucleosides, 1.59-fold), 
3a,7a,12b-trihydroxy-5b-cholanoic acid (organooxygen compound, 
30.71-fold), LysoPE(20:3) (glycerophospholipid, 1.63-fold), LysoPE 
(20:4) (glycerophospholipid, 1.52-fold), myxalamid S (0.16-fold), PS 
(20:4) (glycerophospholipids, 1.59-fold), N-stearoyl tyrosine (carbox-
ylic compounds and derivatives, 3.27-fold), calonectrin (prenol lipids, 
3.11-fold), MG(16:1) (glycerolipid, 0.04-fold), 16-hydroxy hex-
adecanoic acid (fatty acyls, 1.38-fold). 

As can be seen (Fig. 3, Table S2), there was a band of metabolites 
that is down-regulated in mice testes after the exposure to the CC 
and even after Se-supplementation. This group includes metabolites 
as (compound class and FC for CC vs C and CC-Se vs C, respectively, in 
brackets): pipericine (fatty acyl, 0.27-fold, 0.26-fold), 3-hydroxy-6,8- 
dimethoxy-7(11)-eremophilen-12,8-olide (organooxygen compound, 
0.12-fold, 0.14-fold), myxalamid S (lipid, 0.18-fold, 0.16-fold), Guano-
sine (purines, 0.02-fold, 0.01-fold), Palmitic acid (lipid, 0.21-fold, 0.27- 
fold), carbamide (amide, 0.3-fold, 0.36-fold), Ethyl 4-ethoxybenzoate 
(Benzene derivative, 0.85-fold, 0.86-fold), Phosphoric acid, monop-
ropyl ester (Phosphate ester, 0.58-fold, 0.71-fold) and monoglyceride 
(MG) (16:1) (glycerolipid, 0.13-fold, 0.04-fold). Otherwise, there is 
also a band of compounds that was up-regulated in the mice testes 
after the exposure to the CC and even after Se-supplementation. 

This group includes: FLQ (quinoline carboxylic acid, not present in C), 
phosphatidylserine (PS) (16:0) (glycerophospholipid, 4.64-fold, 3.79- 
fold), flavin adenine dinucleotide (flavin nucleotide, 2.7-fold, 2.8-fold), 
stearidonyl carnitine (fatty acyl, 47.04-fold, 42.48-fold), docosanamide 
(fatty acyl, 6.02-fold, 6.20-fold), PS(20:4) (glycerophospholipid, 1.52- 
fold, 1.58-fold), Lyso phosphatidylethanolamine (LysoPE) (16:0) (glyc-
erophospholipid, 2.87-fold, 3.35-fold), oxidized glutathione) (carbox-
ylic acids and derivatives, 2.81-fold, 2.10-fold), PS(20:1) 
(glycerophospholipid, 7.25-fold, 7.14-fold), LysoPE(16:0) (glycer-
ophospholipid, not calculable because absent in one group), 5-alpha- 
Androstan-17-beta-ol propionate (steroid, not calculable because ab-
sent in one group), 2-ethyl-1-hexanol sulfate (organic sulfuric acids and 
derivatives, 4.00-fold, 10.72-fold), phosphatidylglycerol (PG) (16:0/ 
16:0) (glycerophospholipid, 1.57-fold, 2.14-fold), nordihydrocapsiate 
(phenol, not calculable because absent in one group), glycine (carbox-
ylic compounds and derivatives, 4.38-fold, 2.28-fold), proline (carbox-
ylic compounds and derivatives, not calculable because absent in one 
group). 

The altered metabolic pathways in mice testes after CC exposure and 
Se-supplementation were evaluated using the MetaboAnalyst 5.0 tool 
(metaboanalyst.ca). Fig. 4A and Table S4 show that three metabolic 
pathways were significantly impaired after CC exposure when the 
metabolome is compared with C, namely: glutathione metabolism, 
aminoacyl-tRNA biosynthesis, riboflavin metabolism, glycerolipid 
metabolism and arginine biosynthesis. However, the pathway impact of 
CC exposure in the glycerolipid and gluthathione metabolism was very 
high. Likewise, after CC exposure and Se-supplementation (Fig. 4B) the 
same metabolic pathways were significantly altered with similar 
pathway impacts, when the metabolome is compared with C. Otherwise, 
when the testicular metabolome is compared between CC and CC-Se 
(Table S4), there are four significantly altered metabolic pathways, 
namely: aminoacyl-tRNA biosynthesis, purine metabolism, arginine 
biosynthesis and glycerolipid metabolism, and the last with an impor-
tant pathway impact. 

Fig. 4. (A) Pathway analysis plots showing the most impaired metabolic routes in CC and (B) CC-Se groups. The p-values calculated from the enrichment analysis are 
indicated by a color gradient: from white (highest p-value) to red (lowest p-value), while the pathway impact value calculated from pathway topology analysis is 
indicated by dot size. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.) 
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3.2. Testicular metabolome is linked with gut microbiota and the 
associations are modulated by “chemical cocktail” exposure and selenium 
supplementation 

Specific and significant links were found between the relative 
abundance of gut microbiota at the genus level and testicular metabo-
lites in the different mice groups (Table S6, Figs. 5 and 6). Sixty-six 
genera with significantly different abundance among the studied mice 
groups were identified in mice gut microbiota (Table S5). These links 
between testicular metabolites and gut microbes present in the C group 
changed after CC exposure as well as by Se-supplementation. Thus, the 
microbial shifts can be classified as follows: (i) genera that present only 
links with testicular metabolites in C group (e.g., Prevotellaceae UCG- 
001, Parvibacter, Oscillospiraceae UCG-005, Ruminococcaceae UBA1819), 
(ii) genera that present only links with testicular metabolites in CC-Se
group (e.g., Clostridium innocuum group, Lachnospiraceae FCS020 group,
Merdibacter), (iii) genera that present links with testicular metabolites
only in C and CC-Se group, but not in CC (e.g., Rikenellaceae RC9 gut
group, Streptococcus, Enterorhabdus, Anaerovoracaceae Family XIII UCG-
001), (iv) genera that present links with testicular metabolites only in CC
and CC-Se groups, but not in C (e.g., Roseburia, Enterococcus, Erysipela-
toclostridium, Anaeroplasma, Lachnospiraceae FCS020 group, Eubacterium
siraeum group, Coriobacteriaceae UCG-002, Lachnospiraceae ASF356,

Tuzzerella). There were not any genus linked with testicular metabolites 
in CC group that were absent in the other groups. 

The specific links between testicular metabolites and gut microbiota 
in CC and CC-Se groups are shown in Figs. 5 and 6, respectively. As can 
be seen, numerous links were shifted between both mice groups indi-
cating a potential role of Se-supplementation in these associations. Thus, 
in CC group, Roseburia genus was negatively linked with testicular 
anandamide (20:1, n-9) and MG(16:1), while it was positively linked 
with calonectrin. However, after Se-supplementation (CC–Se), this 
genus was negatively linked with testicular FLQ and PS(16:0). Lacto-
bacillus genus was negatively associated with PS(20:1), N-(14-methyl-
hexadecanoyl)pyrrolidine, 16-hydroxy hexadecanoic acid and 
taurallocholic acid in CC group, while in CC-Se group, it was positively 
linked with stearidonyl carnitine and PG(16:0/16:0). Likewise, Bacter-
oides genus was negatively linked with lysoPE(16:0), 5-alpha-androstan- 
17-beta-ol propionate and 2-ethyl-1-hexanol sulfate inositol-scyllo in CC
group, while in CC-Se group, it was positively linked with 5-deoxy-5-
(methylthio)adenosine and negatively with pipericine. Alloprevotella
was positively associated in CC group with flavin adenine dinucleotide
(FAD) and negatively with phosphate, flumequine and pipericine, while
in CC-Se group, it was negatively linked with anandamide (20:l, n-9),
docosanamide, pipericine, and glycine and positively with flumequine,
PS(16:0), LysoPE(20:4), 2-dodecylbenzenesulfonic acid, PG(16:0/16:0)

Fig. 5. Spearman correlation heatmaps showing the associations between testes metabolites and gut microbiota in CC.  
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and N-undecylbenzenesulfonic acid. Eubacterium xylanophilum group 
was positively linked with proline, and D-myo-inositol phosphate in CC, 
while it was negatively with stearidonyl carnitine. However, in CC-Se it 
was positively linked with anandamide (20:1 n-9), pipericine and 
glycine, while it was negatively linked with LysoPE(20:3), 2,3-dinor- 
11b-PGF2a and 2-dodecylbenzenesulfonic acid. 

4. Discussion

4.1. “Chemical cocktail” exposure and selenium supplementation 
modulated testicular metabolome 

Our results suggest that the exposure to the “chemical cocktail” 
modulated mice testicular metabolome and that Se-supplementation 
restored many of them. Therefore, we found testicular metabolites 
only present in CC and CC-Se groups, but at significantly different levels 
when comparing both. This group of metabolites included FLQ, which 
was present in the “chemical cocktail” administered to the mice. The 
abundance of this metabolite was higher in the testicular tissue of mice 
from CC-Se when compared with CC (2.36-fold), suggesting that Se led 
to its accumulation in testicular tissue. In the same group of metabolites, 
Se led to a decrease of the steroid 5-alpha-androstan-17-beta-ol propi-
onate (0.09-fold) in testis and an increase of nordihydrocapsiate and 

proline. Interestingly, the level of plasma 17-beta-hydroxy-5alpha- 
androstan-3-one (DHT) has been suggested as a parameter of androge-
nicity independent of testosterone (T) levels (Vermeulen, 1976), nor-
dihydrocapsiate target specific metabolic pathways involved in 
inflammation and has shown potential health benefits (Sancho et al. n. 
d.) and proline improves haemato-biochemical and reproductive in-
dicators in male rabbits affected by environmental stress (Abdelnour 
et al., 2021). 

Moreover, CC led to the significant impairment of several metabo-
lites, but their levels are comparable in the testicular tissues of mice from 
the C and CC-Se groups. Thus, suggesting a potential beneficial effect of 
Se-supplementation by restoring the levels of these molecules. Those 
testicular metabolites, which are all down-regulated after CC exposure, 
include the endogenous cannabinoid receptor ligand anandamide (20:l, 
n-9), that regulates gonadotropin releasing hormones in mammals
(Battista et al., 2008), 2,3-dinor-11b-PGF2a, which is the most abundant
metabolic product of prostaglandins released by activated mast cells and
has been and is related with reproductive hormones (Sanyal et al.,
1979), a neurotrophic compound (Riese et al., 2004) and PG
(16:0/16:0). Our findings were according to Ramírez-Acosta et al.
(2022), who also demonstrated the beneficial effects of dietary sodium
selenite supplementation on mice reproductive health.

Testicular metabolomics revealed the unexpected presence of Ethyl 

Fig. 6. Spearman correlation heatmaps showing the associations between testes metabolites and gut microbiota in CC-Se.  
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4-ethoxybenzoate, previously documented only in lactating female rats
(Sreng et al., 2017), raising questions about its potential role in male
reproductive function.

Se-supplementation also antagonized the up-or down-regulation of 
several metabolites altered by the exposure to the “chemical cocktail” 
like taurallocholic acid, a taurinated bile acid that beyond its role in 
digestion, impacts testicular physiology and male reproductive func-
tions (Sèdes et al., 2017), and glycerol (Sèdes et al., 2017), which has 
antispermatogenic properties and when its levels are high in testis 
causes blood-testis barrier disruption, impairing tubular fluid homeo-
stasis (Crisóstomo et al., 2017). 

While Yang et al. (2022), focused on the time-dependent effects of 
pollutant exposure, our approach differed by capturing metabolic 
snapshots at one specific moment. This was motivated by the complexity 
of our animal model and instrumental limitations, which demanded a 
targeted analysis of one specific point of the exposure process. 

In summary, CC altered mainly glutathione metabolism, aminoacyl- 
tRNA biosynthesis, riboflavin metabolism, glycerolipid metabolism and 
arginine biosynthesis and the Se-supplementation impact was mainly in 
the aminoacyl-tRNA biosynthesis, purine metabolism, arginine biosyn-
thesis and especially, glycerolipid metabolism. Thus, comparing the two 
metabolic profiles we observed that one of the major differences at 
pathways levels was that riboflavin metabolism is not mainly affected 
under selenium supplementation. This finding is according to previous 
data (Wei et al., 2018) that confirm male infertility due to pollutants 
mediated by riboflavin metabolism impairment. 

4.2. Testicular metabolites association with gut microbes and shifts 
induced by selenium supplementation 

Our results revealed numerous links between gut microbiota and 
testicular metabolites suggesting a potential crosstalk induced by the 
exposure to the “chemical cocktail” and Se-supplementation. As com-
mented before, some links are only present in C and CC-Se groups, but 
not in CC, suggesting a potential beneficial role of Se in the gut-gonad 
crosstalk. However, the testicular metabolites related to the specific 
gut microbiota, at the genus level, are different in the majority of the 
cases. Among these genera, there is a wide number of gut microbes that 
shifted the links with testicular metabolites when comparing CC and CC- 
Se groups. Among this bacteria, Roseburia genus has been previously 
correlated with seminal plasma metabolites in sheep with high-motility 
sperm (Wang et al., 2023), it was linked with testicular mice seleno-
proteins (Ramírez-Acosta et al., 2022), and it was negatively correlated 
with testosterone in mice (Liu et al., 2021), Lactobacillus genus down-
regulates expression of cancer-testis genes (Azam et al., 2014), Bacter-
oides genus was reported to be one of the dominant genera in testicular 
maturing spermatozoa (Molina et al., 2021), Alloprevotella genus was 
positively correlated with testosterone in mice (Liu et al., 2021). Eu-
bacterium siraeum has been associated with a wide range of diseases, 
indicating its potential role as microbial taxa with detrimental effects on 
the host. The altered abundance or activity of these bacteria, along with 
their metabolite production, may disrupt the delicate balance of the 
host-microbiota interaction and contribute to disease development or 
progression. The production of metabolites by these bacterial groups, 
which can include pro-inflammatory molecules or toxic byproducts, 
may further contribute to host harm. 

In our previously published works, we determined the impact of Se- 
supplementation in plasma selenoproteins and gut microbiota (Call-
ejón-Leblic et al., 2021), gut metabolites (Callejón-Leblic et al., 2022), 
brain metabolome (Ramírez-Acosta et al., 2023), testicular selenopro-
teins (Ramírez-Acosta et al., 2022) and interestingly, we found 
numerous associations between those selenoproteins and metabolites 
with specific gut microbes. Moreover, we described the impact of CC 
exposure on gut microbiota, plasma metabolome, plasma selenopro-
teins, and plasma arsenometabolites (Arias-Borrego et al., 2022) as well 
as brain metabolome (Parra-Martínez et al., 2022), demonstrating 

potential links between those molecules and gut microbiota. Regarding 
the potential antagonistic action of Se against pollutants, our previous 
results suggested that Se-supplementation led to the transport of almost 
all elements (except Cd) from less metabolic active organs (testes, brain, 
and lung) to the kidneys, probably stimulating the excretion and that Se 
and Cd co-exposure led to the accumulation of Cd in all the organs, but 
especially in testes (Rodríguez-Moro et al., 2020). The present work 
suggests the impact of “chemical cocktails” in the testicular metabolome 
and thus, in the gut-gonad crosstalk, as well as the influence of 
Se-supplementation on that. 

4.2.1. Future perspectives 
Our study provides novel insights into the role of pollutants and gut 

microbiota over mice testes metabolome. While our findings offer 
valuable information, further research is needed to address the specific 
and synergistic behavior of the different contaminants involved in our 
chemical cocktail. Additionally, our study used regular BALB/c mice 
which has certain limitations. Future studies could employ Germ-Free 
mice to further confirm and expand our gut microbiota-related find-
ings. Ultimately, elucidating the role of microbiota in pollutant exposure 
could facilitate the development of more effective treatment strategies. 

4.2.2. Limitations 
Additionally, we were unable to control for all potential confounding 

factors, such as: understanding of the bioavailability and accumulations 
of the studied pollutants individually and as a cocktail, difficulties in 
accurately quantifying individual exposure levels, difficulties in the 
time–dependent effect of each pollutants and its synergistic effects, we 
are also affected by the challenges in metabolite identification and 
annotation. Future studies with more rigorous control of confounding 
variables and enhanced databases for metabolomics studies are needed 
to confirm and extend our findings. 

5. Conclusions

Untargeted testicular metabolomics combining an analytical multi-
platform based on GC-MS and UHPLC-QTOF-MS revealed an important 
impact of CC and a potential role of selenium supplementation as an 
antagonist. The annotated metabolites belongs to important class of 
compounds related to reproduction that have been reported to regulate 
gonadotropin releasing hormones in mammals, which are related with 
reproductive hormones. Thus, they impact on testicular physiology and 
on male reproductive functions, which has antispermatogenic properties 
and causes blood-testis barrier disruption, or that impairs tubular fluid 
homeostasis, among others. Our results also suggested an important 
“gut-gonad crosstalk” due to the great number of significant associations 
between gut microbes and testicular metabolites. 
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C control mice group fed regular rodent diet 
CC mice fed regular diet exposed to the chemical cocktail 
CC-Se mice fed Se supplemented diet exposed to the chemical

cocktail 
KRI Kovat’s retention indexes 
FC Fold change 
PE phosphatidylethanolamine 
PS phosphatidylserine 
PG Phosphatidylglycerol 
MG Monoacylglycerol 
QC quality control samples 
PLS-Das partial least squares discriminant analysis 
PCA Principal Components Analysis 
MTBE Methyl tertiary-butyl ether 
DCF diclofenac 
FLQ flumequine 
GC-MS gas chromatography-mass spectrometry 
UHPLC-QTOF ultra-high performance liquid chromatography coupled 

to quadrupole time of flight 
TMS trimethylsilyl 
FC fold-changes 
PCAs polycyclic aromatic compounds 
As arsenic 
Hg Mercury 
Cd Cadmium 
Se Selenium 
Sb antimony 
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4.3. CAPÍTULO 3. 

Debido a restricciones relativas a derechos de autor, el capítulo 3 (incluido el artículo en proceso de 
publicación), ha sido retirado de la tesis. En sustitución del artículo ofrecemos la siguiente información: 
referencia bibliográfica, resumen y palabras claves. 

 

C. Parra-Martínez, B. Callejón-Leblic, H. Rodrígo-Lara, I. Fernández Vega, M. C. Guerrero Márquez, A. 
Rábano, T. García-Barrera. Asociación de los metales en el cerebro del Alzheimer con los estadios de 
Braak, Redox Biology, 2024, submitted.  

 

RESUMEN: 

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Limited studies have evaluated the influence of redox-related metals 
on Alzheimer´s brain. We determined 16 metals in 249 human brain samples including putamen (P), 
caudate (C), amygdala (A), basal ganglia (BG) and frontal cortex (CTX) with different stages, ranging 
from Braak I and II (neurofibrillary tangle involvement confined mainly to the transentorhinal region 
of the brain) to Braak V and VI (extensive neocortical involvement). METHODS: Se, Cr, Mn, Fe, Co, Cu, 
Zn, Cd, Pb, Tl, Mo, Mg, Al, V, As and Sb were measured by ICP-MS. Imbalances in the Alzheimer´s brain 
metallome of different Braak stages and different regions compared to controls and associations in 
the different areas were estimated by ANOVA and Spearman correlations, respectively. RESULTS: In V 
and VI Braak stages, the geometric means of metal biomarker levels significantly different with other 
groups were (ng g-1): 1192.4 Al, 1.594 V, 4.734 As, 63.1 Mo, 194.4 Se, 36.9 Cr, 0.239 Sb, 4760 Cu, and 
11850 Zn in CTX samples, 1510 Al, 285.56 Mn, 10270 Fe, 1.226 V and 1.284 Co in BG samples, and 
1.984 Co, 80.063 Mo, and 3.919 As in P. The associations of Mn with Fe and Se were positive for CTX 
and P samples in the Braak V-VI stages. Associations of Cr, V, and Fe with other elements were mainly 
positive in BG and C. CONCLUSIONS: The metallomes of brain regions compared to the controls were 
significantly different for most of the metals, particularly in the CTX, P, and BG. Metals may differ in 
Braak stages across different human brain regions.  

 

PALABRAS CLAVES: 

Metals, human brain, putamen, caudate, amygdale, frontal cortex, basal ganglions, post-mortem, 
inductively coupled plasma mass spectrometry 

 

 



4.3. Capítulo 3: 

El metaloma cerebral post mortem del paciente con Alzheimer depende de los 

estadios de Braak y de las regiones cerebrales. 

Subtítulo de publicación: Asociación de los metales en el cerebro del Alzheimer con los 

estadios de Braak 

Artículo 3 

C. Parra-Martínez, B. Callejón-Leblic, H. Rodrígo-Lara, I. Fernández Vega, M. C.

Guerrero Márquez, A. Rábano, T. García-Barrera. Asociación de los metales en el

cerebro del Alzheimer con los estadios de Braak, Redox Biology, 2024, submitted.

Figura 36. Resumen gráfico del estudio sobre la asociación de los metales en el cerebro del 

Alzheimer con los estadios de Braak. 
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5. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

5.1. Conclusiones 

Las conclusiones de la presente Tesis Doctoral se exponen a continuación: 

1) La aplicación de la plataforma analítica basada en la combinación de GC-MS y

UHPLC-QTOF ha permitido identificar importantes alteraciones en el

metaboloma testicular y cerebral de ratones expuestos a un CC.

2) Los metabolitos alterados en tejido cerebral tras la exposición al CC como
aminoácidos excitatorios, ceramidas, ácidos grasos y monoglicéridos, entre
otros, están relacionados con importantes funciones cerebrales. Dichos
metabolitos han sido relacionados en investigaciones previas con trastornos
neurológicos o estados alterados de células cerebrales. Además, se
determinaron nuevas asociaciones entre los metabolitos cerebrales y los
microbios intestinales, apoyando la hipótesis de una comunicación a través
del eje microbiota intestinal-cerebro.

3) Los metabolitos alterados en tejido testicular están relacionados con la

regulación de hormonas reproductivas, afectando a la fisiología testicular y a las

funciones reproductivas masculinas. Nuestros resultados también sugirieron una

importante "intercomunicación intestino-gónada" debido a la gran cantidad de

asociaciones significativas entre los microbios intestinales y los metabolitos

testiculares.

4) Un importante número de metabolitos alterados en tejido cerebral y testicular

de ratones expuestos a CC se modularon tras la suplementación con Se,

sugiriendo que este oligoelemento tiene un papel modulador y antagonista

frente a dichos contaminantes. Nuestros resultados ponen de manifiesto que

existe una posible interacción clave entre la ingesta de Se, la microbiota y los

metabolitos cerebrales con efectos sobre la salud del huésped en múltiples

niveles, incluido el GBA y la salud reproductiva. Sin embargo, es necesario
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determinar el vínculo preciso y se necesitan más estudios dirigidos a los 

mecanismos específicos. 

5) El análisis multielemental mediante ICP-MS de tejido cerebral post-mortem de

humanos con EA permitió concluir que los neurometales Mg, Fe, Cu y Zn fueron

los elementos más abundantes.

6) Hemos encontrado diferencias significativas en el metaloma en las diferentes

regiones cerebrales obtenidas post-mortem de humanos con EA que dependen

significativamente de los estadios de Braak. En este sentido, encontramos

niveles aumentados de metales tóxicos (p. ej. Cr, Pb, As y Cd) y elementos

minoritarios (p. ej. V) en pacientes con EA avanzados, mientras que otros

elementos minoritarios (p. ej. Co y Mo) disminuyeron en varias regiones

cerebrales.

7) La corteza cerebral y los ganglios basales de cerebros con EA presentaron el

metaloma con mayores diferencias entre estadios de Braak.
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5.2. Conclusions 

The conclusions of this doctoral dissertation are presented below: 

1) The application of the analytical platform based on GC-MS and UHPLC-MS allows

determining important impairments in the testicular and brain metabolomes

when mice were exposed to the CC.

2) Altered metabolites in brain tissue after CC exposure such as excitatory amino
acids, ceramides, fatty acyls and monoglycerides, among others, are of great
importance in brain function. These metabolites have been previously
described in the literature in connection with neurological disorders or altered
states of brain cells. In addition, new associations between brain metabolites
and gut microbes were determined, suggesting an intertwined mechanism
related to the gut microbiota-brain axis.

3) Altered metabolites in testicular tissue of mice exposed to the CC demonstrated

a relationship with the regulation of reproductive hormones thus having

potential effects on testicular physiology and male reproductive functions. Our

results also suggested an important "gut-gonad crosstalk" due to the large

number of significant associations between gut microbes and testicular

metabolites.

4) An important number of altered metabolites in brain and testicular tissues of CC-

exposed mice were modulated after Se supplementation, suggesting that this

trace element has potential modulatory and antagonistic role against these

pollutants. Our results demonstrated that there is a possible key interaction

between Se intake, microbiota, and brain metabolites with effects on host health

at multiple levels, including GBA and reproductive health. However, the precise

link needs to be determined and further studies targeting the specific

mechanisms are needed.

5) Multielemental analysis by ICP-MS of post-mortem brain tissue from humans

with AD allowed us to conclude that the neurometals Mg, Fe, Cu and Zn were

the most abundant elements in the different brain regions.
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6) We found significant differences in the metallome in different brain regions,

obtained post-mortem from AD humans, which strongly depend on Braak stages.

In this regard, we found increased levels of toxic metals (e.g. Cr, Pb, As and Cd)

and minor elements (e.g. V) in advanced AD patients, while other minor

elements (e.g. Co and Mo) were decreased in several brain regions.

7) The cerebral cortex and basal ganglia of AD brains presented a metallome with

greater differences between Braak stages than the rest of the brain tissue

analyzed.

. 
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