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Resumen

Las variantes en GBA1, gen que codifica la B-glucocerebrosidasa lisosomal (B-GCasa),
constituyen el factor de riesgo genético mas frecuente para la enfermedad de Parkinson
(EP), definiendo una entidad clinica y bioldgica particular (EP-GBA). La reduccién de la
actividad B-GCasa favorece la acumulacion de sus sustratos esfingolipidicos, como las
glucosilceramidas (GluCer) y derivados como la glucosilesfingosina (GluSph), junto con
alteraciones en la homeostasis lipidica, lisosomal y del reticulo endoplasmatico, el
trafico vesicular, las vias de autofagia y la funcidn mitocondrial. Estos procesos
promueven la acumulacién de a-sinucleina y la formacién de agregados insolubles,

generando un entorno de estrés celular que contribuye a la neurodegeneracién.

La caracterizacion bioquimica de estas alteraciones es fundamental para profundizar en
los mecanismos de la enfermedad y avanzar en el desarrollo de biomarcadores que
permitan la estratificacién clinica y la monitorizacién de terapias, en linea con
estrategias de medicina personalizada. Sin embargo, la elevada variabilidad de
resultados entre estudios limita la comparacién de grupos y la interpretacién de los
datos, debido en gran parte a la falta de armonizacién y robustez en los métodos in-

house empleados.

Esta tesis se centra en el desarrollo, evaluacién y aplicacion de métodos basados en
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) para
cuantificar esfingolipidos en distintas matrices como potenciales biomarcadores. Se
optimizaron métodos basados en cromatografia de fase reversa para cuantificar
hexosilceramida (HexCer) y hexosilesfingosina (HexSph) en pellets celulares, suero y
tejidos murinos, permitiendo caracterizar alteraciones consistentes con la literatura y
monitorizar la eficacia de terapias experimentales. Ademads, se desarrolld y evalué un
método basado en cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC) para cuantificar
isoformas de GluCer y galactosilceramida (GalCer) en liquido cefalorraquideo (LCR)
humano. Su aplicacidon en la cohorte Vall d’Hebron Initiative for Parkinson (VHIP) reveld
tendencias en las ratios GluCer/GalCer mas elevadas en pacientes con EP-GBA respecto

a controles, mds pronunciadas en portadores de variantes severas en GBAI.



La falta de recomendaciones armonizadas entre guias internacionales dificulta la
evaluacién de pardmetros que impactan en la precision, veracidad y sensibilidad de los
métodos LC-MS/MS, como el efecto matriz. La complejidad estructural de los
esfingolipidos, la presencia de multiples analitos enddgenos y las matrices bioldgicas
complejas o de disponibilidad limitada aumentan este desafio. Para abordarlo, esta tesis
propone un flujo de trabajo sistematico que integra multiples estrategias, acompafiado
de una herramienta que automatiza los calculos, facilitando la evaluacién integral del
efecto matriz, y favoreciendo la adherencia a las recomendaciones de las guias

internacionales.

En conjunto, el trabajo establece un marco experimental y analitico que conecta
hallazgos preclinicos y clinicos, aporta herramientas transferibles para la validacion de

métodos y respalda el uso de glicoesfingolipidos (GSL) como biomarcadores en EP-GBA.
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Autofagia mediada por chaperonas
Coeficiente de variacién

Sangre en gota seca

Enfermedad de Gaucher

Agencia Europea de Medicamentos
Enfermedad de Parkinson

Enfermedad de Parkinson asociada a variantes GBA
Enfermedad de Parkinson idiopatica

Terapia de Reemplazo Enzimatico

lonizacion por Electrospray

Acido Férmico

Administracién de Alimentos y Medicamentos
Fase movil

Galactosilceramida

Galactosilesfingosina

Glucocerebrosidasa

Glicoesfingolipido

Glucosilceramida

Glucosilesfingosina

Hexosilceramida

Hexosilesfingosina

Cromatografia de interaccién hidrofilica
Control de calidad a concentracion alta
Hoehn vy Yahr

Isopropanol

Regulacion de Diagndstico In Vitro

Estandar interno

Knock In

knock Out

Liquido cefalorraquideo

Tests desarrollados por el laboratorio
Extraccion liquido-liquido

Limite inferior del intervalo de linealidad
Limite inferior del intervalo de medida (=LoQ)
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LLQC Control de calidad al limite inferior de cuantificacion

LQC Control de calidad a concentracion baja

LSD Enfermedad por depésito lisosomal

LSI Iniciativa de Estandarizacién en Lipiddmica

LoB Limite de Blanco

LoD Limite de Deteccidn

LoQ Limite de Cuantificacion (=LLMI)

LysoGhb3 Globotriosilesfingosina

LysoSM Esfingosilfosforilcolina o lisoesfingomielina

MDS Sociedad de Trastornos de Movimiento
MDS-UPDRS Escala Unificada para Valoracién de EP de la MDS
ME Efecto matriz

rME Efecto matriz relativo (variacidon entre lotes)

MEF Factor efecto matriz (ratio estandar/IS)

rMEF Factor efecto matriz relativo (variacion entre lotes)
MeCN Acetonitrilo

MeOH Metanol

MoCA Evaluacion Cognitiva de Montreal

MQC Control de calidad a concentracién media

MRM Monitoreo de Reacciones Multiples

PE Eficiencia del proceso

rPE Eficiencia del proceso relativa (variacion entre lotes)
PEF Factor eficiencia del proceso (ratio estandar/IS)
rPEF Factor eficiencia del proceso relativo (variacidn entre lotes)
QC Control de calidad

RE Eficiencia de recuperacién

rRE Eficiencia de recuperacion relativa (variacion entre lotes)
REF Factor de recuperacion (ratio estandar/IS)

rREF Factor de recuperacion relativo (variacion entre lotes)
RP-LC Cromatografia en fase reversa

SM Esfingomielina

SNC Sistema Nervioso Central

SPE Extraccion en fase soélida

SRT Terapia de Reduccion de Sustrato

STD Estandar

TR Tiempo de Retencidn

uLoQ Limite superior de cuantificacién (=ULMI)

VHIP Vall d’Hebron Iniciative for Parkinson

VHIR Instituto de Investigacidn Vall d'Hebron

VMB Mesencéfalo ventral

WS Solucién de Trabajo

WT Wild Type
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1.1. LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson (EP) es la enfermedad neurodegenerativa mas frecuente,
después de la enfermedad de Alzheimer, y el trastorno del movimiento mas comun.
Afecta al 1% de la poblacion mayor de 60 aiios, y presenta una tasa de prevalencia global

de entre 100 y 200 casos por cada 100.000 individuos [1,2].

Los sintomas motores caracteristicos de la EP incluyen bradicinesia, temblor en reposo,
rigidez, y alteraciones en la postura y la marcha. Aunque se clasifica como un trastorno
del movimiento, casi todos los pacientes presentan sintomas no motores, como
hiposmia, estrefiimiento, disfuncidon urinaria, hipotension ortostatica, pérdida de
memoria, depresioén, dolor y trastornos del suefio. Los signos motores se asocian con
degeneracion nigroestriatal, mientras que los no motores implican neurodegeneracion
en otras dreas. Los sintomas no motores suelen preceder a los motores; sin embargo, su
inespecificidad dificulta el diagndstico temprano, resultando en un retraso promedio de
hasta 10 afios [3] y una tasa de error diagndstica del 15-24% [4]. Ademas, la principal
dificultad reside en diferenciar la EP de trastornos parkinsonianos atipicos, como la
demencia con cuerpos de Lewy, la atrofia multisistémica y las taupatias, asi como de
causas secundarias, incluyendo efectos farmacoldgicos, exposicion a toxinas,

enfermedad cerebrovascular o hidrocefalia normotensiva [5].

El sello neuropatoldgico de la EP incluye la degeneracion de neuronas dopaminérgicas
en la sustancia nigra y la presencia de cuerpos de Lewy formados principalmente por la
proteina a-sinucleina agregada, lo que clasifica esta enfermedad como una
sinucleinopatia. La a-sinucleina, una proteina soluble de 14 kDa codificada por el gen
SNCA, desempena un papel clave en la regulacién de la actividad y la dindmica de las
vesiculas sinapticas, localizdndose predominantemente en terminales presinapticos [6].
En condiciones fisioldgicas, la concentracidn de a-sinucleina esta regulada por un
equilibrio entre su sintesis y degradacion. Sin embargo, alteraciones en estos
mecanismos pueden provocar un aumento de la concentracién de la proteina,
facilitando la formacion de agregados, como mondmeros desnaturalizados, oligémeros,
protofibrillas y fibrillas maduras de tipo amiloide [6,7]. Los cuerpos de Lewy observados

en las neuronas y células gliales estan compuestos principalmente por la a-sinucleina
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fibrilada, junto con ubiquitina y p62; ademads, también pueden incluir otras proteinas
mal plegadas, lipidos, o incluso estructuras membranosas [8]. La agregacién aberrante
de a-sinucleina se considera central en la patogénesis de la EP, aunque otros procesos,
como la disfuncién mitocondrial y lisosomal, la neuroinflamacion y la eliminacidn
anormal de proteinas, también contribuyen a la progresidon de la enfermedad. En
conjunto, estos mecanismos desencadenan la toxicidad y muerte acelerada de neuronas

dopaminérgicas [3].

El diagndstico clinico de la EP actualmente se basa en la historia clinica, la exploracién
neurolégica y la respuesta al tratamiento dopaminérgico. Segun los criterios de la
Sociedad Internacional de Parkinson y Trastornos del Movimiento (MDS), el diagndstico
con un nivel de certeza “clinicamente establecida” de EP requiere la deteccién de
parkinsonismo, definido por la presencia de bradicinesia asociada a temblor en reposo,
rigidez, o ambos; la ausencia de criterios de exclusién; la presencia de al menos dos
criterios de soporte, que refuerzan el diagndstico; y la ausencia de sefiales de alarma (o
red flags), que reducen la probabilidad diagndstica. Por otro lado, el nivel de certeza
“clinicamente probable” de EP se establece cuando se cumplen los dos primeros
requisitos, pero hay presencia de una o dos red flags, las cuales pueden compensarse
con al menos uno o dos criterios de soporte, respectivamente. El primer nivel prioriza la
especificidad, mientras que el segundo maximiza la sensibilidad [9]. El diagndstico
definitivo soélo es posible post mortem, basado en la degeneracion de la sustancia nigra

por la presencia de patologia por cuerpos de Lewy [5].

La EP es un trastorno multifactorial, donde la mayoria de los casos son idiopaticos, y se
relacionan con interacciones genético-ambientales, siendo la edad el principal factor de
riesgo [4,10]. Aproximadamente el 15% de los casos son familiares, y entre un 5-10 %
corresponden a formas monogénicas. Hasta la fecha, se han identificado mas de 20 loci
(PARK) asociados a EP con herencia mendeliana. Entre ellos, SNCA, LRRK2 y VPS35
presentan herencia autosémica dominante; los genes autosdmicos recesivos PRKN,
PINK1 y DJ-1 se asocian a un fenotipo similar al de la EP idiopatica, mientras que
ATP13A2, PLA2G6, FBXO7, DNAJC6y VPS13C a formas clinicas atipicas [11]. Las primeras
mutaciones asociadas a la EP fueron las de herencia autosdémica dominante en el gen

SNCA (PARK1). Las mutaciones en LRRK2 (PARKS8) son la causa mas frecuente de EP
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monogénica autosdomica dominante, mientras que las mutaciones en Parkin
(PARK2/PRKN) representan hasta el 50% de los casos familiares autosdémico recesivos
de inicio temprano [5,7]. Ademas, se han identificado mas de 90 variantes
independientes asociadas al riesgo de desarrollar EP idiopatica; algunas de ellas
corresponden a genes implicados en las formas mendelianas, como LRRK2 y SNCA [11],
lo que subraya la complejidad genética de la EP. El estudio de las variantes genéticas
implicadas mejora la comprension de las bases moleculares de la EP y facilita el
desarrollo de tratamientos modificadores de la enfermedad. En este contexto, durante
las ultimas décadas se ha establecido una sélida relacion entre la EP y la via autofagia-
lisosoma (ALP), subrayando su papel en la fisiopatologia de la enfermedad [7,12-16]

(Tabla 1).

Tabla 1. Genes asociados con formas monogénicas de la enfermedad de Parkinson.

HGNC Locus Proteina Funcién bioldgica principal Herencia Fenotipo Frecuencia
(MIM) gica princip clinico (MIM)
Clasico / Inicio
Proteina presinaptica que temprano
SNCA PARK1, wsinucleina regula el trafico de vesiculas AD Progresion Rara
(163890) PARK4 sinapticas y la exocitosis de rapida.
neurotransmisores Demencia
(168601)
Dardari -
treona;;a?m:z'tein GTPasa que regula el trafico
LRRK2 ¥ PARKS Uinasa rri)ca en vesicular, autofagia, AD Clasico Comiin
(609007) 9 - inflamacién y plasticidad (607060)
repeticiones de
; neuronal
leucina
GTPasa que regula el trafico
RAB32 ¥ Rab 32, asociada de membranas intracelulares Clasico
PARK26 ! , ! AD R
(612906) a Ras desde la formacion de (620923) ara
vesiculas hasta su fusion
Proteina Parte del complejo retromero,
VPS35 % asociada a la asegura la clasificacion Clasico
PARK17 . L AD M
(601501) clasificacion correcta para el reciclaje de (614203) uyrara
vacuolar 35 las proteinas en el lisosoma
Desubiquitinasa; mantiene la
. reserva de monoubiquitina
Hidrolasa d , I ..
UCHL1*% PARKS uL:)i rﬁi:isnaa Ce_ para las vias ubiquitina- AD Clasico )
(191342) q . proteasoma y autofagia- (613643)
terminal tipo L1 . .
lisosoma; mantenimiento de
la funcidn sinaptica.
(Cont.)
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Tabla 1 (Cont.). Genes asociados con formas monogénicas de la enfermedad de Parkinson.

HGNC
(MIM)

GIGYF2*
(612003)

EIF4G1*
(600495)

DNAJC13*
(614334)

TMEM230*
(617019)

CHCHD2*
(616244)

PRKN #
(602544)

PINK1 #
(608309)

DJ1
(602533)

DNAJCE %
(608375)

VPS13C#
(608879)

20

Locus Proteina Funcion biolégica
Componente clave del
Proteina GYF complejo multiproteico 4EHP-
PARK11 interactuante GYF2, que actia como
con GRB10 represor del inicio de la
traduccion
Factor de inicio .
de Ia traduccion Componente del complejo
PARK18 . proteico elF4F, implicado en el
eucariota 4 .
reconocimiento del ARNm
gamma 1

Proteina tipo
PARK21 Dnal, subfamilia
C, homdlogo 13

Participa en el trafico de
membranas a través de
endosomas

Proteina Implicada en el trafico y
transmembrana reciclaje de vesiculas
230 sinapticas

Proteina con

dominios CHCH Factor de transcripcion

PARK22 . . . mitocondrial dependiente de
(coiled-coil-helix- " iciones de oxigeno
coiled-coil-helix) &

Parkina (ligasa ., .
I
o deubrpitns U1 colrede it
tipo E3) P J
Kinasa de Sensor de dafio mitocondrial y
serina/treonina protector frente a la
PARK6 . . . L. . . .
inducida por disfunciéon mitocondrial; activa
PTEN la mitofagia
Protector celular, sensor de
PARKY Deglicasa estrés oxidativo.y chaperonay
proteasa sensible al redox;
repara proteinas glicadas
Co-chaperona implicada en
endocitosis mediada por
PARK19 Auxilina clatrina de vesiculas
sinapticas, reciclaje y trafico
intracelular
Proteina Transferencia de lipidos entre
PARK23 homdloga Cde membranas; participa en la

clasificacién
vacuolar 13

regulacion de la mitofagia
mediada por PINK1/PRKN

Herencia

AD

AD

AD

AD

AD

AR

AR

AR

AR

AR

Fenotipo
clinico (MIM)

Clasico
(607688)

Clasico
(614251)

Clasico
(616361)

Clasico.
Relacionado
con PARK21.

Clasico
(616710)

Inicio
temprano
Progresién

lenta

(600116)

Inicio
temprano
Progresion

lenta

(605909)

Inicio
temprano
Progresion

lenta

(606324)

Inicio
temprano
Progresion

lenta

(615528)

Inicio
temprano
Progresion

rapida
(616840)

Frecuencia

Rara

Rara/1¢
mas comun
de inicio
temprano

Rara / 22
mas comun
de inicio
temprano

Rara

Rara

Rara

(Cont.)



Tabla 1 (Cont.). Genes asociados con formas monogénicas de la enfermedad de Parkinson.

HGNC
(MIM)

ATP13A2 %
(610513)

PLA2G6
(603604)

FBX07 %
(605648)

SYNJI %
(604297)

HTRAZ2*
(606441)

Locus

PARK9

PARK14

Proteina

ATPasa tipo
13A2

Fosfolipasa A2
del grupo VI

Funcion biolégica

Transportador lisosomal de
cationes/poliaminas;
homeostasis lisosomal y
mitocondrial;
homeostasis catidnica y
mantenimiento de la
integridad neuronal; regula la
via autofagia-lisosoma

Metabolismo de fosfolipidos
neuronales; homeostasis de la
membrana celular, integridad

mitocondrial y transduccion

de sefiales

Parte del complejo ubiquitina

PARK15 Proteina F-box 7 ligasa; regula la proteostasis y

PARK20

PARK13

Synaptojanina 1
(fosfatasa de
fosfoinositidos)

Proteasa de
serina HtrA2
mitocondrial

la mitofagia

Participa en la endocitosis
mediada por clatrina

Promueve la apoptosis,
funcién neuroprotectora

Herencia

AR

AR

AR

AR

AR

Fenotipo
clinico (MIM)

Inicio
temprano
Atipico (Kufor-
Rakeb).
Demencia
(606693)

Inicio
temprano
Atipico
(612953)

Inicio
temprano
Atipico
(260300)

Atipico
(615530)

Clasico
(610297)

Frecuencia

Muy rara

Rara

Muy rara

Muy rara

PARK3, PARK10, PARK12, PARK16, y PARK22 se excluyen de la tabla porque se consideran factores de riesgo [5].

* Su implicacién no se ha confirmado de forma concluyente; ¥ Funcién asociada al sistema autofagia-lisosomal (ALP).
HGNC: HUGO gene nomenclature committee; OMIM: base de datos Online de Herencia Mendeliana en el Hombre, AD:
autosémico dominante, MU: multifactorial, AR: autosémico recesivo, LX: Ligado al X. Adaptada de Tolosa et al. [4],

Blauwendraat et al. [17], Salles et al. [11], Morris et al. [18] y UniProt [19].
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1.2. EL LISOSOMA EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

1.2.1. La via autofagia-lisosoma: funcion en la homeostasis celular.

Las vias por las que se degradan la mayoria de las proteinas citosdlicas y mal plegadas
son el sistema ubiquitina-proteasoma y la ALP. El primero es necesario para la
eliminacidon de la mayoria de las proteinas citosélicas de vida media corta y de las
proteinas mal plegadas, e implica la unién covalente de moléculas de ubiquitina, seguida
de su degradacion por el proteasoma. Por su parte, la ALP incluye una red coordinada
de rutas autofagicas que convergen en el lisosoma, donde se eliminan proteinas mas
estables, de vida media larga, y orgdnulos completos. En funcién del mecanismo por el
cual los sustratos son internalizados en el lumen lisosomal, se definen la macroautofagia,

la autofagia mediada por chaperonas (CMA) y la microautofagia [13,20,21] (Figura 1).

A) Macroautofagia

A~ \\ Reciclaje
1S g @ ]
1
) e P = °*
e .‘.". Fusion LI ol =
L] —
ST WK R
S e °

B) Autofagia mediada por
chaperonas (CMA)

C) Microautofagia

= 3
PR ED

Complejo

%\Q chaperona

FER®@
Proteina con
motivo KFERQ

e’

Translocacion
asistida por la
hsc70 lisosomal

Figura 1. Representacion grafica de los tres tipos de autofagia. A) Macroautofagia, B) Autofagia mediada
por chaperonas (CMA), C) Microautofagia. Creada con https://BioRender.com.
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La macroautofagia es el principal mecanismo responsable de la degradacién de los
componentes intracelulares para mantener la homeostasis celular y un equilibrio

adecuado entre la sintesis y la degradacion de proteinas.

Por otro lado, la CMA es una forma altamente selectiva de autofagia que facilita la
degradacion de proteinas citosodlicas especificas que portan el motivo KFERQ-like,
reconocido por la chaperona hsc70. La traslocaciéon del sustrato junto con la chaperona
al lumen lisosomal es mediada por el complejo multimérico LAMP-2A, una proteina de
membrana asociada al lisosoma [12,20], cuyos niveles en la membrana regulan la

actividad CMA.

Finalmente, la microautofagia se encarga de la degradacion de regiones completas del
citoplasma, incluidas proteinas y orgdnulos, mediante la invaginacidn directa de la

membrana lisosomal.

La eliminacion de proteinas mal plegadas, agregados y el recambio de orgdnulos son
procesos esenciales para garantizar la homeostasis celular. Debido a su morfologia, alta
demanda metabdlica y estado postmitético, las neuronas son particularmente
vulnerables a la alteracion de estos sistemas de degradacion. Esta susceptibilidad
favorece la acumulacién patolégica de proteinas, un proceso central en la patogénesis
de numerosas enfermedades neurodegenerativas, como ocurre con la agregacién de a-

sinucleina en la EP.

1.2.2. Disfuncion de la autofagia en Parkinson.

La concentracidn intracelular de a-sinucleina se mantiene por un equilibrio entre su
sintesis y degradacion (Figura 2). Un desequilibrio en cualquiera de estos procesos
conduce a un aumento en su concentracion citoplasmatica, favoreciendo la formacién
de especies oligoméricas y fibrilares, que resultan toxicas para las neuronas y
promueven la neurodegeneracion. Entre las causas de este desequilibrio se incluyen la
sobreexpresidon del gen SNCA, causada por duplicaciones génicas o variaciones en la
region promotora que afectan su sintesis, asi como mutaciones puntuales,
modificaciones postraduccionales y disfuncion de los sistemas de recambio celular, que

comprometen su degradacion [6,7].
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Dupli iones, tripli iones de SNCA Mutaciones puntuales de SNCA
Polimorfismos Modificaci postraduccionales
Alteraciones de sistemas de
degradacion celular

acumulacion de a-sinucleina

especies oligoméricas (solubles) y Disfuncién mitocondrial (estrés oxidativo)
fibrilares (insolubles) Oxidacion de residuos de aminoacidos por
ROS (Met, Tyr, Cys, etc.)
Interaccion con lipidos (ej: GluCer estabiliza
los oligomeros)
Cambios en pH e iones (pérdida de estabilidad
conformacional del monémero soluble)

Traficovesicular  Actividad Sistemas de Homeostasis
y sinaptico mitocondrial recambio celular Ca?

Neuroinflamacion

toxicidad celular

Figura 2. Mecanismos implicados en la acumulacion y agregacion de a-sinucleina y su contribucién a la
toxicidad celular en la enfermedad de Parkinson.

La a-sinucleina  monomérica se degrada por ambos sistemas, aunque
predominantemente por la ALP. La seleccidén de la via depende de factores como la
localizacion celular, las modificaciones postraduccionales y el estado oligomérico de la
proteina. Las formas solubles se eliminan preferentemente mediante CMA, mientras
gue las especies agregadas solo lo hacen por macroautofagia, ya que constituye la Unica
via degradativa intracelular capaz de eliminar agregados proteicos [16,22,23]. Por ello,
algunos estudios concluyen que la inhibicidn de la funcién del proteasoma no resulta en
una acumulacién anormal de a-sinucleina, a diferencia de la inhibicion de la CMA o de

la macroautofagia, que si conllevan un incremento de sus formas patogénicas [24,25].

En este contexto, durante las Ultimas décadas se ha establecido una asociacion entre la
disfuncién lisosomal y la EP, por la implicacion de muchos de los genes causales y
factores de riesgo de la enfermedad en funciones clave de la ALP [7,24,26] (Tabla 1). Por
ejemplo, la alteracién de la proteina LRRK2 (LRRK2/PARKS8), la causa genética mas
conocida de EP familiar, afecta a multiples procesos celulares, incluyendo endocitosis,
inflamacidn, apoptosis y autofagia [27]. Una de las variantes mas frecuentes, p.G2019S,

impide su propia degradacion por la via CMA y compromete, ademas, la eliminacién de
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otros sustratos como la a-sinucleina [28]. Las mutaciones por pérdida de funcién en
genes como PRKN/PARK2 y PINK1/PARK6, involucrados en la via de mitofagia
dependiente de PINK1-Parkin, pueden provocar defectos en la degradacidn selectiva de
mitocondrias dafiadas [7,20,29]. La funcién de la proteina UCHL1 (UCHL1/PARKS5) no se
asocia directamente con CMA pero, al interactuar con LAMP2A para ser degradada por
esta via, su forma mutante bloquea la maquinaria, de forma similar a lo descrito para
LRRK2 [7,21,30]. Las mutaciones en ATP13A2 (ATP13A2/PARK9), gen que codifica una
bomba ATPasa lisosomal, estan asociadas a disfuncidon lisosomal y al sindrome
parkinsoniano atipico Kufor-Rakeb [31,32]. Un numero significativo de otros genes
asociados a EP, incluyendo GBA1, TMEM175, VPS35, ATP6AP2, RAB7L1, VPS13C,
DNAJC13, DNAJC6, y CTSD participan en el sistema ALP [7] (Figura 3). Estos hallazgos
refuerzan la hipdtesis de que la disfuncion de la ALP es un mecanismo central en la

patogénesis de la EP.

EE
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VPS3S e
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VPS13C 4
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AMPH —» |
SMPD1 SCARB2  ATP13A2
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Figura 3. El sistema autofagia lisosoma y las proteinas relacionadas con enfermedad de Parkinson.
Reproduccion autorizada de Navarro-Romero et al.[7].
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1.2.3. El vinculo con las enfermedades de depdsito lisosomal.

La relacidn entre la disfuncidn lisosomal y la patogénesis de la EP se evidencia en las
enfermedades de depdsito lisosomal (lysosomal storage diseases, LSD). Este grupo
heterogéneo engloba aproximadamente 70 enfermedades metabdlicas hereditarias
causadas por mutaciones en genes que codifican proteinas lisosomales, principalmente
hidrolasas con actividad disminuida o ausente, aunque también otras no enzimaticas
relacionadas con la funcién lisosomal, como proteinas de membrana [33]. El defecto
primario conlleva a un patrén bioquimico comun caracterizado por acumulacion de
sustratos no degradados. Las consecuencias dependen del tipo de sustrato, su
localizacion celular y extensidn, y su impacto sobre otros procesos celulares, lo que
explica su heterogeneidad fenotipica, en cuanto a edad de inicio, gravedad y grado de
afectacion del sistema nervioso central (SNC). No obstante, muchas se presentan en

pediatria con afectacion neuroldgica acompafiadas de visceromegalia.

A nivel fisiopatoldgico, la acumulacion de sustratos desencadena alteraciones
secundarias comunes que contribuyen a la patogénesis de las LSD, como la disfuncién
mitocondrial, la neuroinflamacién, la desregulacién de vias de sefalizacion, y la
disfuncién autofagica-lisosomal, con la consiguiente acumulacién de proteinas alteradas
y otros sustratos secundarios no relacionados con la proteina defectuosa (Figura 4). La
supresidn especifica de la autofagia en el SNC provoca la acumulacién de proteinas
andomalas, disfuncién celular general y neurodegeneracion [21]. Por ello, la
neurodegeneracion constituye una de las manifestaciones principales en las LSD vy, a su
vez, estas alteraciones secundarias de las LSD reflejan mecanismos compartidos
implicados en enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer, la EP, la demencia
con cuerpos de Lewy, la enfermedad de Huntington, entre otras [34,35].

Asimismo, se ha reportado una mayor prevalencia de variantes en genes asociados a
LSDs en pacientes con EP, con hasta un 56% de los individuos portando al menos una
variante patogénica en estos genes [36]. Las mutaciones en los genes GLA y SMPD1,
asociados a la enfermedad de Fabry y a la enfermedad de Niemann-Pick A/B,
respectivamente, estan relacionadas con un mayor riesgo de desarrollar EP. Ademas, se

ha descrito sinucleinopatia en el cerebro de pacientes y modelos animales en la
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leucodistrofia metacromatica, enfermedad de Sandhoff, Sanfilippo, Niemann-Pick, Tay-

Sachs, y Krabbe, entre otras [7,15,37].
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Figura 4. Mecanismos implicados en la fisiopatologia de las enfermedades de almacenamiento
lisosomal (LSD). Las vias moleculares secundarias implicadas en las diferentes LSD presentan
caracteristicas comunes con la fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o
el Parkinson. MPS: mucopolisacaridosis, NP: Niemann-Pick, MLD: leucodistrofia metacromdtica, MSD:
deficiencia mdultiple de sulfatasa, ML: mucolipidosis, NC: lipofuscinosis neuronal ceroidea, GM:
gangliosidosis. Adaptada de Parenti et al. [38].

La evidencia mas significativa de esta relacion se encuentra en el gen GBA1, cuyas
variantes en homocigosis o heterocigosis son el principal factor de riesgo genético

descrito para desarrollar EP (Tabla 2).

1.2.4. Funcion fisiolégica de GBA1 en el metabolismo de los

glicoesfingolipidos (GSL) e implicacion en la enfermedad de Gaucher.

Las mutaciones en homocigosis o heterocigosis compuesta en GBA1 (EC 3.2.1.45) causan

la enfermedad de Gaucher (EG), una glicoesfingolipidosis que se encuentra entre las LSD
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Tabla 2. Principales genes implicados en enfermedades de depésito lisosomal (LSD) como factores de
riesgo de EP.

Gen

GBA1

SMPD1

GLA

GALC

ARSA

ASAH1

ATP13A2

CTSD

SCARB2

SLC17A5

NPC1

NAGLU

GUSB

NEU1

Defecto primario

Glucocerebrosidasa acida

lisosomal

Esfingomielinasa

a-galactosidasa A

Galactocerebrosidasa

Arilsulfatasa A

Ceramidasa 4cida

ATPasa tipo 13A2

Catepsina D

Funcion

Esfingolipidosis

Hidroliza la glucosilceramida
lisosomal en ceramida y glucosa
Hidroliza la esfingomielina en
ceramida
Hidroliza residuos terminales a-
galactosil de galactolipidos y
glicoproteinas
Hidroliza enlaces éster de
galactosa en glicolipidos como
galactosilceramida y
galactosilsfingosina
Hidroliza sulfato de cerebrésido en
cerebrosido y sulfato
Hidroliza ceramidas en esfingosina
y acidos grasos libres

Lipofuscinosis neuronal ceroide

Transportador lisosomal de
cationes/poliaminas

Proteasa 4cida lisosomal

LSD

Gaucher

Niemann-Pick tipo A/B

Fabry

Krabbe

Leucodistrofia
metacromatica

Farber

Lipofuscinosis
neuronal ceroide 12
Lipofuscinosis
neuronal ceroide 10

Trastornos por proteinas integrales de membrana

LIMP-2 (proteina de
membrana lisosomal 2)

Sialina

NPC Transportador

intracelular de colesterol 1

a-N-acetil glucosaminidasa

B-glucuronidasa

Sialidasa-1

Receptor lisosomal independiente
de manosa-6-fosfato para B-GCasa
Exportador lisosomal de acido
sidlico libre
Trafico intracelular de colesterol

Mucopolisacaridosis

Hidroliza residuos terminales de N-
acetil-a-D-glucosamina en hepardn
sulfato
Hidroliza enlaces B-D-
glucuronésido en GAGs como
dermatan y queratan sulfato

Glicoproteinosas

Hidroliza residuos terminales de
acido sidlico de glicoconjugados

Adaptada de Navarro et al. [7], Platt et al. [33], y UniProt [19].

Sindrome mioclono-
insuficiencia renal

Salla

Niemann-Pick tipo C

Mucopolisacaridosis
tipo I11B/ Sanfilippo B

Mucopolisacaridosis
tipo VII / Sly

Sialidosis

Evidencia

+++

++

+++

++

mas prevalentes [33], con una incidencia de 1/50.000 nacimientos en la poblacién

general y de 1/800 en judios asquenazies [39].

Comprender la funcién de GBA1 requiere situarla dentro del metabolismo lipidico

lisosomal y, en particular, en el de los glicoesfingolipidos (GSL).
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Figura 5. Estructura basica de los esfingolipidos. A) Estructura basica de esfingosina d18:1 (izquierda) y
su unién amida a un acido graso, palmitoil como ejemplo, formando la estructura de ceramida
d18:1/C16:0 (derecha). B) Clasificacion de esfingolipidos en funcién de grupo de cabeza. Adaptada de
Companioni et al. [40] y Merrill [41].

Los esfingolipidos son lipidos anfipaticos que constan de un aminoalcohol alifatico de
base (esfingosina) cuyos 4&tomos de carbono varian de 12 a 22, siendo en vertebrados la

d-eritroesfingosina (18:1) la estructura predominante. La ceramida es la molécula
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resultante de la acilacion de la base en la posicidn 2-amino y la unién mediante un enlace

amida a un acido graso (Figura 5A).

El 4cido graso incorporado presenta variaciones en longitud (C16-C24), saturaciones e
hidroxilaciones, siendo el 4cido estearico (C18) el mas abundante en mamiferos [42,43].
También hay pequeiias cantidades de lisoesfingolipidos, que carecen del sustituyente N-

acil [41].

La unidén covalente del grupo 1-hidroxilo de la ceramida a una fraccion de fosfato
(fosfocolina, fosfoetanolamina) o carbohidrato genera los fosfoesfingolipidos y los GSL,

respectivamente (Figura 5B).
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Figura 6. Rutas de biosintesis de diferentes familias de esfingolipidos. La mayoria de las estructuras de
GSL se basan en la unidn inicial de glucosa a las ceramidas (GluCer), a partir de éste, la lactosilceramida
(LacCer) constituye un punto de ramificaciéon fundamental. Desde LacCer, la accién de diversas
glicosiltransferasas y una sulfotransferasa conduce a la formacién de las series de ganglidsidos neuronales
a, b y ¢, asi como de otras series como globo-, isoglobo-, muco- y lacto-series. También se incluyen vias
derivadas de GalCer hacia GM4 vy sulfatidos. Adaptada de Sandhoff et al. [44], creada con
https://BioRender.com.

30



Los GSL se originan a partir de ceramida que, mediante glucosilacién en el aparato de
Golgi o galactosilacién en el reticulo endoplasmdatico, da lugar a glucosilceramida
(GluCer) o galactosilceramida (GalCer), respectivamente [45]. La heterogeneidad
estructural de los GSL proviene no sélo de las isoformas de acidos grasos y ceramidas,
sino de la composicién y secuencia de azlcares que se afiaden al monosacarido inicial,
describiéndose mads de 400 estructuras de glicanos diferentes [46], y diversas familias
de series estructurales como globo—, isoglobo—, lacto—, neolacto— y ganglio— [41,46]

(Figura 6).

En cambio, la degradacién de los GSL ocurre en los lisosomas, donde glicohidrolasas
especificas eliminan los grupos glicano de forma secuencial. En este contexto, GBA1
codifica la glucocerebrosidasa lisosomal (B-GCasa), que cataliza la hidrélisis de GluCer
en ceramida y glucosa, y constituye el penultimo paso en la degradaciéon de los GSL

complejos [47-49].

Para ello, en condiciones fisioldgicas (Figura 7) la enzima se ensambla en el reticulo

endoplasmatico y se transporta al lisosoma unida al receptor de la proteina de membra—

& WrTGCasa

‘ =) ‘ mut Gcasa

() LIMP-2

saposina C

\ E S a-sinucleina
‘ ) |

\

GluCer

Glu \ P2A
Cer

—¥ N\ microautofagia

macroautofagia AUTOFAGIA

Figura 7. Actividad fisiolégica de B-Gcasa en la via autofagia-lisosoma. La B-Gcasa se sintetiza en el
reticulo endoplasmatico, donde es reconocida por su transportador especifico, LIMP-2. Ambos son
transportados al lisosoma, donde el complejo B-Gcasa —LIMP-2 se disocia, permitiendo que la B-Gcasa
interactle con su coactivador, la saposina C. En el lisosoma, la B-Gcasa hidroliza la glucosilceramida
(GluCer) en ceramida y glucosa. En condiciones fisioldgicas, la via principal para la degradacion de la a-
sinucleina soluble es la autofagia mediada por chaperonas (CMA). Adaptada de Pradas et al. [26].
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na lisosomal (LIMP-2), en un proceso dependiente del pH; por ello, la unién B-GCasa —
LIMP-2 es estable durante el trafico a través del reticulo y Golgi, pero se disocia al entrar
en el ambiente acido del lumen lisosomal [26]. La saposina C actla como proteina

activadora lisosomal de 3-Gcasa [48,49].

Ademas de la B-GCasa lisosomal, otras dos glucosidasas citosdlicas comparten una
actividad enzimatica similar y llevan a cabo la degradacién de GluCer, pero no presentan
homologia estructural ni de secuencia [50]. GBA2 (EC3.2.1.45) codifica para una enzima
no lisosomal localizada en la superficie citosélica del reticulo endoplasmatico y/o del
aparato de Golgi [50], mientras que GBA3 (EC3.2.1.21) codifica una enzima citosélica
relacionada con Klotho que se encuentra en el higado, el bazo, el rifién y otros tejidos,

pero cuya funcién no estd clara en la actualidad.

En el contexto de deficiencia de actividad de B-GCasa, como ocurre en la EG, el sustrato

GluCer se acumula. Ademas, como mecanismo adaptativo celular, el exceso de GluCer
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Figura 8. La B-D-glucosilceramida (GluCer) es escindida por la enzima glucocerebrosidasa (B-GCasa,
codificada por GBA1) para generar ceramida libre (Cer). En condiciones fisioldgicas, se produce una
rapida hidrélisis de la GluCer en Cer, que luego se convierte en esfingosina (Sph) mediante la enzima
ceramidasa acida (aCDasa, codificada por ASAH1). La Sph es reacilada por la CerS (ceramida sintasa,
codificada por CERS) para regenerar ceramida, y la Cer es glucosilada por la GCS (glucosilceramida sintasa,
codificada por UGCG) para formar GluCer. En condiciones de deficiencia de B-GCasa, como en la
enfermedad de Gaucher, se produce una acumulaciéon de GluCer, y se favorece parcialmente su
conversion en B-D-glucosilesfingosina (GluSph) mediante desacilacién. Adaptada de Pradas et al. [26],
Aerts et al. [49], y Revel-Vilk et al. [51].
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se convierte parcialmente de manera activa por la ceramidasa en su derivado
desacilado, B-D-glucosilesfingosina (GluSph, también denominada LysoGb1) [49] (Figura
8).

Clasicamente, se describen tres tipos de EG segln la progresion clinica, aunque las
evidencias respaldan que la EG es un espectro continuo de fenotipos y manifestaciones
gue abarcan desde la muerte fetal hasta adultos asintomaticos [52]. El tipo 1, el mas
frecuente, presenta afectacion visceral, trombocitopenia, anemia, esplenomegalia,
hepatomegalia y lesiones dseas, atribuibles a la infiltracién de células de Gaucher en
médula dsea, bazo e higado. Los tipos 2 y 3 incluyen, ademds, manifestaciones
neuroldgicas, si bien se diferencian por el momento de inicio y la velocidad de progresion
de los sintomas: el tipo 2 se presenta como el fenotipo mas severo, con inicio temprano
y una evolucién rapida y aguda en comparacion con el tipo 3. Este espectro clinico se
enmarca en la heterogeneidad genética del gen GBA1, localizado en el cromosoma 1g21
y formado por 7 kb con 11 exones y 10 intrones, en el que se han identificado hasta la
fecha mas de 300 mutaciones patogénicas asociadas a pérdida o ganancia de funcidn de
la proteina [48]. Entre las variantes leves, la mas representativa es p.N370S, asociada
con la EG tipo 1, mientras que mutaciones mas graves como p.L444P se relacionan con
las formas neuropdticas de la enfermedad (EG tipos 2 y 3) [49,53,54]. Estas variantes
patogénicas pueden impactar en la actividad B-GCasa lisosomal, describiéndose una
correlacién inversa entre la severidad de la mutacion y el nivel de actividad enzimatica
[55]. Por ello, y aunque la secuenciacién del gen GBA1 permite identificar las variantes
bialélicas patogénicas, la medida de la actividad enzimatica sigue siendo recomendable

para verificar la deficiencia como prueba funcional [39,52].

En este contexto fisiopatoldgico y clinico, se han propuesto varios biomarcadores para
el diagnéstico y seguimiento de la EG, siendo la quitotriosidasa el primero descrito en
1994 [56]. En comparacién, GluSph ha emergido posteriormente como un biomarcador
mas sensible y especifico, con mayor capacidad discriminante que su analogo acilado,
GluCer [57]. Su concentracion en plasma permite monitorizar la respuesta al

tratamiento y varia segun la dosis administrada, aunque no correlaciona con algunas
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manifestaciones clinicas, como la respuesta inflamatoria, la enfermedad ésea o la

afectacion neuroldgica.

1.2.5. GBA1 como factor de riesgo de Parkinson.

La asociacion clinica entre las mutaciones de GBA1 y la EP se observé por primera vez
hace décadas tras los informes de parkinsonismo en pacientes con EG [58,59]. Estos
pacientes con EG y sus familiares no afectos presentaban variantes en GBAI1, y en

heterocigosis también conferian un riesgo significativo de desarrollar EP [60-62].

Se estima que entre el 2-30% de los pacientes con EP son portadores de variantes en
GBA1, dependiendo de la poblacién y region geografica [10,47,62—65]. En nuestra
poblacion, se estima entre el 10-12% de los enfermos de EP [66]. Entre las mutaciones
patogénicas mas comunes en pacientes con EP se encuentran las mismas que en la EG,
p.L444P (severa)y p.N370S (leve) [62,65,67]. Otras variantes, como p.E326K o p.T369M,
predisponen al parkinsonismo, actuando como factores de riesgo para la EP, pero sin ser
patogénicas para EG [10,54] (Figura 9). De hecho, p.E326K es una de las mas prevalentes
en pacientes con EP [48]. En Europa, p.D409H se ha descrito principalmente en el sur de
Espana y Grecia [65]. La revisidon de Parlar et al. [54] proporciona una base de datos de
variantes de GBA1 reportadas en EP, que también es posible consultar en su aplicativo:

https://pdgenetics.shinyapps.io/gbalbrowser/.

K(-27)R

Figura 9. Distribucidon de las mutaciones en el gen GBA1 asociadas a pacientes con enfermedad de
Parkinson. Las mutaciones asociadas a enfermedad de Gaucher neuropatica tipo 2 o 3 se indican en color
rosa; las relacionadas con la forma leve no neuropatica (como N370S), en marrdn; las variantes de riesgo,
en verde; y aquellas con fenotipo clinico no establecido, en negro. Adaptada de Liu et al. [68].
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Desde el punto de vista clinico, la EP asociada a variantes en GBA1 (EP-GBA) es
dificilmente distinguible de la forma idiopatica, aunque suele manifestarse, en
promedio, cinco afios antes, con un curso clinico mas severo, y presenta una mayor
frecuencia de sintomas no motores, como la disfuncién autondémica y sexual, la
hiposmia, los sintomas psiquiatricos, los trastornos del suefio, y el deterioro cognitivo
[48,62,64,69-73] (Tabla 3). Estas caracteristicas han llevado a considerarla una entidad
clinica y biolégicamente diferenciada [74]. En este contexto, recientemente se ha
propuesto el término “sindrome de Sidransky” [75] para describir este fenotipo clinico
caracteristico, lo que ha contribuido a reconocer la EP-GBA como una forma
diferenciada dentro del espectro parkinsoniano, con implicaciones clinicas, diagndsticas

y terapéuticas relevantes.

Tabla 3. Manifestaciones clinicas de EP-GBA y EP idiopatico.

EP-GBA (Sindrome de Sidransky) EP idiopatico (no GBA)
Edad de inicio Mds temprano (3-6 afios)
Muerte Mds temprana (HR, 1,85)

Inicio mas temprano; progresion mas

(o ; Inicio gradual con progresién mas lenta
rapida; a menudo mas grave.

Sintomas motores
Mayor prevalencia; aparicion casi

Sintomas no motores simultanea de sintomas motores y no
motores.

Tipicamente, los sintomas no motores
aparecen mucho antes que los motores

Mayor afectacién de la memoria de

trabajo, funciones ejecutivas y Comun, pero generalmente menos
habilidades visoespaciales, con mayor Severo.

riesgo de demencia manifiesta.

Deterioro cognitivo

Trastornos del estado de d4nimo mas .
Trastornos del estado de . Comun, pero generalmente menos
.. frecuentes y graves, incluyendo
animo L, . severo.

depresion y ansiedad

Mas graves y mas frecuentemente
Trastornos del sueiio reportados, especialmente el trastorno
de conducta del suefio REM (RBD).

Comun, pero generalmente menos
severo.

Disfuncion olfativa Mads pronunciada. Comun, pero menos pronunciada.

Sintomas disautonémicos
(incl. estrefiimiento,
disfuncion vesical,

Mayor carga de sintomas secundarios a la

. L. . . Comunes, frecuencia similar, pero con
disfuncién del sistema nervioso

menor sintomatologia.

. Ly . auténomo.
hipotension ortostatica)
. Menor eficacia con los tratamientos Generalmente responde bien a los
Respuesta al tratamiento . . .
estandar de EP. tratamientos clasicos de EP

Adaptada de Skrahin et al. [74] y Huh et al. [76].

35



El estudio de Cilia et al. [67], en una cohorte de 2764 individuos, reportd que el 34,1%
de los pacientes con EP y mutaciones en GBA1 desarrollaron demencia, frente al 19,6%
en pacientes no portadores (odds ratio, OR 3,2). Este incremento en el riesgo de
deterioro cognitivo también se ha observado en otros estudios, con una probabilidad de
hasta 5 y 20 veces mayor en individuos portadores de variantes y en pacientes con EG,

respectivamente [47,61,63,64].

Ademas, la gravedad de la mutacién en GBA1 tiene un impacto en este riesgo [55,64,67].
Los portadores de mutaciones severas presentaron un riesgo casi 6 veces mayor de
desarrollar EP (45% de los individuos) con una edad de inicio aproximadamente 5 afios
mas temprana que los portadores de variantes leves, cuyo riesgo fue de 2,9 veces
superior (25% de los individuos) al de los no portadores [67]. Estos hallazgos son
consistentes con un estudio realizado en una cohorte de mil judios Ashkenazi, donde se
reportaron OR de 2,2 y 10,3 para variantes leves y severas, respectivamente [64]. En
pacientes con EG, las mutaciones severas, asociadas a formas neuropaticas, se han
vinculado con un aumento del 217% en el riesgo de deterioro cognitivo [68]. A los 70
anos, el 72% de los portadores de mutaciones severas y el 38% de los portadores de
variantes leves presentaban demencia [67]. Por ello, Mazzulli et al. [77] observd un
aumento de a-sinucleina monomérica en tejido cerebral post mortem de pacientes con
EG tipo |, sin manifestaciones neuroldgicas, mientras que en las formas neuronopaticas
(tipos 2 y 3), el mayor compromiso del SNC se asocié con la acumulacién de especies

oligoméricas toxicas.

Los modelos murinos con mutaciones en Gbal, por lo general, presentan disfunciéon
lisosomal y una acumulacién de esfingolipidos, que es mas marcada en homocigosis [78—
81], mientras que los modelos heterocigotos muestran mayor variabilidad, lo que
sugiere que dependiendo de la copia funcional de Gbal podria ser suficiente para evitar
esta acumulacién [82]. A pesar de la disfuncién lisosomal observada en estos modelos,
no desarrollan agregados fibrilares de a-sinucleina ni reproducen la neurodegeneracién
dopaminérgica caracteristica de la EP, por lo que no presentan deterioro clinico en
funciones como la cognicion, el olfato o la coordinacion motora [83]. Para modelizar

estas interacciones se han empleado diferentes aproximaciones. El cruce del modelo
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murino A53T-SNCA, que sobreexpresa a-sinucleina, con ratones knock-in (Kl) de Gbal
con variantes como L444P o D409H, ya sea en heterocigosis u homocigosis [83,84], asi
como la administracién a este modelo A53T-SNCA de inhibidores farmacoldgicos de B-
GCasa, como condutirol B-epdxido (CBE) [85], exacerba los déficits motores, la
neurodegeneracién y la acumulacidn cerebral de GluCer en comparacion con los ratones
A53T-SNCA con Gbal sin variantes, o A53T-SNCA no tratados con CBE, respectivamente.
De forma complementaria, en ratones KI Gbal D409V/D409V, la patologia
sinucleinopatica se indujo bien mediante el cruce con mThy1l-hSNCA, un modelo de
sobreexpresion de a-sinucleina, o bien mediante la inyeccidn de fibrillas preformadas
de a-sinucleina (PFFs) en el estriado; en el primer caso, se observd un incremento de a-
sinucleina patolégica acompafado de deterioro motor, sin evidencia de degeneracion
nigroestriatal, mientras que en el segundo la mutacidon no potencid en igual medida la
carga patoldgica [86]. Por ultimo, en ratones Kl heterocigotos Gbal L444P de 8 meses,
la administracién de la neurotoxina mitocondrial dopaminérgica MPTP (1-metil-4-
fenil,6-tetrahidropiridina) produjo una pérdida significativa de neuronas
dopaminérgicas en comparacion con los WT tratados, junto con una exacerbacion de
déficits conductuales y neuroinflamacion; estos sintomas tipo EP inducidos por MPTP se

atenuaron tras incrementar Gbal mediante un vector AAV5-hGBA [87].

Estos hallazgos refuerzan el papel modulador de GBA1 en determinados contextos de
sobreexpresidn de a-sinucleina. En presencia de una condicion patoldgica de base, la
disfuncién de B-GCasa se torna clinicamente relevante, y su modulacién impacta mas
visiblemente en la progresidn de la enfermedad. Asi, las variantes en GBA1 no serian
suficientes por si solas para inducir la muerte de neuronas dopaminérgicas, pero si
aumentarian la susceptibilidad y la gravedad del fenotipo dependiendo de su interaccion
con otros factores, como el contexto genético, ambiental o el envejecimiento, lo que

podrian explicar la variabilidad en la penetrancia y la expresividad clinica observada.
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1.2.6. Mecanismos subyacentes de la enfermedad de Parkinson asociada

a GBA1.

Dado que la actividad de la -GCasa se ha identificado como un factor de riesgo para la
EP, el desafio actual consiste en establecer los mecanismos subyacentes que explican
esta asociacion. Multiples estudios han demostrado que la pérdida de actividad de -
GCasa resulta en la acumulacién de a-sinucleina patoldgica, tanto en modelo celular
[77,78,88], como murino [77,85,89,90], y tejido cerebral humano [25,77,91-93]. Este
efecto, puede estar condicionado por diversos factores que regulan su actividad, como
variantes en GBAI1 que afectan a su expresién génica o su estructura-funcion,
alteraciones del pH lisosomal, disfuncién en el trafico mediado por LIMP-2, o una menor
disponibilidad o interaccidn con saposina C; alteraciones en cualquiera de estos pasos
podrian afectar potencialmente a la actividad B-GCasa y, en consecuencia, favorecer la

acumulacién de a-sinucleina [10].

Para explicar el vinculo entre GBA1 y la patogénesis de EP se han propuesto diferentes
mecanismos moleculares, no excluyentes, asociados tanto a las consecuencias de la
pérdida de funcidn enzimatica como a la ganancia de funcidn téxica por la presencia de

proteina mutante [26,48,94-97].

La pérdida de funcidn de la B-GCasa conlleva a la acumulacién de esfingolipidos y origina
una disfuncién lisosomal generalizada, que incluye alteraciones en el pH lisosomal, en el
trafico vesicular, en la actividad de otras hidrolasas lisosomales, y en la ALP

[77,78,88,98-100].

La alteracidn lipidica resultante en la membrana lisosomal favorece la degradacion de
LAMP2A, lo que compromete la CMA [26,78,101]. Ademas, se ha propuesto
recientemente que la propia B-GCasa mutante pueda bloquear directamente este
receptor [25]. La pérdida de actividad CMA conlleva la acumulacién de sus sustratos,

entre ellos la a-sinucleina.

Los GSL forman parte de microdominios lipidicos junto con proteinas de membrana y
desempeiian un papel clave en la sefializacion celular [46], por lo que su dishomeostasis

altera también la estructura y funcionalidad de las membranas celulares. Adema3s, esta

38



alteracion modula la agregacién de a-sinucleina, cuya unidn a las bicapas es dependiente
de su composicion lipidica [26,48,102,103]. De hecho, multiples estudios han
demostrado que los GSL acumulados, como GluCer, GluSph y determinados
gangliésidos, pueden interactuar directamente con a-sinucleina, estabilizar sus
oligdmeros e inducir su agregacion, tanto in vitro como in vivo [77,78,91,104-107],

contribuyendo asi a la patogénesis de la enfermedad (Figura 10).

La disfuncion lisosomal suele ir acompanada de una reduccidn de la mitofagia, lo que
deriva en disfuncién mitocondrial, y a su vez, en un aumento de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y una disminucién en la producciéon de ATP [26,95,108-110]. Por otro
lado, tanto la acumulacion de lipidos como la de a-sinucleina actian como seiiales
proinflamatorias, capaces de activar la microglia y promover la liberacidn de citocinas

inflamatorias [48,90,111].
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Figura 10. Detalle de las consecuencias de la deficiencia de B-Gcasa relacionadas con la via autofagia-
lisosoma. La retencion parcial de B-GCasa genera estrés en el reticulo endoplasmatico e inhibe el trafico
al Golgi. La pérdida de actividad lisosomal de B-GCasa provoca la acumulacién de GluCer y de otros lipidos
como GluSph, colesterol y gangliésidos, tanto dentro como fuera del lisosoma. Estos cambios en el
metabolismo lipidico pueden inducir un bloqueo de la CMA, disfuncién lisosomal, e interactuan
directamente con los oligémeros de a-sinucleina y los estabilizan. Adaptada de Pradas et al. [26].
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La toxicidad también puede surgir a través de un mecanismo de ganancia de funcién.
Las formas mutantes de la B-GCasa tienden a plegarse incorrectamente y quedar
retenidas en el reticulo endoplasmatico, lo que genera estrés y activa la respuesta de
proteinas mal plegadas (UPR) [77,78,98,112]. Este estrés puede inducir alteraciones en
el trafico reticulo-Golgi y en la homeostasis del calcio [48,88,113]. A su vez, el estrés
cronico del reticulo endoplasmdatico puede impactar sobre otras vias interconectadas,

como la autofagia, el estrés oxidativo y la funcién mitocondrial [78].

Por ultimo, la propia acumulacidn de a-sinucleina puede interferir con el trafico de la B-
GCasa entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, reduciendo la cantidad de
enzima que alcanza el lisosoma. Esto da lugar a un bucle de retroalimentacion
bidireccional, en el que la acumulacién de a-sinucleina afecta a la funcién de la enzima

y, a su vez, la disminucién de la actividad de B-GCasa favorece la acumulacidn de a-
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Figura 11. Resumen de los mecanismos de ganancia y pérdida de funcion en la célula implicados en la
patogénesis de EP-GBA. Se ilustran los mecanismos patoldgicos interconectados que forman un bucle de
retroalimentacion: retencidn parcial de f-GCasa mutante (mut Gcasa) en el reticulo endoplasmatico con
activacion de la respuesta al estrés, disfunciéon lisosomal, bloqueo de la autofagia, disrupcién del trafico
vesicular reticulo-Golgi-lisosoma, formacion de agregados toxicos de a-sinucleina, desequilibrio lipidico
con acumulacién de glicoesfingolipidos (GSL), disfuncién mitocondrial (J ATP, TNROS), dishomeostasis del
calcio, y neuroinflamacién mediada por activacién microglial. Adaptada de Smith et al. [48] y Stojkovska
et al. [97], creada con https://BioRender.com.
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1.2.7. Terapias modificadoras de la enfermedad dirigidas a GBA1.

Hasta la fecha, no existen tratamientos capaces de modificar la progresidon de la
enfermedad. En 2024 se registraron 136 ensayos clinicos activos en fases I-1ll, de los
cuales el 44 % correspondieron a tratamientos modificadores de la enfermedad. De
ellas, las estrategias mds representadas se dirigieron a la diana a-sinucleina, a vias

relacionadas con GBA1, y a procesos inflamatorios [114] (Tabla 4).

Tabla 4. Ensayos clinicos activos como tratamientos modificadores de EP, actualizacion de 2024.

Categoria Ensayos (n) Ensayos (%) Fase | Faselll Fasel lll
Dirigidos a a-sinucleina 9 15 1 8
GBA1l 7 12 2% 4** LHx*
Antiinflamatoria 6 10 5 1
Terapia celular 5 8 5
Agonista de GLP-1R 5 8 1 3 1
Inhibidores de kinasa 5 8 1 4
Mitocondria y energia 4 7 4
Factores neurotrdficos 4 7 2 2
Microbioma 3 5 2 1
Antioxidante 2 3 2
LRRK2 2 3 1 1
Otros 9 13 2 6
Total 60 22 35 3

*: PRO01, Ambroxol; ** Ambroxol (3), BIA 28-6156; *** Ambroxol. Adaptada de McFarthing et al. [114].

Especificamente en EP-GBA, se estan evaluando diversas estrategias terapéuticas en
fases preclinicas y clinicas, muchas de ellas basadas en abordajes desarrollados
previamente parala EG [74,115]. El nimero de ensayos modificadores de la enfermedad
dirigidos a GBA1 ha aumentado notablemente, de tres en 2023 a siete en 2024, con
varios de ellos en fases Il y Il [114] (Tabla 4). Estas aproximaciones buscan incrementar
la actividad de B-GCasa, reducir sus sustratos mediante la inhibicién de su sintesis o
mejorar su plegamiento y trafico intracelular mediante chaperonas farmacolégicas

[115].

La terapia de reemplazo enzimatico (ERT), tratamiento de referencia para la EG, se basa

en la administracion de la enzima recombinante. Sin embargo, las formulaciones
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actuales (p. ej., imiglucerasa, velaglucerasa) no atraviesan la barrera hematoencefalica.
En el contexto de la EP-GBA se investigan estrategias modificadas que optimicen la

estabilidad y biodisponibilidad de la proteina recombinante en el SNC [74,115].

En cambio, la terapia génica busca proporcionar copias funcionales del gen
directamente a la célula, siendo el uso de vectores virales adenoasociados (AAV) la
estrategia mds avanzada [82]. PRO01, de Prevail Therapeutics, emplea un vector AAV9
para administrar copias funcionales de GBA1 en el SNC, favoreciendo la produccién
enddgena de B-GCasa funcional; se encuentra actualmente en fase I/lla del estudio

PROPEL (ID: NCT04127578) [114,116].

El uso de chaperonas farmacoldgicas tiene como objetivo mejorar la estabilidad de B-
GCasa en el SNC. El ambroxol, originalmente desarrollado como mucolitico, ha
demostrado que puede unirse a B-GCasa y mejorar su funcién en liquido
cefalorraquideo (LCR) (ensayos en curso: fase I/Il, NCT06193421; fase Il, NCT02914366,
NCT05830396, NCT05287503; fase Ill, NCT05778617) [74,114,117-120]. Otras
chaperonas también han mostrado no sdélo incrementar la actividad enzimatica, sino
también reducir el acimulo de a-sinucleina en células derivadas humanas y en modelos
murinos, con mejoria de las manifestaciones neuroldgicas [121-123]. Por otro lado, BIA
28-6156, un activador alostérico, potencia la actividad actuando sobre la B-GCasa ya
plegada, y se encuentra actualmente en fase Il del ensayo ACTIVATE (NCT05819359)
[74,114,124].

Por ultimo, la terapia de reduccidon de sustrato (SRT) estd disefiada para disminuir la
carga de GSL en el SNC. En la EG, este enfoque ha mostrado cierto éxito con Miglustat y
Eliglustat. Sin embargo, aunque el caso de Venglustat demostré efecto bioquimico y
mayor penetracion en el SNC [125], no se considera actualmente una via prometedora
tras la ausencia de beneficios clinicos durante el ensayo clinico de fase || MOVES-PD

[126].
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1.3. ESTUDIO DE GLUCOSILCERAMIDA Y GLUCOSILESFINGOSINA
EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON ASOCIADA A GBA1

1.3.1. La importancia de la busqueda de nuevos biomarcadores.

Los sintomas motores de la EP aparecen tras la pérdida del 60—80% de las neuronas
dopaminérgicas [10], aunque algunos estudios han demostrado que este umbral podria
reducirse al 30% [115]. En fases previas a la degeneraciéon neuronal tienen lugar
alteraciones bioquimicas que podrian ser detectables. Su identificacion permitiria
objetivar el diagndstico en etapas iniciales, cuando los criterios clinicos son menos

precisos, y facilitar el desarrollo de estrategias de intervencidn precoz.

La falta de biomarcadores dificulta tanto la seleccidén (diagndstico y estratificacion) de
pacientes candidatos como la monitorizacion objetiva de la eficacia de terapias
emergentes modificadoras de la enfermedad, especialmente en esas fases iniciales, y en
un contexto marcado por la heterogeneidad bioldgica y clinica de la EP. Esta limitacidn
podria haber condicionado el fracaso de aproximaciones previas, al no haberse evaluado

en subgrupos apropiados o en el estadio mas pertinente de la enfermedad [115].

En la EP-GBA, ademas, estas necesidades son especialmente relevantes. Las diferencias
fenotipicas respecto a la EP idiopatica (Tabla 3) pueden facilitar la estratificacién de
subgrupos [127], con implicaciones prondsticas y terapéuticas, tanto para estimar la
progresion de la enfermedad como para orientar potenciales tratamientos [115,128-

130].

Por ello, en los ultimos afios, ha aumentado el interés por explorar mediadores de
distintos mecanismos fisiopatolégicos de la EP como posibles biomarcadores, entre ellos
la disfuncion mitocondrial, la neuroinflamacion, el estrés oxidativo, las alteraciones
lipidicas o la agregacion de a-sinucleina [128,131-138]. En este contexto, el
conocimiento de los mecanismos implicados en la EP-GBA ha dirigido la investigacién
hacia biomarcadores relacionados con las vias moleculares asociadas a GBA1. Entre ellos
se incluyen la concentracion y actividad de la propia B-GCasa, la evaluacion de la
actividad de otras enzimas lisosomales, o la acumulacién de esfingolipidos

[10,91,129,130].
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1.3.2. El estudio de la actividad B-GCasa.

La actividad de B-GCasa ha sido uno de los principales biomarcadores explorados en EP-
GBA, por su vinculo directo con el gen GBAI1. Se ha observado repetidamente una
disminucion de la actividad de la B-GCasa en tejidos cerebrales post-mortem [92,93,139-
144] y en fluidos bioldgicos, incluyendo plasma [145], sangre en gota seca (DBS)
[55,146,147], y LCR [131,148-152], tanto en portadores de variantes en GBA1, como en

EP no portadores, y durante el envejecimiento de individuos sanos.

Aunque la actividad B-GCasa disminuya en la sustancia nigra progresivamente con la
edad [93,140,143,146,153], esta reduccién es aun mds pronunciada en pacientes con EP
[93,143,149,154]. En concreto, Gegg et al. [140] observaron una reduccion del 58 % en
EP-GBA y del 33 % en EP idiopatico frente a controles sanos, con un patrén similar

reportado en LCR [149,155].

En el estudio de Alcalay et al. [146], esta menor actividad se mantuvo incluso tras ajustar
por edad y excluir a portadores de mutaciones en GBA1, lo que refuerza la hipétesis de
gue la disfuncion enzimatica podria estar implicada en la fisiopatologia de la EP mas alla
del contexto genético de GBAI1, y la presencia de mutaciones en GBAIl estaria

exacerbando este efecto.

Por otro lado, algunos estudios han encontrado una asociacién entre la actividad
enzimatica B-GCasa en DBS [55,154] o en LCR [151] y la gravedad de la mutacién en
GBA1.

Aunque ciertos trabajos no han demostrado una relacion clara entre baja actividad y el
fenotipo clinico [156], otros han sugerido que esta disminucidon podria predecir una

progresién mas rdpida hacia demencia y un fenotipo clinico mas severo [154,155,157].

1.3.3. Caracteristicas del sustrato de B-GCasa y otros GSL relacionados.

La disfuncion de B-GCasa ha motivado la cuantificacion de su sustrato esfingolipidico,
GluCer, y otros derivados. El acimulo de esfingolipidos no solo refleja las consecuencias
de dichas alteraciones [91,158], sino que participa activamente en la patogénesis de la

enfermedad [77] (subapartado 1.2.6). En este doble papel, las concentraciones de
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GluCer vy sus derivados emergen como potenciales indicadores de cambios celulares

subyacentes.

GluCer presenta una estructura muy similar a la galactosilceramida (GalCer), ya que la
D-glucosa y la D-galactosa son epimeros que difieren Unicamente en la posicidn axial o
ecuatorial, respectivamente, del grupo hidroxilo en el C4 del anillo de piranosa [42,158]

(Figura 12).
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Figura 12. Estructuras de GluCer y GalCer d18:1/C18:0. Generadas usando el software LIPID MAPS®
Structure Database (LMSD) [159].

Como se detalla en el subapartado 1.2.4., los GSL contienen dos cadenas hidrofdbicas:
una derivada de la base esfingoide de cadena larga, habitualmente d18:1, y otra
procedente de un acido graso N-acilado, cuyas longitudes y grados de saturacién pueden
cuantificarse de forma conjunta, o individual (p. ej., C16:0). Los derivados desacilados
de GluCer y GalCer, GluSph vy galactosilesfingosina (GalSph o psicosina),
respectivamente, también son isdmeros. Segun la metodologia empleada, pueden
cuantificarse conjuntamente bajo el término hexosil, como hexosilceramida (HexCer) o

hexosilesfingosina (HexSph), respectivamente [158,160] (véase subapartado 1.4.3.).

GluCer y GluSph estan presentes en todos los tipos celulares, localizdndose
principalmente en membranas de organulos intracelulares, incluidos lisosomas y
reticulo endoplasmatico. En el aparato de Golgi, GluCer actia como precursor de GSL

complejos, como gangliésidos y globdsidos, mediante la accidon de glucosiltransferasas
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especificas [42] (Figura 6). Estos GSL desempefian un papel fundamental en la
estructura, composiciéon y organizaciéon de las membranas, en la formaciéon de
microdominios (rafts) lipidicos, en la adhesion, seiializacion y comunicacion celular, y en

procesos como la diferenciacidn, inflamacién y trafico intracelular (Figura 13A).
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Figura 13. Modelo esquematico de las funciones de GluCer, GalCer y derivados, en la célula. A) GluCer y
sus derivados forman parte estructural de las membranas celulares, cumpliendo funciones esenciales en
la organizacién de microdominios, la adhesion celular, la sefializacion y la comunicacion intercelular. B)
GalCer y sus derivados sulfatidos son los principales GSL de la mielina y, debido a su elevada
hidrofobicidad, contribuyen a su compactacion y estabilidad. Adaptado de Zhang et al. [161] y Grassi et
al. [162].

En cambio, GalCer y GalSph se limitan a tejidos especificos de mamiferos. GalCer y sus
derivados, como los sulfatidos, son un componente principal de la vaina de mielina (20-
25%), producida por oligodendrocitos en el SNC y por células de Schwann en el sistema
nervioso periférico, y son esenciales para su compactacion y estabilidad (Figura 13B)
[160]. Por ello, en el cerebro y en el LCR, GalCer se encuentra en concentraciones mucho

mas elevadas, hasta diez veces superiores, que GluCer [158,160].
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1.3.4. Cuantificacion de GluCer (o HexCer) y GluSph (o HexSph) en

diferentes matrices.

Los estudios sobre la cuantificacién de dichos GSL en modelos in vitro e in vivo de EP-
GBA han revelado variabilidad en los resultados. En modelos de células madre
pluripotentes inducidas (iPSC) derivados de pacientes con EP-GBA, tanto homocigotos
como heterocigotos para mutaciones en GBA1, mostraron concentraciones
incrementadas de GluCer en comparacion con las derivadas de individuos sanos [88]. En
la linea celular BE(2)-M17, GBA1 knockout (KO) y con mutacién L444P, se observé un
incremento de HexCer, y especialmente HexSph, mientras que las concentraciones de

los mutantes en N370S fueron similares a la linea GBA1 silvestre o wild type (WT) [78].

En modelos murinos Gbal KO [163] y en Gbal homocigotos para D409H, D409V, N370S
y V394L [80], se ha documentado una acumulacion destacada de GluCer y GluSph en
diversos tejidos, como el cerebro, el higado, los pulmones y el bazo. En cambio, en otro
estudio con el modelo Gbal D409V/D409V, se observd un aumento de GluSph sin
cambios en la concentracién de GluCer en cerebro [82], patrén también reportado para

las mutaciones L444P y N370S [79].

En matrices bioldgicas humanas, se ha reportado cierta variabilidad entre estudios. En
sangre se han reportado cuantificaciones en suero, plasma, DBS, fibroblastos y células
mononucleares (PBMCs), cuyos resultados se resumen en la Tabla 5. En general, en
plasma se han descrito alteraciones en GluSph y GluCer. Se ha observado un incremento
significativo de GluSph en heterocigotos para la variante N370S en comparacién con no
portadores, independientemente de la presencia de EP [164]. En cuanto a GluCer,
algunos estudios informan concentraciones elevadas en pacientes con EP respecto a
controles, sin diferencias entre portadores y no portadores de mutaciones en GBA1
[165], mientras que otros trabajos han detectado un aumento en EP-GBA en
comparacion con EP idiopatico y sujetos sanos [166]. Ademas, se ha descrito un
gradiente en la concentracidon de HexSph en DBS, con concentraciones mas elevadas en
portadores de mutaciones patogénicas (L444P, N370S), seguidas de portadores de
variantes polimoérficas (E326K, T369M), pacientes con EP idiopatica y, finalmente,

individuos sanos [147].
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Tabla 5. Resumen de estudios en sangre y células humanas para la medicion de GluCer y GluSph en el
contexto de EP.

Estudios en muestras humanas (I): Sangre y células
Ref. Matriz Observacion

[147] DBS EP-GBA (n=23) vs EPi (n=105) vs CS (n=88): GluSph 1, diferencias entre severidad
de variantes GBA

EP-GBA (HZ N370S) (n=20) vs CS-GBA (HZ N370S) (n=20) vs EPi (n=20) vs EG-EP

[164] Plasma (HO N370S) (n=4) : GluSph 1 (para ambos grupos GBA (HZ N370S)); GluCer y

GluSph 1 (en EG-EP).

EP (n=80, siendo 12 GBA (HZ E326K) y 1 GBA (HZ N370S)) vs CS (n=25, siendo 5

[165]  Plasma GBA (HZ E326K): GluCer 4 (en EP); GluCer = (entre EPi y EP-GBA).

[166] Plasma EP-GBA (n=48) vs EPi (n=8) vs CS (n=87): GluCer (C22:0, C24:0, C24:1)1

[167] Plasma EP con DC (n=26) vs EP sin DC (n=26) vs CS (n=5): HexCer (C16:0, C20:0, C24:0) ™
[168] Suero EP-GBA (n=29) vs EPi (n=35, incluyendo 18 HZ LRRK2): HexCer

[169] Fibroblastos EP-GBA HZ L444P (n=5) vs EPi (n=4) vs CS (n=4): SPL 1 (SM, Cer, HexCer)

[166] PBMCs EP-GBA (n=48) vs EPi (n=8) vs CS (n=87): GluCer =

=: tendencia al alza no significativa, = : no diferencias; HZ: heterocigoto;, HO: homocigoto; DC: pacientes con
deterioro cognitivo; CS: individuos control sanos, EG-EP: pacientes Gaucher con Pdrkinson; EPi: pacientes con EP
idiopdtico no-GBA, DBS: sangre seca; PBMCs: célula mononuclear de sangre periférica.

En estudios sobre tejido cerebral, se han analizado diversas regiones asociadas a
patologia Lewy o atrofia en la EP (Tabla 6). En pacientes con variantes en GBA1, no se
observaron cambios en GluSph y GluCer total en putamen ni cerebelo, excepto por un
incremento significativo de GluCer C24:0 en el cerebelo de individuos con EP-GBA [139].
Leyns et al. [91] evaluaron corteza cingulada, corteza frontal, putamen y cerebelo,
detectando patologia Lewy en las tres primeras; y aunque no se observaron variaciones
en GluCer, si se registré un aumento de GluSph, particularmente en los pacientes con

enfermedad avanzada.

En la sustancia nigra, se han observado incrementos de GluSph de pacientes EP en
comparacion con el grupo control [142], asi como un incremento de GluCer en EP-GBA
y EP idiopatico respecto a sujetos control [143]. Rocha et al. [93] reportaron elevaciones
de GluSph tanto en sustancia nigra como en hipocampo en EP idiopatico frente a

controles sanos emparejados por edad.
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Tabla 6. Resumen de estudios en tejido cerebral humano para la medicién de GluCer y GluSph en el
contexto de EP.

Estudios en muestras humanas (ll): Tejido cerebral

Ref. Region Observacion

[91] GC, CE EP-GBA (n=_28, con vy sin DC) vs EPi (n=37, con y sin DC) vs CS (n=19): GluSph
N, GluCer = (excepto EP con DC: GluCer =1")

[93] HI, SN, CF EPi (n=25) vs CS (n=29): GluSph

[139] PU, CE EP-GBA vs EPi vs CS (n=5-14): GluCer, GluSph =

[142] | CF,SN EP (n=15) vs CS (n=15): GluSph

[143] SN EP-GBA (n=4) vs EPi (n=14) vs CS (n=20): GluCer 1 y total GSL 1 (para EP vs

CS, sin diferencias entre EP-GBA y EPi)
[170] | GC, GTM, ES, CO EP-GBA (n=21) vs EPi (n=21) vs CS (n=21): GluCer =/= (depend de regién)

EP (n=26) estadios Il (6), 11l (10) y IV (10) vs CS (n=12): GluCer =,

[171] | CT GluCer/GalCer =

=: tendencia al alza no significativa, = : no diferencias; HZ: heterocigoto; HO: homocigoto; DC: pacientes con
deterioro cognitivo; CS: individuos control sanos, EG-EP: pacientes Gaucher con Pdrkinson; EPi: pacientes con EP

idiopdtico no-GBA; GC: giro cingulado; CE: cerebelo, ES: estriado; PU: putamen; GTM: giro temporal medio; HI:
hipocampo; CO: cortex occipital; CT: cortex temporal; CF: cortex frontal; SN: sustancia nigra.

Sin embargo, algunos trabajos presentan uUnicamente tendencias no significativas,
posiblemente condicionadas por el tamano muestral y la variabilidad interindividual. Por
ejemplo, Boutin et al. [171] observaron una posible tendencia entre GluCery la gravedad
de la EP en la corteza temporal tras normalizar por las isoformas de GalCer, vy
Blumenreich et al. [170] detectaron tendencias no significativas de GluCer en la corteza

occipital y el cuerpo estriado de EP-GBA.

Dado que el acceso al tejido cerebral humano es limitado, el LCR se emplea como una
matriz indirecta para estudiar la patologia cerebral (Tabla 7). En la cohorte del
Pdrkinson’s Progression Markers Initiative (PPMI), Huh et al. [172] reportaron
concentraciones significativamente elevadas de GluCer en EP-GBA en comparacion con
EP idiopatica e individuos sanos, con un gradiente creciente segun la gravedad de la
mutacion. La ratio entre GluCer y esfingomielina (SM), GluCer/SM, emergié como el
mejor marcador, mostrando también una correlacidon negativa con los niveles de a-
sinucleina en LCR. Sin embargo, otros estudios no han encontrado diferencias en la

concentracion de GluCer en LCR entre pacientes con mutaciones en GBA y sujetos sanos
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[166]. En uno de ellos, los pacientes con EP fueron analizados en un Unico grupo sin

distinguir la presencia ni tipo de mutacién en GBA1 [173].

Tabla 7. Resumen de estudios en liquido cefalorraquideo humano para la medicion de GluCer y GluSph
en el contexto de EP.

Estudios en muestras humanas (l11): Liquido cefalorraquideo
Ref. Observacion
Cohorte TUEPAC:
EP-GBA (n=51) vs EPi (n=45): GluCer 1 (total y C24:0).
Variantes de riesgo(n=1) vs leves (n=19) vs severas (n=17): GluCer =
[151]
Cohorte PPMI:
EP-GBA (n=31) vs EPi (n=276) vs CS (n=122): GluCer /* (total, C24:0, C23:0, C22:0, C18:0).
Variantes de riesgo (n=19) vs leves (n=8) + severas (n=4): GluCer T
[166] EP-GBA (n=38) vs CS (n=39): GluCer =1
[172] | EP-GBA (n=38) vs EPi (n=189) vs CS (n=114): GluCer /N, GluCer/SM 1
[173] EP (n=33) vs CS (n=22): GluCer =

EP-GBA + DCL-GBA (n=84) vs EPi +DCLi (n=105) vs CS (n=40) vs EG-EP (n=5): GluCer = (*sdlo se mide

[174] GluCer C18:0); GluSph 1 (en EG-EP)

=: tendencia al alza no significativa, = : no diferencias; HZ: heterocigoto, HO: homocigoto; DC: pacientes con
deterioro cognitivo; CS: individuos control sanos, EG-EP: pacientes Gaucher con Pdrkinson; EPi: pacientes con EP

idiopdtico no-GBA; TUEPAC: Tuebingen Parkinson Cohort, PPMI: Parkinson’s Progression Markers Initiative;, DCL:
demencia con cuerpos de Lewy

En la misma cohorte PPMI, Lerche et al. [151] también observaron niveles
significativamente elevados de GluCer total y sus isoformas C24:0, C23:0, C22:0 y C18:0
en EP-GBA en comparacidon con pacientes EP idiopatico, siendo mayores en aquellos
portadores de mutaciones severas. Ademas, se reporté una reduccidn en los niveles de
a-sinucleina total en el LCR de EP-GBA. Sin embargo, en un estudio multicéntrico mas
reciente de los mismos autores [174] se analizaron las concentraciones de GluCer C18:0
y de GluSph en LCR, sin encontrar diferencias significativas entre grupos (EP y demencia
con cuerpos de Lewy con/sin variantes en GBA1, y controles sanos), mas alla de un
discreto aumento en la media de GluSph en aquellos pacientes portadores de variantes
GBA1. Dado el interés particular que se ha reportado previamente con las isoformas de
cadena mas larga, como C22:0, C23:0, C24:1y C24:0[139,151,166,171,173], se reconoce
la necesidad de un enfoque dirigido especifico para la cuantificacion de estas especies

[174]. Por otro lado, la cuantificacién de GluSph en LCR ha sido poco explorada por la
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complejidad metodoldgica, al presentar una concentracion significativamente menor a
la del plasma o tejido cerebral [175]; hasta la fecha, el estudio de Lerche et al. de 2024

[174] es el Unico que reporta su cuantificacion en pacientes con EP.

Complementariamente a lo descrito, la extensa revisidon de Munoz et al. [176] recoge los
datos publicados sobre la acumulacién de a-sinucleina, lipidos y actividad de B-GCasa en
diversas matrices bioldgicas. En modelos celulares, se ha descrito una correlacion
negativa entre la actividad de B-GCasa, la acumulacion de a-sinucleina y la

concentracion de GluCer; sin embargo, la evidencia en muestras humanas es limitada.

A pesar de esta variabilidad, los sustratos de B-GCasa se han propuesto como
biomarcadores para la estratificacion de la enfermedad, su monitorizaciéon, o la
prediccion de la severidad. Sin embargo, el uso de métodos analiticos no estandarizados
ha dificultado establecer una relacién concluyente entre la acumulacién de GluCer, la

patogénesis de la EP-GBA y su potencial utilidad como biomarcadores.
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1.4. PARTICULARIDADES DEL DESARROLLO DE METODOS IN-
HOUSE LC-MS/MS PARA LA CUANTIFICACION DE GSL

La compleja estructura de los esfingolipidos dificulta su cuantificacién en muestras
biolégicas. Para superar estas limitaciones, se han desarrollado diversas estrategias
analiticas, siendo la combinacion de la cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de masas en tandem (LC-MS/MS) la mas utilizada [41,43].

/ Necesidades clinicas
Mesurando, concentraciones de referencia, matrices
Consideraciones fdect”"s.ﬂs y costes
previas ateriales

Estandares, estandares internos, solventes, muestras de pacientes
Estado del arte y condiciones iniciales

/ Optimizacién de los parametros del detector
Optimizacion de transiciones, voltajes de cuadrupolos, adquisicion, fuente de
ionizacion
Optimizacién de pretratamiento de la muestra
Tipo y condiciones de homogeneizacion, extraccion, precipitacion,
Desarrollo evaporacion
Optimizacién de las condiciones cromatogréficas
Columna, composicion fases maviles, flujo, temperatura, gradiente, inyeccion.

K Prevalidacién J
{ 4 \

Validacién analitica
Selectividad, especificidad
Limite inferior de deteccion
Limite inferior del intervalo de medida
: Linealidad
Evaluacién Efecto matriz, recuperacion
Imprecision, Veracidad
Estabilidad
Validacién clinica

Controles, pacientes
t t t 5

Control de calidad interno, Evaluacion externa de la calidad
Monitorizacién caracteristicas analiticas y resultados reportados

Figura 14. Flujo de trabajo para el desarrollo y la evaluacion de métodos in-house basados en LC-MS/MS.
Adaptada de Figura 37 de la CLSI C50 [177], incorporando aspectos basados en nuestra experiencia.
Creada con https://BioRender.com.

Durante la optimizacion vy evaluacién de métodos LC-MS/MS desarrollados
internamente (in-house), también denominados LDT (Laboratory Developed Tests) en el
marco del Reglamento Europeo de Productos Sanitarios para Diagnodstico In Vitro (IVDR,

2017/746) [178], se abordan las multiples variables que influyen significativamente en
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su rendimiento [177]. En la Figura 14 se presenta un esquema con las consideraciones

mas relevantes.

Previamente al desarrollo de un método bioanalitico, es necesario definir las
necesidades clinicas, los analitos de interés, las concentraciones esperables y las
matrices bioldgicas a estudio. La revisidn de estudios previos puede orientar la eleccién
de condiciones iniciales. En el caso de las isoformas de GluCer, se han desarrollado
métodos basados en LC-MS/MS en tejido cerebral de modelos animales, con
aplicaciones tanto en estudios fundamentales como traslacionales [79,179]. Mas
recientemente, se han adaptado a muestras humanas, incluyendo tejido cerebral

[91,139,170,171], sangre [180] y LCR [151,172,173,181].

A pesar de su versatilidad, sensibilidad y especificidad, los métodos basados en LC-
MS/MS no son universalmente aplicables. Los principales desafios en el analisis de
esfingolipidos por LC-MS/MS incluyen la disponibilidad limitada de estandares vy
estandares internos (1S), la optimizacién de las condiciones de extraccidn para maximizar
la recuperacién de subclases especificas y minimizar interferencias, y el desarrollo de
métodos cromatograficos que permitan la separacién de compuestos isbmeros e

isGbaros que no puedan distinguirse Unicamente por MS [41].

1.4.1. Optimizacion de parametros del detector MS.

Cuando los compuestos entran en el espectréometro de masas (MS), son ionizados y
posteriormente separados seglin su relacion masa/carga (m/z). Los métodos de
ionizacion a presién atmosférica mas utilizados son la ionizacién por electrospray (ESI) y
la ionizacién quimica a presion atmosférica (atmospheric pressure chemical ionization,
APCI). En el andlisis basado en LC-MS, la combinacién de una fuente de ionizacion ESI y
un detector de triple cuadrupolo es la estrategia mas cominmente utilizada, tanto para
el andlisis de esfingolipidos [41], como en otras aplicaciones en el contexto de los
laboratorios clinicos [182]. La eleccién del modo de ionizacién ESI (positivo o negativo)
depende de la subclase de esfingolipido. Los neutros (ceramidas, esfingomielinas,
cerebrésidos y GSL de tipo globo- y lactoseries) se detectan con mayor eficiencia en

modo positivo, generando principalmente iones [M+H]*; en cambio, los que contienen
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grupos acidos (principalmente gangliésidos y sulfatidos) requieren generalmente el
modo negativo, que produce iones [M—H]" y ofrece mejor sensibilidad [183]. Por ello, en
esfingolipidémica, la combinacién de ambos modos de ionizacidn resulta especialmente

util como estrategia para abordar el andlisis de diferentes subclases lipidicas [184].

En matrices biolégicas complejas pueden producirse fendmenos de supresién o
intensificacién de la sefial en la fuente de ionizacién, que afectan a la sensibilidad,
selectividad y reproducibilidad del método [185]. Pardmetros como el voltaje capilar, el
flujo de gas nebulizador y la temperatura de la fuente y de la linea de desolvatacién (DL)
influyen directamente en la formacién del aerosol, la dispersion de los iones, la
evaporacion del solvente y la volatilizacidn de la muestra [177,186,187]. La composicién
de la fase movil tiene un impacto en la eficiencia de ionizacién y debe considerarse de
forma integrada con el disefio cromatografico. La optimizacidn de los pardmetros de la
fuente es esencial para reducir la contaminacién, favorecer la estabilidad de los analitos,
y evitar condiciones excesivas que puedan aportar energia adicional a las moléculas, lo
que podria generar fragmentacién interferente en la propia fuente (in-source fragments,
ISF), cuya m/z pueda coincidir, ocasionalmente, con el de otros lipidos analizados en la
muestra [190,191]. Aunque algunos de los métodos descritos anteriormente publican

los parametros de la fuente utilizados [171,175,188-190], no es lo habitual.

La optimizacién del voltaje en la celda de colisién (CID) permite la fragmentacién
adecuada de los iones precursores sin comprometer la sensibilidad, habiendo patrones
de fragmentacién caracteristicos de cada subclase de lipido [43,191]. En la
fragmentacidn, los GSL neutros tienden a perder el residuo de azucar, la cadena acilo, y
una molécula de H;0, generando un i6n fragmento caracteristico m/z 264,
correspondiente a la base de esfingosina (d18:1) deshidratada, el cual se emplea para
cuantificacién por monitorizacion de reacciones multiples (MRM), tal y como se ha
descrito en las bases de datos de lipidémica (LIPID MAPS®) [192] y en publicaciones
previas [43,79,171,183]. La SM tipicamente produce al fragmentarse un ion
caracteristico de su grupo cabeza polar, la fosfocolina, a m/z 184, el mismo fragmento
que generan también los fosfolipidos de colina (como fosfatidilcolina) [193]. En el caso
de los lisoesfingolipidos, se pierde el grupo de la cabeza, manteniendo el fragmento de

esfingosina a m/z 282 [188] (Figura 15).
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Figura 15. Mecanismo de fragmentacion observado para GluSph, GluCerC18:0, y su analogo de
deuterado, bajo ionizacidn positiva. El esquema muestra las pérdidas neutras esperadas, los fragmentos
caracteristicos obtenidos y los iones hijos mas representativos para la identificacion por MRM.

Los compuestos isoméricos e isobdricos pueden generar interferencias en el detector
MS dificultando la identificacidn y/o cuantificacion de las especies. Los isomeros son
compuestos que presentan la misma formula molecular y, por tanto, la misma m/z, pero
difieren en su estructura. Para su distincidn, se requiere habitualmente una separacion
cromatografica previa, como en el caso de la glucosa y la galactosa, y/o un analisis en

tandem MS/MS para formar fragmentos lipidicos caracteristicos.

En cambio, la interferencia isobarica originada por la abundancia natural de los isdtopos
puede generar coincidencias en el m/z entre diferentes esfingolipidos no isémeros. Por
ejemplo, el isotopdlogo M+2 de la molécula insaturada HexCer C24:1 (que contiene dos
adtomos de 3C) puede coincidir con la m/z de la forma monoisotdpica de la especie
saturada HexCer C24:0. Este tipo de interferencia se conoce como solapamiento
isobarico tipo Il, y es tipica entre especies de la misma clase lipidica con distinto grado

de insaturacion. Por su parte, el efecto isotépico tipo | se refiere a la distribucién
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isotépica dentro de una misma especie molecular [191]. A medida que aumenta el
numero de atomos (especialmente de carbono), y la abundancia relativa del is6topo
minoritario en cuestién (como 3C, presente en un 1,1%), mayor es la probabilidad de
que una molécula los contenga y, como consecuencia, disminuya su fraccidn
monoisotépica. Este efecto no implica por si mismo interferencias con otras moléculas,
pero si altera la intensidad relativa del pico base (M+0) respecto a sus isotopdlogos
[194]. En ambos casos, se recomienda aplicar factores de correccién basados en la

abundancia isotdpica natural para mejorar la exactitud de la cuantificacion [191].

Por otro lado, en lipidémica se utilizan habitualmente tampones de acetato o formiato
de amonio para favorecer la formacién de iones [M+H]* y [M+NH4]* en modo positivo,
asi como iones [M-H]~, [M+CH3COO]~ o [M+HCOO]~ en modo negativo [195]. Aunque
estos son los aductos predominantes, también pueden generarse iones minoritarios
como [M+Na]* o [M+Cl]", capaces de originar interferencias isobaricas adicionales si su
my/z coincide con el de otras especies presentes; por ejemplo, dentro de una misma clase
lipidica, un aducto de sodio puede solaparse con el ion protonado de otra especie que

presente dos carbonos y tres dobles enlaces mas [195].

Por ultimo, en el andlisis de compuestos con multiples isoformas lipidicas, la
interferencia por product ion cross-talk, en este caso, debida a la coincidencia de los
iones producto en modo MRM y a una elucién cromatografica cercana, puede suponer
una dificultad analitica. La inclusién de una “transicidn ficticia” o dummy, que comparte
el ion producto pero emplea un ion precursor no presente en la muestra, puede ser util
para detectar este tipo de interferencias [196]. Un tiempo de pausa (pause time) mas
largo puede prevenir el cross-talk al permitir la eliminacién de iones residuales de un
compuesto A en la CID antes de analizar la siguiente transicién de un compuesto B
[185,196,197]. Asimismo, un mayor tiempo de adquisicion (o dwell time) mejora la
sensibilidad y precisidén de la sefial, pero reduce la capacidad de monitorizar multiples

transiciones.
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1.4.2. Optimizacion del pretratamiento.

La preparacion de la muestra es un paso critico debido a la complejidad de las matrices
bioldgicas. La eleccidn del pretratamiento mas adecuado dependera de las propiedades
fisicoquimicas del analito y de las consideraciones especificas del tipo de muestra [177].
Por ejemplo, el LCR presenta un contenido de lipidos bajo (0,2%) en comparacion con el
suero [198], por tanto, la recuperacién de los analitos es critica. En tejido, serd necesario
un paso previo de homogeneizacién, considerando la instrumentacién, la temperatura,
el solvente y el método de normalizacién de los resultados, que suele requerir la pesada

de la muestra o la cuantificacién de las proteinas totales.

La optimizacién del pretratamiento permite garantizar la reproducibilidad en la
recuperacién de analitos [199]. Entre los parametros criticos se incluyen el tipo de
extraccidon y los solventes. La extraccion liquido-liquido (LLE) con solventes organicos es
el método mas ampliamente empleado. Los métodos clasicos de Bligh-Dyer [200]
(cloroformo:metanol:agua 1:1:0,9, v/v/v) y Folch [201] (cloroformo:metanol:agua
2:1:0,8, v/v/v), basados en mezclas de metanol/cloroformo siguen considerandose
estrategias robustas y eficientes para la extracciéon de lipidos, como se recoge en
multiples estudios y revisiones [43,194,198,199,202,203], y desde la iniciativa para

estandarizar la lipidémica (Lipidomics Standards Iniciative, LSI) [191].

También deben considerarse factores como la temperatura de los solventes y muestras
durante el proceso de extraccién, recomendandose temperaturas bajas que favorezcan

la precipitacion proteica por desnaturalizacion [198].

Asimismo, el tiempo de agitacidon debe optimizarse, determinando tanto la etapa en la
que se realiza (antes o después de la adicidn de agua), como los tiempos, para garantizar

una particion eficiente de los lipidos evitando inducir su degradacién [203].

Es aconsejable evaluar el impacto de las extracciones secuenciales, ya que un mayor
numero de ciclos puede introducir una mayor variabilidad [199], pero, a su vez, puede

suponer una mejora en la recuperacién de los analitos [203].
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1.4.3. Optimizacion de la cromatografia.

Los técnicas cromatograficas son importantes para reducir la supresion idnica, separar
especies isomeras e isObaras, y enriquecer las moléculas de interés frente a
interferentes. Determinados pardmetros impactan en el rendimiento de un sistema de
cromatografia liquida, afectando a la eficiencia de la separacion y la resolucién de los
picos [185]. Entre los mas criticos se encuentran la seleccion de la fase estacionaria o
columna, la composicion de la fase mévil (incluyendo el tipo y proporcién de solventes,
pH y aditivos), el tipo de elucidn (el gradiente mejora la selectividad y reproducibilidad,
aunque requiere mayor tiempo de equilibrado), el flujo (que acelera el analisis, pero
puede comprometer la resolucién), el volumen de inyeccidn (que mejora la deteccidn,
aunque puede sobrecargar la columna y/o comprometer la resolucién) y la temperatura
de la columna (que influye en la viscosidad de la fase moévil y en la interaccién del analito

con la fase estacionaria).

En el andlisis de esfingolipidos, el fraccionamiento y purificacidn del extracto lipidico se
logra mediante técnicas de separacidon en off-line (extraccidon en fase sélida o SPE,
cromatografia en capa fina) y/o on-line (cromatografia liquida de alta resolucién o HPLC,
cromatografia de fluidos supercriticos, o cromatografia de gases), siendo la HPLC la mas
utilizada [43]. Aunque para el anadlisis de esfingolipidos existen métodos que integran la
SPE on-line [204], actuando como trap column, su aplicacion se ha descrito
mayoritariamente como procedimiento off-line, habitualmente como parte del

pretratamiento de la muestra [199,205].

La HPLC permite la separacion de los componentes de una muestra en funcién de su
distribucién entre una fase estacionaria sdlida, o liquida adsorbida sobre un soporte
sélido, y una fase movil liquida. En la HPLC en fase reversa (RP-LC), la fase estacionaria
es no polar y la fase mdvil tiene una polaridad mayor, y el orden de elucién de
esfingolipidos depende en gran medida de la longitud y el grado de (in)saturacion de la
base esfingoide y/o del acido graso. Asi, a mayor longitud de cadena y menor nimero
de insaturaciones, menor polaridad, y mayor retencién en la fase estacionaria. El
numero y tipo de grupos funcionales polares también impacta en la polaridad e influyen

en su orden de elucidn.
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Las columnas mas utilizadas en esfingolipiddomica son C18 y C8 [43]. Aunque la RP-LC es
ampliamente empleada para la separacién de lipidos, su capacidad para discriminar
entre determinadas variantes estructurales en los grupos de cabeza es limitada. Es el
caso de la sustitucién de glucosa por galactosa, ambas con espectros de masa idénticos,
no puede resolverse con columnas convencionales de RP-LC, motivo por el cual se

cuantifican conjuntamente como HexCer o HexSph [179].

En la cromatografia en fase normal (NP-LC), las especies lipidicas se separan
principalmente segun la polaridad de sus grupos de cabeza [41]. La fase estacionaria es
mas polar que la movil, causando una mayor retencion de los analitos polares a medida
gue disminuye la polaridad del eluente [187]. La cromatografia de interaccidn hidrofilica
(hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC) se ha considerado histéricamente
como una variante de NP-LC porque emplea fases estacionarias polares (silice, amino,
ciano). No obstante, su fase movil es similar a la de RP-LC, con altos porcentajes de
acetonitrilo (95-97%) en agua [79,171-173,179], y su mecanismo de separacidon es mas
complejo [187], ya que depende de la distribucién diferencial del analito entre la fase
movil rica en acetonitrilo y la capa acuosa adsorbida en la fase estacionaria hidrdfila.
Este fendmeno requiere tiempos de equilibrado prolongados para garantizar la
reproducibilidad de los tiempos de retencién (TR), lo que puede extender la duracién
del analisis [186,206]. Sin embargo, la cromatografia HILIC permite la separacién de

ambos isémeros glucosa y galactosa del grupo cabeza.

Por todo lo descrito en este capitulo, el consorcio de la LSI [207] ha subrayado la elevada
complejidad de los analisis lipidicos en comparacion con otras dmicas, y la necesidad de
protocolos que favorezcan su estandarizacion. La pagina web de la LS| incluye
borradores preliminares con directrices y recursos de interés orientados a estimular este
proceso [191,208]. No obstante, para su aplicacidn en el ambito clinico, los métodos de

lipiddmica deben validarse de acuerdo con las guias regulatorias vigentes [207].
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1.5. EVALUACION ANALITICA DE METODOS IN-HOUSE BASADOS
EN LC-MS/MS

1.5.1. Revision de las recomendaciones de las guias internacionales.

Una vez optimizado, el método debe evaluarse siguiendo las guias regulatorias para

asegurar su idoneidad para el propdsito previsto.

Los aspectos clave, recomendaciones y especificaciones de la validacidn analitica de los
métodos LC-MS/MS in-house se recogen de forma detallada en la Tabla 8. Esta incluye
las guias principales que competen directamente a los laboratorios clinicos por el
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) [177,185], y las que aplican a los
métodos bioanaliticos, segun la regulacién de la Agencia Europea de Medicamentos
[209] vy la Administracion de Alimentos y Medicamentos estadounidense (FDA) [210].
Aunque la FDA y la EMA habian publicado histéricamente recomendaciones
independientes para la validacion de métodos bioanaliticos, ambas adoptaron en 2022
la directriz del Consejo Internacional para la Armonizacién de los Requisitos Técnicos de
los Productos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH), en la Validacion de Métodos
Bioanaliticos, documento M10, como referencia comin para la UE y EE.UU,,
respectivamente. A lo largo de este trabajo, las menciones a la actualizacion de la guia

EMA de 2022 se entenderdn como representativas de la ICH M10.

Si bien dichas guias ofrecen recomendaciones para la regulacién de los procedimientos
de evaluacién entre laboratorios, su aplicabilidad puede verse limitada en determinados
contextos. Con frecuencia la complejidad de las evaluaciones en el caso de métodos que
implican multiples analitos, tiempos de elucién prolongados, y un procesamiento e
interpretacion de datos complejo, sumada a las limitaciones de tiempo y recursos,
dificulta la adherencia y la armonizacién en el laboratorio clinico. Ademas, la falta de
protocolos especificos para matrices de baja disponibilidad de volumen o con analitos
enddgenos, caracteristicos del entorno clinico [211], asi como la descripcidon poco
detallada de los protocolos existentes, o la ambigliedad entre los criterios de aceptacion,

dificulta su implementacion.
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En ese sentido, uno de los aspectos mas criticos es el estudio del efecto matriz, por su
impacto en la sensibilidad, veracidad y precisién del método. Su evaluacion implica
analizar los factores que influyen en el rendimiento global del método y en la
cuantificacion del analito, incluyendo los efectos absolutos y relativos sobre la
ionizacion, la recuperacién y la compensacién aportada por el IS en cada uno de estos
pardmetros. Dada su complejidad, se desarrolla de forma especifica en el siguiente

apartado.

1.5.2. Evaluacion del efecto matriz, la eficiencia de la recuperacion y la

eficiencia del proceso.

El efecto matriz se define como una alteracién en la eficiencia de ionizacién del analito
debido a la presencia de compuestos coeluyentes en la matriz, lo que puede traducirse
en una disminucidén (supresion idnica) o una potenciacion de la sefal [212]. La ESI es mas
susceptible a la supresién idnica en comparacidn con otras, como la APCI [213-215], ya
gue los componentes de la matriz que coeluyen con el analito pueden competir por la
transferencia de carga en las distintas etapas de la formacidn de iones en fase gaseosa,
dando lugar a una supresion de la sefial [216]. Ademas del mecanismo de ionizacién,
influyen también otros factores, como las propiedades fisicoquimicas del analito, la
composicion del fluido, el pretratamiento de las muestras y las condiciones

cromatograficas [217-222].

Las estrategias mas eficaces para compensar o reducir parcialmente los errores
asociados al efecto matriz incluyen la preparacion de los calibradores y controles de
calidad en una matriz equivalente a la de las muestras nativas; la optimizacién del
pretratamiento (etapas de extraccidon y/o purificacion) para eliminar contaminantes
enddgenos; la optimizacidon de la separacién cromatografica para evitar la coelucién

entre analitos y/o componentes de la matriz, y la eleccidon de un IS apropiado [223-225].
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Los dos enfoques mas utilizados para evaluar el efecto matriz son la infusidn post-
columna [219] y el spikeo pre- y post-extraccion [213]. El primero proporciona
informacién principalmente cualitativa, mientras que el segundo permite cuantificar la
magnitud del efecto matriz. Como se detalla en la Tabla 8, no existe un consenso entre
las guias, y los protocolos suelen simplificarse, centrdndose principalmente en la

evaluacién de la parte instrumental.

Ademas del efecto matriz, otros conceptos clave deben considerarse para valorar el
rendimiento global del método: la recuperacién, entendida como la fraccién del analito
recuperada tras el procedimiento de extraccidn; la eficiencia del proceso, que refleja el
efecto combinado de la matriz y la recuperacién; y la veracidad y precisién, que se
evallan a partir de las curvas de calibracién y permiten estimar el impacto global del

método en la cuantificacion del analito [213,234].

No siempre se disponen de metodologias que integren estos conceptos en un Unico
disefio experimental, el cual permitiria una visidn global del proceso y una comprension
mas profunda de las causas y consecuencias del efecto matriz. Sin embargo, varios
estudios han abordado esta integracion, siendo especialmente relevantes aquellos que
consideran la variabilidad entre lotes independientes de matriz y su normalizacion
mediante el IS. Los trabajos de Matuszewski et al. [213,221,234] representan una
contribucién pionera en este ambito, seguidos por estudios que han introducido

modificaciones o enfoques complementarios [235-240].

Dado que los diferentes enfoques aportan informaciéon complementaria, una evaluacién
robusta deberia integrar varias estrategias. Esto facilitaria la identificacidén de las causas
subyacentes de dichos efectos, permitiendo asi su minimizacion o, al menos, su control.
Asi, la integracién de estrategias sistematizadas en los protocolos internos de validacién

podria promover la armonizacidon de estos procesos en el laboratorio clinico.
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En conjunto, los aspectos abordados a lo largo de esta introduccion, incluidos los
desafios asociados al desarrollo y evaluacion de métodos in-house, evidencian la
complejidad de la identificacidn y cuantificacién de nuevos biomarcadores. El avance en
el conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos de la EP-GBA ha dirigido el interés
hacia aquellos relacionados con la disfuncién lisosomal, entre los cuales destaca la
concentracion de esfingolipidos sustratos y derivados de la actividad B-GCasa. Estas
alteraciones podrian detectarse en muestras bioldgicas, lo que permitiria diferenciar a
los portadores de variantes en GBA1 de otros subtipos de EP. Sin embargo, la
considerable variabilidad de los resultados entre estudios representa un reto para la
comparacion de grupos, dificultando la interpretacion de los datos y, en consecuencia,
su evidencia como potenciales biomarcadores. Uno de los principales factores que

contribuyen a esta variabilidad es la falta de armonizacion en los métodos in-house.
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2.1. HIPOTESIS

La cuantificacién de esfingolipidos en distintas matrices bioldgicas mediante métodos
LC-MS/MS in-house robustos permite obtener informacion relevante en modelos
experimentales y en estudios clinicos, apoyando su aplicacién tanto en investigacién

preclinica como clinica sobre la EP-GBA.

2.2. OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis es contribuir a la armonizacién y validacién de
métodos in-house basados en LC-MS/MS para la cuantificacidon de esfingolipidos, en el

contexto de su exploracién como posibles biomarcadores en la EP-GBA.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Describir métodos basados en LC-MS/MS para la cuantificacidon de GluSph o HexSph
y de las isoformas de GluCer o HexCer en tejido de modelos animales y en modelos
celulares, aplicables a estudios de investigacion bdsica y traslacional dirigidos a la

caracterizacidon de modelos y a la evaluacidn de la eficacia terapéutica.

2. Desarrollar y evaluar un método basado en LC-MS/MS para la cuantificaciéon de
isoformas de GluCer y GalCer en LCR humano, cumpliendo con los requisitos de
selectividad, limite de cuantificacién, linealidad, precisién, veracidad y estabilidad
establecidos en las guias de validacion de métodos bioanaliticos, para su aplicacion en

el ambito clinico.
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3. Implementar una estrategia sistematizada para la evaluacién del efecto matriz, la
recuperacioén y la eficiencia del proceso, integrando un flujo de trabajo que facilite la
estandarizacion del andlisis, el calculo de los pardmetros y la interpretacion de los
resultados, y aplicarla a la evaluacién del método de cuantificacién de isoformas de

GluCer y GalCer en LCR humano.

4. Aplicar el método desarrollado para la cuantificacion de isoformas de GluCer y GalCer
en LCR humano como prueba de concepto, analizando las diferencias de concentracion
entre controles y pacientes con EP, y explorando su potencial utilidad como biomarcador

de la enfermedad.
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Materiales y
metodos



Este capitulo incluye los Materiales y Métodos de uso general (apartado 3.1), asi como
los relativos a los métodos LC-MS/MS para la cuantificacion de muestras en estudios
preclinicos (apartado 3.2), vinculados a la Seccion | de Resultados y al primer objetivo
especifico de la tesis, y los aplicados en estudios clinicos (apartado 3.3), los cuales se
asocian a la Seccion Il de Resultados y al sequndo, tercer y cuarto objetivos.
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3.1. MATERIALES Y METODOS GENERALES

3.1.1. Estandares y reactivos.

Los estandares 1-B-D-Glucosilesfingosina (d18:1) (2086) y Liso-globotriaosilesfingosina
(d18:1) (LysoGb3) (1520) se obtuvieron de Matreya. Esfingosilfosforilcolina (d18:1)
(LysoSM) (860600), C16 Glucosil(B)-Ceramida (d18:1/16:0) (860539), C18 Glucosil(B)-
Ceramida (d18:1/18:0) (860547), C24:1 Glucosil(B)-Ceramida (d18:1/24:1(152))
(860549), C24:1 Galactosil(B)-Ceramida (d18:1/24:1(15Z)) (860432), C17 Glucosil(B)-
Ceramida (d18:1/17:0) (860569) y los IS deuterados Glucosil(B)-Esfingosina-d5 (860636),
C18 Glucosil(B)-ceramida-d5 (860638), Liso-globotriaosilesfingosina-d7 (860682),
Esfingosilfosforilcolina-d7 (860639) se adquirieron en Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL,
EE.UU.). C22 Glucosil(B)-Ceramida-d4 (d18:1/22:0-d4) (9003462) y C22 Galactosil(B)-
Ceramida-d4 (d18:1/22:0-d4) (9003461) se obtuvieron de Cayman Chemical (Michigan,
EE.UU.).

El metanol (MeOH) y el cloroformo (CHCl3), de calidad LCMS, procedian de VWR
Chemicals (Radnor, PA, EE.UU.). El acido férmico (FA, pureza: >99%) se adquirié a ITW
Reagents PanReac (Barcelona, ES). El formiato de amonio (Amm. Form., pureza: >99%),
el isopropanol (IPA) de calidad LCMS, y el hidroxitolueno butilado (BHT) se obtuvieron
de Sigma Aldrich (St Louis, MO, EE.UU.). El acetonitrilo (MeCN) de calidad LCMS fue
suministrado por ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, EE.UU.). El agua ultrapura se

gener6 utilizando un sistema Mili-Q (Millipore).

La matriz de LCR artificial (aLCR) se adquirid a Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido).

3.1.2. Equipamiento.

Los esfingolipidos se analizaron por LC-MS/MS utilizando un sistema HPLC Nexera X2
acoplado a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo LCMS-8050 (Shimadzu
Corporation, Japon). Las columnas cromatograficas Mediterranea Seal8 Column 1,8um
5x 0,21 cm (TR-010902) y HALO® HILIC, 90 A, 2 um, 2,1 x 150 mm (HAL-91812-701) se

adquirieron de Teknokroma (Barcelona, ES).
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Todos los datos de los cromatogramas se analizaron con el software LabSolutions CS

v5.9 (Shimadzu Corporation).

3.1.3. Preparacion de las soluciones stock de estandares e IS.

Las soluciones stock se prepararon disolviendo los estdndares e IS puros en
MeOH:CHCls(1:2, v/v) a las siguientes concentraciones: 5 mg/mL para GluSph, 1 mg/mL
para LysoGb3, 1 mg/mL para LysoSM, 5 mg/mL para GluCer C16:0, 5 mg/mL para GluCer
C18:0, 5 mg/mL para GluCer C24:1, 5 mg/mL para GalCer C24:1, 5 mg/mL para GluCer
C17:0, 1 mg/mL para GluSph-d5, 0,1 mg/mL para LyoGb3-d7, 1 mg/mL para LysoSM-d7,
1 mg/mL para GluCer C18:0-d5, 1 mg/mL para GluCer C22:0-d4 y 1 mg/mL para GalCer
C22:0-d4. Las soluciones stock se conservaron a -80°C hasta su consumo, o durante un

maximo de 12 meses.

3.1.4. Preparacion de soluciones intermedias.

Las soluciones intermedias de cada estandar e IS se prepararon diluyendo las soluciones
stock en MeOH:CHCl3(1:2, v/v) a distintas concentraciones finales: 1,085x10°> nM para
GluSph (1/100 de stock), 1,428x10° nM para GluCer C16:0 (1/50 de stock), 1,373x10°> nM
para GluCer C18:0 (1/50 de stock), 1,234x10° nM para GluCer C24:1 (1/50 de stock) y
1,234x10° nM para GalCer C24:1, 7,002x10* nM para GluCer C17:0 (1/100 de stock),
3571 nM para GluSph-d5 (1/600 de stock), 4,547x10% nM para GluCer C18:0-d5 (1/30 de
stock) y 4,229x10* nM tanto para GluCer C22:0-d4 como para GalCer C22:0-d4 (1/30 de
stock). Las soluciones intermedias se conservaron a -202C durante un maximo de 6

meses.

3.1.5. Optimizacion de los métodos.

Para cada uno de los métodos, se evaluaron distintos solventes para la preparacion de

las soluciones de trabajo (WS) y las curvas de calibracién, incluyendo MeOH:CHCls,
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MeCN, H,0 o matrices subrogadas como el aLCR. Asimismo, se optimizaron tanto la
composicion como el volumen de los solventes empleados en la cromatografia, asi
como para la preparacion de las distintas WS, curvas de calibracién, y pretratamientos.
También se optimizaron otras condiciones del pretratamiento, como el modo y los
tiempos de agitacidon, homogeneizacion y extraccidn. La concentracién final de los IS en
los WS(IS) se ajustd en cada caso para generar sefiales coherentes con la respuesta

esperada dentro del intervalo de medida definido.

Los protocolos de pretratamiento y los intervalos de medida de las curvas se optimizaron
utilizando muestras nativas, mientras que los pardmetros de deteccion MS vy las
condiciones cromatograficas se ajustaron empleando soluciones concentradas en
MeCN, tanto de estandares individuales puros como de mezclas conjuntas (tunning mix),

con el objetivo de maximizar la sefial durante la optimizacion.

Algunos aspectos derivados de las fases de optimizacidn, como la concentracién
seleccionada para los WS, las concentraciones de las muestras de control de calidad (QC)
o el rango de las curvas de calibracidn, se describen en las secciones 3.2 y 3.3 del
presente capitulo de Materiales y Métodos por razones de claridad expositiva, aunque

correspondan a resultados obtenidos durante el proceso.
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3.2. MATERIALES Y METODOS SECCION I: RELATIVOS A LOS
METODOS LC-MS/MS PARA LA CUANTIFICACION DE GSL EN
MODELOS PRECLINICOS

3.2.1. Obtencion de las muestras de modelos preclinicos.

3.2.1.1. Muestras de pellets celulares. Los pellets celulares se obtuvieron a partir de la
linea celular de neuroblastoma humano BE(2)-M17, con cddigo ECACC (European
Collection of Authenticated Cell Cultures) 95011816. Esta linea, WT para GBA1, junto con
las lineas derivadas para expresar mutaciones en GBA1 KO, N370S, y L444P, fueron
cultivadas y diferenciadas hacia un fenotipo dopaminérgico siguiendo los protocolos
previamente descritos [78]. El cultivo, el mantenimiento de las lineas y la obtencién de
los pellets fueron realizados en el laboratorio del grupo de Enfermedades

Neurodegenerativas del VHIR.

3.2.1.2. Muestras de tejido y suero de ratén. El modelo animal utilizado fue el modelo
murino Kl para la mutacién Gbal D409V (Jackson Laboratory, stock #019106). Se
obtuvieron muestras de suero, higado, bazo y cerebro de ratones con los tres genotipos:
WT, heterocigoto (HZ) y homocigoto (HO) para la mutacidn. El manejo de los animales y
la obtencion de las muestras fue realizada en el laboratorio del grupo de Enfermedades

Neurodegenerativas del Instituto de Investigacion Vall d’Hebron (VHIR).

3.2.2. Cuantificacion de HexCer y HexSph en pellets celulares y muestras

de tejido de modelo de raton.

3.2.2.1. Cuantificacion de proteinas. La concentracion total de proteinas en los lisados
celularesy en los homogenados de los tejidos se midié mediante el ensayo colorimétrico
de acido bicinconinico (BCA), utilizando albimina sérica bovina (BSA) como estandar.
Este procedimiento fue realizado en el laboratorio del grupo de Enfermedades

Neurodegenerativas del VHIR, siguiendo las indicaciones del fabricante. La
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concentracion de proteinas se empled para normalizar y expresar la cuantificacién de

esfingolipidos en relacién con la cantidad de muestra analizada.

3.2.2.2. Preparacion de las soluciones WS(STD)cr-re Y WS(IS)cr-re. Las WS especificas
para el estudio de pellets celulares y tejido con RP-LC, tanto de estandares, WS(STD)cr-
re, como de IS, WS(IS)ct-re, Sse prepararon a partir de las soluciones intermedias,
mediante mezclas de estandares e IS, respectivamente. La WS(STD)cr-rp incluyd una
mezcla de GluSph, GluCer C16:0, C18:0, y C24:1 en MeOH:CHCls (1:2, v/v) a una
concentracion final de 200 nM. Esta solucidén se utilizé para preparar la curva de
calibracion. La WS(IS)cr-rp contenia una mezcla de GluSph-d5, GluCer C18:0-d5, GluCer
C22:0-d4 y GluCer C17:0 en MeOH:CHCls (1:2, v/v) con 0,01% de BHT, a 3 nM para la
forma desacilada, y a 200 nM para las aciladas. Las WS se prepararon de forma fresca
para cada serie analitica y se utilizaron una Unica vez. El volumen de WS(IS)cr-rp se
preparé en funcién del nimero de muestras de la serie. La Figura 16 muestra un
esquema representativo de la preparacion de las distintas soluciones empleadas en este

y en los demas métodos descritos en la tesis.

3.2.2.3. Preparacion de la curva de calibracidn y los controles de calidad internos. El
punto inicial de la curva de calibracién se establecié con el WS(STD)cr-re @ 200 nM, y a
partir de este, se prepararon por dilucidn seriada seis puntos adicionales a 50; 5; 0,5;
0,1; 0,05y 0,025 nM, y un blanco, en MeOH:CHCls. La curva fue de un solo uso para cada

serie analitica.

Los QC internos se prepararon a partir de un pool leucocitos sonicados de muestras
sobrantes del laboratorio asistencial, a los que se les afiadid 5 y 10 pmol de los
estdndares GluSph, GluCer C16:0, C18:0, y C24:1. Se alicuotaron y se mantuvieron

congelados a -802C. Los QC se emplearon para evaluar la precision del método.

3.2.2.4. Monitorizacién analitica. Los métodos empleados en el analisis de muestras

preclinicas no fueron validados siguiendo las guias bioanaliticas internacionales, dado

que su aplicacion se limité a estudios preclinicos exploratorios. No obstante, se
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implementaron procedimientos de monitorizacién interna para verificar la coherencia

analitica a lo largo del tiempo.

Entre los afos 2020 y 2025, se analizaron la precisién y veracidad interserie de las
concentraciones retrocalculadas de los estdndares a partir de 12 curvas de calibracién
correspondientes a 12 series analiticas independientes distribuidas a lo largo de ese
periodo. Asimismo, se calcularon los CV (%) interserie de los controles internos ajustados
por un factor de normalizacién. Este factor se definié en cada serie como la media de los
cocientes entre la concentracién nominal y la concentracion medida en ambos niveles
de QC, analizados al inicio y al final de la secuencia, y se aplicé a los propios QCy a todas

las muestras correspondientes.

3.2.3. Cuantificacion de HexSph en suero de raton.

El método in-house basado en LC-MS/MS para la cuantificacion simultdnea de
lisoesfingolipidos, HexSph, LysoGb3 y LysoSM en suero humano, previamente validado
en el entorno asistencial para el diagndstico y seguimiento de las enfermedades de EG,
Fabry y Niemann-Pick tipo A/B, respectivamente, fue aplicado sin modificaciones para
la cuantificacién de HexSph en muestras de suero de ratén procedentes de estudios

preclinicos.

A continuacion, se describen la preparacion de las soluciones y las condiciones del

método, basados en la publicacion de Polo et al. [188].

3.2.3.1. Preparacion de soluciones WS(STD)sue-re ¥ WS(IS)suere. A partir de las
soluciones stock de los estdandares GluSph, LysoGb3 y LysoSM, se generan tres WS
(WS(STD)sue-re) independientes en MeCN:FA 0,1%, mediante diluciones de 1/100, 1/10
y 1/100, respectivamente. Las WS(STD)sue-rp Se utilizaron para preparar los QCy la curva
de calibracion. A partir de las soluciones stock de los IS GluSph-d5, LysoGb3-d7, LysoSM-
d7, se preparan soluciones intermedias en MeOH:CHCl3(1:2, v/v), a las concentraciones
finales de 1000 nM, 100 nM y 1060 nM, respectivamente. A partir de ellas se prepard
una unica WS(IS)sue-re €n MeCN, con una mezcla de estos mismos, a 1nM, 3nM y 5nM,

respectivamente. Las soluciones intermedias de IS se conservaron a —20 °C durante un
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maximo de 6 meses. Las soluciones de trabajo WS(STD)sue-re Y WS(IS)sue-rp S€ prepararon
frescas para cada serie analitica. La Figura 16 muestra un esquema representativo de la
preparacién de las distintas soluciones empleadas en este y en los demds métodos

descritos en la tesis..

3.2.3.2. Preparacion de la curva de calibracién y los controles de calidad internos. La
matriz de los QC y calibradores se obtuvo a partir de suero humano deplecionado con
carbdn activo. La curva de calibracion se prepard mediante diluciones seriadas a partir
de los WS(STD)sue-re, @ 10 concentraciones (400; 200; 100; 50; 10; 5; 1; 0,5; 0,25y 0,125
nM), e incluyendo un blanco. Los QC se prepararon a cinco concentraciones (200; 20; 5;

1y 0,5 nM).

3.2.3.3. Pretratamiento. 50 ul de muestra, QC, o calibrador, incluyendo el blanco, se
precipitaron afiadiendo 250 pl de WS(IS)sue-re, vorteando durante 10 segundos, y
sonicando posteriormente en bafio de ultrasonidos durante 15 minutos.
Posteriormente, se centrifugaron 15 min a 13000 rpm a 42C, y se trasvasaron 200 ul de

sobrenadante a viales de cromatografia para su andlisis.

3.2.3.4. Condiciones LC-MS/MS. Se inyectaron 3 plL en el sistema cromatogréfico,
equipado con una columna C18 de fase reversa y un gradiente binario: fase mévil A (H,O
+0,1% FA) y fase movil B (MeCN + 0,1% FA), a un flujo de 0,4 mL/min y un tiempo de 7
minutos. El MS se configuré en modo positivo utilizando una fuente ESI, operando en
modo MRM para GluSph (m/z 462.3>282.4), LysoGb3 (m/z 786.3>282.4) y LysoSM (m/z
465.2>184.0), y para GluSph-d5 (m/z 467.3>287.4), LysoGb3-d7 (m/z 793.3>289.4) y
LysoSM-d7 (m/z 472.4>184.0) como IS.
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3.3. MATERIALES Y METODOS SECCION II: RELATIVOS AL
METODO LC-MS/MS PARA LA CUANTIFICACION DE ISOFORMAS
DE GLUCER Y GALCER EN LCR HUMANO

3.3.1. Muestras humanas y ética.

Se recogieron muestras de LCR de la Coleccion VHIP (Vall d'Hebron Iniciative for
Parkinson) del VHIR, incluyendo: 6 controles sanos (CS), 22 pacientes con EP idiopatica

sin variantes en GBA1 (EPi) y 5 pacientes con EP asociada a variantes en GBA1 (EP-GBA).

La puncién lumbar para la obtencion de LCR se realizé en el espacio L4, entre las 8:00 y
las 10:00 de la mafiana, con el objetivo de minimizar las posibles fluctuaciones
circadianas. El LCR se recogié en tubos de polipropileno y se procesé siguiendo las
recomendaciones internacionales [241]. Se obtuvieron entre 10 y 14 mL de muestra,
que fueron centrifugados a 2000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente. En las
dos primeras horas tras la extraccidn, las muestras se dividieron en alicuotas de 0,5 mL

en criotubos de polipropileno, y se almacenaron a —80 °C hasta su analisis.

La clasificacion de la severidad de la variante se basd en el estudio previo de Parlar et al.
[54]. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Vall d’Hebron, con
referencia PR(AG)170-2015, y todos los participantes dieron su consentimiento

informado por escrito.

3.3.2. Preparacion de las soluciones WS(STD)ccr-niL Y WS(IS)Lcr-HiL.

Para cada serie, se prepararon en fresco una WS(STD)icr-HiL Y WS(IS)icr-+iL @ partir de las
respectivas soluciones intermedias. La WS(STD).cr-+iL cOntenia una mezcla de estandares
GluCer C16:0, C18:0, C24:1 y GalCer C24:1 en matriz aLCR a una concentracién de 2000
nM. El WS(IS)icr-ri, que contenia GluCer C22:0-d4 y GalCer C22:0-d4, se prepard en
MeCN a una concentracidén final de 170 nM. Las WS se prepararon de forma fresca para
cada serie analitica y se utilizaron una Unica vez. La Figura 16 muestra un esquema
representativo de la preparacion de las distintas soluciones empleadas en este y en los

demas métodos descritos en la tesis.
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3.3.3. Preparacion de las curvas de calibracién y los controles de calidad
internos.

Los intervalos de medida de las curvas se definieron a partir de ensayos piloto con
muestras nativas, para cubrir adecuadamente las concentraciones enddgenas
observadas. A partir del WS(STD).cr-wiL S€ prepararon siete concentraciones de estandar

(200; 100; 50; 25; 10; 5; 2,5 nM) en matriz subrogada aLCR mediante dilucion seriada.

Ademas, se prepararon muestras de matriz blanco (matriz sin analito ni IS) y de matriz

cero (matriz afiadiendo Unicamente [S).

Las muestras de QC interno se prepararon en matriz aLCR a partir de WS(STD)cr-niL a
cuatro concentraciones para abarcar el intervalo de medida, LLQC (5 nM), LQC (20 nM),
MQC (50 nM) y HQC (100 nM). Estas se emplearon para evaluar la calidad de cada serie
analitica, asi como la precisidn y veracidad intra e interserie, su estabilidad a distintas

condiciones de conservacion, y el limite de cuantificaciéon del método.

3.3.4. Evaluacion analitica del método.

La evaluacion se realizd segun las recomendaciones sobre validacién de métodos

bioanaliticos de la CLSI [177,185] y |la EMA [209].

3.3.4.1. Linealidad. Las curvas de calibracién se generaron trazando la relacién entre el
area del pico de los estandares de calibracion y el IS frente a las concentraciones
nominales [185]. La veracidad de las concentraciones retrocalculadas se evalud por su
desviacidn porcentual de las concentraciones nominales, con una desviacidn aceptable
fijada en +15% de los valores predichos en al menos el 75% de los puntos [209].

La equivalencia de la matriz artificial (aLCR) y del LCR nativo (nLCR) se verificé
comparando la variabilidad del cociente de areas (CV, %) entre la matriz aLCR y dos
matrices nLCR, a dos concentraciones (50 nM y 100 nM). En las matrices nativas se

corrigid la presencia de compuestos enddgenos.

3.3.4.2. Limite de blanco, limite de deteccion y limite de cuantificacidn. El limite de

blanco (LoB) para cada isoforma se estimé a partir del percentil 95 de las mediciones de
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muestra cero (n=8) en 3 dias independientes. A partir de este valor, el limite de
deteccidn (LoD) se estimé como el LoB mas 3 desviaciones estandar de los resultados de
la muestra cero. El limite de cuantificacidn (LoQ) se determind basandose en los criterios
de precision y veracidad (<20%) [209] mediante el procesamiento de 5 réplicas del LLQC

en dos series analiticas independientes, asegurando ademas una sefial ruido (S/N)>10:1.

3.3.4.3. Precision y veracidad. Para evaluar la precisidn y la exactitud, se prepararon
cinco réplicas independientes de LQC, MQC y HQC en fresco, y se analizaron en tres dias
distintos. La precisidn se expresé como el coeficiente de variacién (CV, %) de las réplicas
y la veracidad se calculé como la desviacidon porcentual respecto a la concentracién
nominal dentro de cada serie y entre las tres series. El criterio de aceptacion se

establecié en <15%.

3.3.4.4. Selectividad. Se emplearon diferentes estrategias para evaluar la selectividad.
Para la identificacion del analito se compararon los TR entre los calibradores estandar y
las muestras de LCR dentro de la misma serie. Para verificar la ausencia de interferencias
de la matriz en la sefial de cualquiera de las transiciones m/z, se inyecté una muestra
blanco en cada serie. Ademas, puesto que todos los compuestos compartian el mismo
ion producto, y en algunos casos los picos se solapaban, se incluyd al final de cada ciclo
de scan una transicion ficticia, o dummy, que compartia el mismo ion producto (m/z
600>264.3) para el analisis de posible interferencia cruzada de MS [196]. Una respuesta
aceptable se definid como ausente o <20% del area del analito y del <5% del area del IS
en la muestra LLQC. Por ultimo, se inyectaron soluciones individuales de cada estandar
e IS a 200 nM vy se evalud la contribucion de cada estandar a la respuesta de las

transiciones restantes.

3.3.4.5. Estabilidad de los analitos en la muestra. Se analizaron alicuotas duplicadas de
HQC almacenadas en distintas condiciones: tras 24 horas a 25 °C, 48 horas a4 °C, 14 dias
a —20°C,2 mesesa—80 °Cy tras un ciclo de congelacion-descongelacién. Los resultados
se ajustaron frente a los obtenidos para los QC de cada serie analitica, con el fin de

reducir la influencia de la variacion interdiaria, y se estimo la desviacidn respecto a la
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concentracion nominal. Asimismo, se verificd la estabilidad en el automuestreador

mediante la reinyeccion de las muestras de control al finalizar cada serie.

3.3.4.6. Arrastre. Para evaluar el arrastre, se realizaron inyecciones alternas del patrén
de concentracion mas alta (200 nM) y muestras de blanco, tres veces de forma
consecutiva. La sefnal observada en la muestra de blanco tras la inyeccion del estandar

concentrado no debia superar el 20% del LoQ ni el 5% de la sefial del IS.

3.3.5. Efecto matriz, eficiencia de recuperacion y eficiencia del proceso.

Aunque el estudio del efecto matriz, la eficiencia de la recuperacién y la eficiencia del
proceso forman parte de la evaluacién analitica del método, en esta tesis se presenta en
un apartado independiente debido al disefio experimental. La evaluacién se realizé en
tres lotes diferentes de matriz LCR nativo, obtenidos del grupo CS, cada uno a dos
concentraciones finales de analito (50 y 100 nM, correspondientes a los niveles MQC y
HQC del método) con una concentracién fija de IS (30 nM). Para el estudio, se
prepararon tres grupos de muestras (sets) para cada uno de los lotes de matriz y

concentracion evaluados, siguiendo el enfoque de Matuszewski et al. [213].

3.3.5.1. Preparacion de las soluciones de trabajo. La Figura 17 ilustra la preparacién de
las soluciones de trabajo WS(STD)me, WS(IS)me, Soldme v Sol2me utilizadas para obtener
los tres sets.

La WS(STD)me estaba compuesta por GluCer C16:0, C18:0 y C24:1 a 2000 nM, vy la
WS(IS)me, por GluCer C22:0-d4 a la misma concentracion; ambas se utilizaron para la
preparacion de los sets 1y 2. Para el set 3, se utilizaron las dos Sollme y Sol2me, con una
mezcla de estos mismos estdndares de GluCer, a 800 y 1600 nM, respectivamente, y del
IS (GluCer C22:0-d4), a concentracion fija de 480 nM.

Las soluciones intermedias y las WS correspondientes a este disefio experimental se

prepararon frescas Y NO se conservaron.
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Soluciones Stock
C16:0 (5 mg/mL)
C18:0 (5 mg/mL)
C24:1 (5 mg/mL)

C22:0-d4 (1 mg/mL)

v
g::g:: Ei:g Solucién Intermedia(STD) ¢ Solucién Intermedia(lS)ye
GluCer C24:1 10000 nM en MeCN (8 mL) 10000 nM en MeCN (2.5 mL)

1/5 -
Solucion WS(STD)ye
2000 nM en MeCN (1 mL)

Solucién WS(I1S)me 1/5

2000 nM en MeCN (2 mL)

Solucién SOL1,,

STDs a 800 nM
@ IS a 480 nM
en MeCN (0,5 mL)
Solucién SOL2,,,

'STDs + STDs a 1600 nM
IS a 480 nM

en MeCN (0,5 mL)

Figura 17. Esquema de la preparacion de las diferentes soluciones utilizadas para los sets
experimentales del estudio de efecto matriz. Creada con https://BioRender.com.

3.3.5.2. Preparacion de los sets de muestras. A partir de las soluciones WS(STD)wme,
WS(IS)me, Sollme y Sol2me, se prepararon los tres sets de muestras para cada lote de
matriz, incluyendo en cada lote las dos concentraciones de estandar y una
correspondiente muestra de blanco para restar la sefal endégena basal. La Figura 18
muestra de forma esquematica el protocolo seguido para la obtencidn de los sets, que

se detalla a continuacion.

Set 1. El set 1 se preparo afiadiendo diferentes volumenes de WS(STD)wme y un volumen
fijo de WS(IS)me a la fase movil B del método, por triplicado, para obtener las
concentraciones finales de estandar seleccionados (50 y 100 nM). Por ello, en total, se
prepararon siete muestras (3 lotes x 2 concentraciones estandar, mds 1 muestra de
blanco, compuesta Unicamente por fase mdvil). Una vez mezcladas, las soluciones se

transfirieron a viales de cromatografia para su analisis.
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Set 1 Set 2 Set 3

Spiked in neat solvent Spiked post-extraction Spiked pre-extraction
MPB CSF1 CSF2 CSF3 CSF1 CSF2 CSF3
| ) & ] ] | | ]
- " § ¥ YR
GluCer C16:0 ’-:: i ‘ i‘ I —‘ | @
GluCer C18:0 3 L = ‘
GluCer C24:1 I I [
T Extraction 9 9 N
STD: : : &
/) Lol L H ®§
/ BLANK l 1 l T ¢ Extraftlon ‘ =
XN D (N AN «V© X N
X K R
| ‘ g g g =
W W L)
B H H T F B
g 0 ¥ 1§ @
Vv ¥ Vv v ¥
N_ N S
BLANK i T
¥ FE"
% v 'y

Effect of analytical system and
ionization efficiency and recoveries

Variability of analytical system Effect of analytical system and
ionization efficiency

Figura 18. Esquema del protocolo para la preparacion de los tres sets de muestras. Adaptado del enfoque
de Matuszewski et al. [213]. MBP: Fase mdvil B, CSF: liquido cefalorraquideo. Creada con
https://BioRender.com.

Set 2. Previamente a la preparacion del set 2, es necesario obtener los extractos de
matriz de cada uno de los lotes individuales, para ello, cada lote se sometié al
pretratamiento desarrollado para este método (descrito en el subapartado 5.1.1).
Brevemente, se aifadieron 80 uL de muestra de LCR a tubos de plastico de 1,5 mL que
contenian 15 pL de MeCN, en lugar del WS(IS)cr-xiL, ¥ se aplicé un proceso de extraccién
LLE en dos pasos utilizando MeOH:CHCls (1:2, v/v). Las fases organicas obtenidas se
combinaron, evaporaron bajo N, y se reconstituyeron en fase moévil B. El set 2 se preparé
afadiendo diferentes volimenes de WS(STD)me y un volumen fijo de WS(IS)ve a cada
extracto de matriz correspondiente para obtener las concentraciones estandar finales
seleccionadas (50 y 100 nM). Ademas, se prepard una matriz en blanco para cada lote
afiadiendo MeCN a los extractos correspondientes en lugar de WS(STD)me y WS(IS)me. En
total se prepararon nueve muestras (3 x 3), que se transfirieron a viales cromatograficos

para su inyeccién.
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Set 3. El set 3 se preparo afiadiendo las Sol1lme y Sol2me a los mismos tres lotes de matriz
empleados en el set anterior, esta vez antes de la extraccidon, para obtener
concentraciones finales de 50 y 100 nM, respectivamente. Para cada lote, se prepard
también una muestra blanco a la que se afiadié MeCN en lugar de las Sollme 0 Sol2e.
Asi, se prepararon nueve muestras (3 x 3) que se sometieron a extraccion, siguiendo el
mismo pretratamiento descrito para el set 2, y los extractos reconstituidos se

transfirieron a viales de cromatografia para su analisis.

El orden de las inyecciones se detalla en la Tabla 9. La misma serie fue reinyectada para

monitorizar la estabilidad de la sefial a lo largo del tiempo.

Tabla 9. Orden de las inyecciones en el automuestreador en la serie analitica para el estudio del efecto
matriz.

Set Concentracion (nM) Lote de matriz ID
0 (Blanco) Fase movil S1 FM BLANCO
Fase movil S1FM1 50
50 Fase movil S1FM2 50
1 Fase movil S1 FM3 50
Fase movil S1FM1 100
100 Fase movil S1 FM2 100
Fase movil S1FM3 100
Vial de lavado (FM)
LCR1 S2 L1 BLANCO
0 (Blanco) LCR 2 S2 L2 BLANCO
LCR 3 S2 L3 BLANCO
LCR1 S2 1150
2 50 LCR 2 S2 250
LCR3 S2 L350
LCR1 S211100
100 LCR 2 S212 100
LCR3 S2 L3100
Vial de lavado (FM)
LCR1 S3 L1 BLANCO
0 (Blanco) LCR 2 S3 L2 BLANCO
LCR3 S3 L3 BLANCO
LCR1 S3 L1150
3 50 LCR 2 S31L250
LCR3 S3 L350
LCR1 S3 L1100
100 LCR 2 S31L2 100
LCR 3 S3 13100
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3.3.5.3. Calculos aplicados para su evaluacidn. A partir de las dreas obtenidas de cada
compuesto tras la inyeccién de la serie analitica, se aplicaron diversos cdlculos para
evaluar el efecto matriz, recuperacion y eficiencia del proceso, conforme a las directrices
de las principales guias internacionales [177,185,209,210,242] y publicaciones previas
[213,234]. Por claridad expositiva, los cdlculos se presentan estructurados en tres
estrategias; éstas son el resultado del flujo de trabajo disefiado para su integracién,

descrito en el capitulo 6.

Primera estrategia. Se calcularon los CV (%) de las dreas absolutas y de las areas ratio
estandar/IS entre lotes de matriz, en cada set y para cada concentracion. Ademas, se
analizaron las relaciones entre las respuestas del estdandar y del IS mediante diagramas
de dispersidon. Ademas, para cada lote de matriz se estimaron las pendientes de las
curvas construidas con las areas ratio a las concentraciones seleccionadas, y su variacién
entre lotes se expresé como precisiéon (CVs), siguiendo el enfoque descrito por

Matuszewski et al. [234].

Segunda estrategia. Este enfoque se adaptd a partir de trabajos previos [234,243],
utilizando las pendientes del set 3 obtenidas en la primera estrategia. Se calcularon las
concentraciones a partir de las areas ratio de un lote, tomando como referencia la curva
correspondiente al lote con mayor diferencia en la pendiente. De ellas, se estimd la
desviacidon porcentual respecto a los valores nominales en cada concentracion,

siguiendo la recomendacion de la EMA [209].

Tercera estrategia. Para cada analito, se calcularon el efecto matriz absoluto (ME), la
recuperacioén (RE) y la eficiencia global del proceso (PE) a partir de las medias de las dreas

obtenidas en cada set, segln las ecuaciones descritas previamente [177,213]:

Media del area en set 2

ME (%) = 1
%) Media del area en set 1 x 100
RE (%) = Media del area en set 3 100
o= Media del area en set 2 X
Media del area en set 3
PE (%) = 100

X
Media del area en set 1
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La posible relacién entre los valores de ME y RE para cada compuestos y concentraciéon
se analizé mediante diagramas de dispersion. Ademas, se calcularon los factores de
efecto matriz (MEF), de recuperacion (REF) y de eficiencia del proceso (PEF),
normalizando los valores de ME, RE y PE obtenidos para cada estandar frente a los

correspondientes del IS:

_ media de ME (%) en el analito

MEF =
media de ME (%) enel IS
REF — media de RE (%) en el analito
" media de RE (%) enel IS
media de PE (%) en el analito
PEF =

media de PE (%) enel IS

Por otro lado, el efecto matriz relativo (rME), la recuperacién relativa (rRE) y la eficiencia
relativa del proceso (rPE) se expresaron como CV (%) a partir de la comparacion de los
valores de ME, RE y PE entre diferentes lotes de matriz para cada analito e IS. Del mismo

modo, también se calcularon los valores relativos de MEF (rMEF), REF (rREF) y PEF (rPEF).

3.3.5.4. Herramienta Excel. Los cdlculos y diagramas de dispersion descritos se
realizaron mediante una plantilla Microsoft Excel, desarrollada en el marco de esta tesis,

y presentada, junto con los resultados obtenidos al aplicarla, en el capitulo 6.

3.3.5.5. Criterios de aceptacion. En este estudio, se considerd que el método presentaba
un rendimiento analitico adecuado cuando el CV y sesgo fue inferior al 15%, de acuerdo
con las recomendaciones de las guias [185,209], indicando una compensacidn efectiva

por parte del IS a lo largo del proceso.

3.3.6. Cuantificacion de isoformas de GluCer y GalCer en LCR humano.

El analisis de las muestras de LCR de la cohorte del estudio se realizé en una sola serie.
Se aplico el mismo pretratamiento y analisis LC-MS/MS a todas las muestras, curvas y

QC, como se ha descrito previamente.
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3.3.7. Estadistica.

Para el andlisis de medianas en la evaluacion de la estabilidad y en el analisis de las
muestras, se emplearon pruebas no paramétricas Mann-Whitney y Kruskal-Wallis con el
programa GraphPad Prism (v8), considerando p<0,05 como estadisticamente
significativo. Durante la validacion del método, los valores atipicos se identificaron
mediante el test de Grubbs y solo se eliminaron cuando se detectd un sesgo sistematico
en todos los estandares, permitiendo un maximo de un replicado por serie analitica,
asumiendo que dichos valores se debian a errores de pipeteo durante la preparacion del
QC. En los graficos de dispersion del estudio del efecto matriz se realizé un test de

correlacion de Pearson.
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Resultados
Seccion



El capitulo incluido en esta Seccion | presenta los resultados obtenidos en el desarrollo
secuencial de métodos para la cuantificacion de GSL en matrices bioldgicas de modelos
preclinicos (apartados 4.1 y 4.2), asi como los resultados de su aplicacion en estudios de
investigacion bdsica y traslacional (apartado 4.3), y estd vinculado al primer objetivo
especifico de la tesis.
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Resultados Seccion |:
Métodos LC-MS/MS para
la cuantificacion de GSL

en modelos preclinicos
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4.1. DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE METODOS PARA LA
CUANTIFICACION DE HEXCER Y HEXSPH EN PELLET CELULAR Y
TEJIDO MURINO MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA

4.1.1. Optimizacion del protocolo de pretratamiento para pellets

celulares.

Para abordar la cuantificacion de GSL en modelos celulares in vitro, se llevé a cabo una
optimizacién del pretratamiento de la muestra basada en la metodologia descrita por
Gorrochategui et al. [244]. Con este objetivo, se compararon distintas condiciones
experimentales, incluyendo distintos voliumenes y proporciones de los solventes de
extraccidon y reconstitucion, el tipo de sonicacién, y los tiempos de agitacion. Entre las
estrategias evaluadas, la sonicacion del pellet celular mediante sonda, seguida de una
extraccion LLE con MeOH:CHCls (1:2, v/v), mostro ser la opcidon mas reproducible y con

mayor rendimiento.

En concreto, los pellets celulares se resuspendieron en 600 uL del WS(IS)cr-re €n tubos
tipo eppendorf, se agitaron con vértex durante 30 segundos y se dejaron en incubacién
durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, las muestras se
sometieron a sonicacidon por sonda en dos ciclos de 15 pulsos. Tras este paso, se
centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante resultante se
transfirid a tubos de vidrio, evitando el pellet, se evaporé con nitrégeno, y se

reconstituyd en 500 pL de MeOH:CHCls (1:2, v/v).

4.1.2. Optimizacion del protocolo de pretratamiento para tejido de ratén.

El método fue adaptado posteriormente para su aplicacion en tejido de modelos
animales, optimizando el pretratamiento. Para ello, se incorpord una etapa de
homogeneizacion previa a la extraccidon LLE con MeOH:CHCl; (1:2, v/v), en la cual se
ajusté el volumen de agua en funcion del peso del tejido y se establecio el nimero de

ciclos necesarios para su disgregacion.
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El protocolo resultante consistiéd en la homogeneizacién de los tejidos congelados en
agua desionizada utilizando un homogeneizador tipo Dounce de borosilicato con doble
pistdn (15+15 golpes). En el caso del tejido cerebral, se establecié de forma consistente
un volumen de 600 pL de agua; para otros tejidos de mayor tamafio y variabilidad, como
el higado, se aplicd una proporcién ajustada de 30 uL de agua por mg de tejido. En
determinadas muestras fue necesario emplear homogeneizadores manuales de
sobremesa de mayor capacidad. El volumen utilizado en esta etapa se requiere aplicar

posteriormente como factor de correccién en el cdlculo de las concentraciones.

Un esquema grafico de los diferentes protocolos resultantes para el pretratamiento de

muestras de modelos preclinicos se presenta en la Figura 19.

250 pL MeCN/FA \
Q +SIL-IS N
‘ ‘ ‘ ‘ \[l C‘
‘ @ @ \ J‘ ; ‘ |
@ ) 13,000 rpm b
15 min 10 min
« 7V )
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Figura 19. Esquema grafico del procedimiento de extraccion lipidica en diferentes matrices bioldgicas
utilizadas en estudios preclinicos. Se representa el pretratamiento para suero (para lisoesfingolipidos),
pellets celulares y tejido (para HexSph y HexCer).

Los esfingolipidos se extrajeron a partir de un protocolo adaptado de Basit et al. [202].
Se evaluaron distintas condiciones experimentales para maximizar el rendimiento de

extraccién y la reproducibilidad de las dreas. Estas pruebas incluyeron la comparacién
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entre diferentes volimenes y composiciones de los solventes de extraccion, el nimero
de repeticiones de la extraccion LLE, asi como distintos tratamientos aplicados a los
extractos obtenidos (comparando entre su inyeccidn directa o su evaporacion vy
reconstitucion posterior). Ademas, se probaron diferentes tipos y tiempos de agitacion
durante la mezcla del homogeneizado con el solvente de extraccidn, incluyendo vortex
y sonicacion mediante ultrasonidos. El procedimiento optimizado consistio en la
transferencia de 100 uL del homogeneizado a tubos eppendorf que contenian 120 uL de
H,O y 600 pL de WS(IS)crre. Las muestras se vorteaban durante 30 segundos y se
centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. A continuacidn, se recuperaron
350 pL de la fase orgdnica, que se transfirieron a tubos de vidrio, se evaporaron bajo
corriente de nitrogeno y se reconstituyeron en 500 uL de MeOH:CHCl; (1:2, v/v).

Finalmente, se transfirieron 200 uL a viales para el analisis cromatografico.

4.1.3. Optimizacion de los parametros del detector MS y de las

condiciones cromatograficas en fase reversa.

Como punto de partida, se utilizaron las condiciones cromatograficas y del detector de
MS previamente validadas para la cuantificacion de lisoesfingolipidos en suero humano
(descrito en subapartado 3.2.3.). A partir de ahi, se amplié el perfil analitico con la
incorporacion de isoformas de acido graso de HexCer, lo que requirid la optimizacién de
los pardmetros del detector y de las condiciones cromatograficas mediante soluciones
concentradas de mezclas de estandares. Se ajustaron las masas y los voltajes para cada
estandar disponible. El ion producto seleccionado representaba el ion fragmento
principal, generado a través de la pérdida neutra de la cadena acilo, glucosa (o galactosa)
y una molécula de H20, y correspondiente al fragmento de la fraccidén de esfingosina
(m/z 264), tal como se describe en las bases de datos de lipidomica [192] vy
anteriormente [79,171]. En aquellas especies sin estandar comercial, se asignaron las
masas segln su peso molecular, utilizando los mismos decimales y condiciones que los
de sus andlogos estructurales mas proximos. Finalmente, se optimizaron distintos
parametros de la fuente de ionizacidn mediante la monitorizacién continua de la

transicion con menor intensidad de respuesta.
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En paralelo, se ajustaron las condiciones cromatograficas tras evaluar distintas
composiciones y gradientes de fase mévil. La fase mévil B se modificd, sustituyendo
MeCN por una mezcla de IPA y MeCN, y se optimizd el gradiente para aumentar la
proporcion de fase B al inicio y al final del andlisis; estos ajustes permitieron adelantar
la eluciéon de los lisoesfingolipidos, mdas polares, al primer minuto, y lograr una
separacion de las isoformas de HexCer en funcion de la longitud de su cadena, dentro

de un tiempo total de andlisis de 8 minutos (Figura 20).

Elucion de HexSph, LysoGh3
y LysoSM en suero

FMA: H,0 0,1%FA
FMB: MeCN + 0,1% FA

Elucion de HexSph, LysoGb3, LysoSM
e isoformas de HexCer

FMA: H,0 0,1%FA
FMB: IPA:MeCN (3:1) 0,1%FA

0,4 mL/min 0,3 mL/min
Tiempo (min) %B Tiempo (min) _ %B
0 60
i 20 1 100
2 9 4 80
5,5 20 55 =
: HexCer C16:0
’:;Sx:ggs GluCer C22:0-d,
LysoSM HexCer C24:1
HexSph \
0 3s 40
LysoSM —
| p
W \“: r
\ /L NN L 7,\:/'\\
2 2s 20
~2,5 min < 1,5 min > 3 min

Figura 20. Optimizacion de la cromatografia en fase reversa. A partir del método de lisoesfingolipidos en
suero humano (izquierda), se optimizaron las condiciones cromatograficas para incluir las isoformas de
HexCer dentro del perfil (derecha).

Se inyectaron 3 plL de cada muestra, calibrador o control en el sistema cromatografico
con una columna de fase reversa (Teknokroma, TR-10902) y gradiente binario
consistente en fase movil A con H,0 con 0,1% FA y fase mévil B con IPA:MeCN (3:1, 0,1%

FA). EI MS operd en modo de ionizacién por ESI(+).

La Tabla 10 recoge los parametros cromatograficos y del detector MS optimizados. Estos
parametros son comunes para cuantificar pellets celulares y tejido. Se muestra un

cromatograma de tejido como ejemplo en la Figura 21.
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Tabla 10. Pardmetros optimizados de HPLC (RP-LC) y MS/MS para la cuantificacién de isoformas de
HexSph y HexCer en pellets celulares y tejidos para estudios preclinicos.

Columna
Temp. columna
Fase movil A
Fase movil B

Solvente de lavado

Teknokroma Mediterranea Seal8 1,8 um 2x50mm

35°C

H20 0,1%FA

IPA:MeCN (3:1 v/v) 0,1%FA

IPA:MeCN (60:40)

Gradiente Tiempo (min) %B
0 60
1a4,2 100
42a5,5 380
55a7 60
Flujo (mL/min) 0,3
Vol. de inyeccion (pL) 3
Tiempo de analisis (min) 7
Temp. automuestreador (°C) 10
Analito Transicion Qi CE Q3 TR Fuente
MRM (m/z) (V) (eV) (V) (min)
HexSph 462.3>2822 -18 22 -20 0,81 Modo de ionizacién ES'
GluSph-ds 4673>287.2 -18 22 -20 0,82 nebu"za::zi"(f;ngii; 2,5
HexCer C16:0 700.6>2643 26  -35  -19 3,45 Flujo de gas de (“‘Jﬁ::; 5
HexCer C18:0 728.6>2643 26  -36  -19 3,60 Flujo de gasde .
calentamiento (L/min)
HexCer C20:0 756.7>2643 -26  -36 -19 3,85 Temp. interfase (°C) 300
HexCer C22:0 784.7>2643 30  -38  -19 3,93 de;‘f‘;‘;fac':::a;dc‘; 200
HexCer C23:0 798.7>2643 30  -38  -19 4,05 Temp. bloque .,
calefactor (°C)
HexCer C24:0 812.7>2643 -30  -40  -19 4,14
HexCer C24:1 810.7>2643 -30  -40  -19 3,91
GluCer C18-ds (IS)  733.6>269.3 -26  -36  -19 3,62 Tiempo adquisicién / 15
GluCer C22-ds (IS)  788.7>264.3 -30  -38  -19 3,94 dwell time (ms)
GluCer C17 (IS)* 714.6>2643 26  -35 -19 3,52

*|S en estudio, no disponible al inicio del desarrollo
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HexCer C24:1
HexCer C23:0

HexCer C24:0

HexCer C22:0

.| GluCer C18:0 -d5
GluCer C22:0-d4

HexCer C24:0

Figura 21. Cromatograma representativo de una muestra de tejido cerebral murino analizada por RP-
LC-MS/MS. HexSph y su IS eluyen en primer lugar, seguidos de las isoformas de HexCer en orden creciente
de longitud de cadena.

HexSph y las isoformas GluCer C16:0, C18:0 y C24:1 se cuantificaron con sus respectivas
curvas de calibracion; las isoformas GluCer C22:0, C23:0 y C24:0 se semicuantificaron

empleando las curvas de calibracién de GluCer C16:0, C18:0 y C24:1, respectivamente.

4.1.4. Curva de calibracion y controles de calidad internos.

Se optimizé una Unica curva de calibracion para la cuantificacién de esfingolipidos en
pellets celulares y tejido cerebral, con un intervalo de medida que abarcara las
concentraciones esperadas de HexCer y HexSph en ambas matrices y en los diferentes
grupos experimentales. Los siete puntos de concentracién seleccionados, preparados en
MeOH:CHCl; tal y como se describe en el subapartado 3.2.2.3,, se transfirieron a tubos

de vidrio para su evaporacioén directa, generando una curva final con un rango de 100 a

0,0125 pmol.
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Los QC internos se procesaron de forma analoga a las muestras. Para el analisis de una
serie analitica de pellets celulares, se afiadieron 600 pL de WS(IS)cr-rp, se agitaron con
vortex, se centrifugaron, y se transfirieron los sobrenadantes, sin arrastrar pellet, a

tubos de vidrio.

Para andlisis de tejido, se incorporaron 200 uL de agua, seguidos de 600 uL de
WS(IS)crre. Tras vortear y centrifugar, se recuperaron las fases organicas, que se

transfirieron a tubos de vidrio.

En los tubos de vidrio, todas las muestras, incluidas los QC y los estandares de la curva,
se evaporaron completamente bajo nitrogeno. Posteriormente, se reconstituyeron con
500 pL de MeOH:CHCl; y se transfirieron 200 plL a viales de cromatografia para su

analisis.

4.1.5. Normalizacion de los resultados.

La estrategia de normalizacidn se ajusté a lo largo del proceso. Inicialmente se utilizé el
peso del tejido, pero posteriormente se adoptd la cuantificacion de proteinas a partir
del homogenado restante, al comprobarse que el contenido proteico proporcionaba una

medida mas precisa de la cantidad de tejido analizado.

4.1.6. Monitorizacion analitica.

Los resultados que se presentan a continuacion deben considerarse exclusivamente
como una monitorizacion interna del método y no constituyen una validacién formal

conforme a guias bioanaliticas internacionales.

En la Tabla 11 se presentan la concentracidn promedio retrocalculada, la imprecision
(CV, %) y la desviacidn respecto al valor nominal (sesgo, %) para cada estandar de las

curvas analizadas en 12 series independientes.
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Tabla 11. Desviacion respecto a la concentracidon nominal (sesgo, %) y variabilidad (CV, %) interserie
de las concentraciones retrocalculadas de las curvas de calibracién (n=12), para cada analito,
obtenidas en el periodo entre 2021 y 2025.

Conc. HexSph HexCer C16:0
tomol) o CvOR sespo(®) oot CV(%)  Sesgo(%)
0,0125 0,0063 15,3 -50,0 0,0150 56,6 20,0
0,0275 0,0277 14,1 0,8 0,0203 71,8 -26,1
0,06 0,01 14,4 -14,4 0,07 14,4 20,2
04 0,40 14,7 4,9 0,40 16,5 0,3
4,5 4,7 8,6 5,5 4,7 8,0 3,7
35 35,1 9,6 0,4 34,7 13,5 -0,8
100 98,8 3,0 -1,2 97,2 6,0 -2,6
Conc. HexCer C18:0 HexCer C24:1
omel oy VOO Sesgolk) ool cv(k)  Sesgo(%)
0,0125 0,0140 50,5 12,0 0,0156 76,2 24,8
0,0275 0,0192 49,1 -30,3 0,0250 66,1 9,1
0,06 0,07 26,8 13,6 0,08 27,2 27,9
0,4 0,41 18,7 2,6 0,39 17,0 -1,9
4,5 4,7 10,6 5,0 4,7 8,7 5,1
35 35,6 8,5 1,7 35,9 11,3 2,5
100 100 3,3 0,0 98,4 3,2 -1,6

Para HexSph, la imprecision fue inferior al 15% en todas las concentraciones analizadas
y el sesgo se mantuvo por debajo del 15% a partir de 0,0275 pmol. Con los datos
obtenidos, se propuso establecer preliminarmente la concentracién de 0,0275 pmol
como el LoQ para este analito. En el caso de las isoformas de HexCer, las concentraciones
inferiores a 0,06 pmol mostraron una imprecision y/o un sesgo elevados (>20%). A
concentraciones superiores, correspondientes a los primeros cuatro puntos de la curva,
se presentaron resultados consistentes, con imprecisiones inferiores al 15% vy el sesgo
comprendido en + 5%, lo que indica una adecuada capacidad de ajuste del método en

ese intervalo de medida.
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Tabla 12. Imprecision de los QC internos y resumen de los factores de normalizacion interserie.

HexSph HexCer C16:0 HexCer C18:0 HexCer C24:1
QC1 CV (%) 12,3 15,4 16,9 13,5
QC2 CV (%) 12,0 7,8 11,0 11,1
Factor 1,0(0,0) 0,3(0,3-0,4) 1,6 (1,1-2,2) 0,7 (0,5-1,0)

Los datos del factor se expresan como mediana (rango intercuartilico). QC1: 5pmol, QC2:10 pmol.

En la Tabla 12 se presentan los resultados obtenidos para los QC internos analizados en
las 12 series independientes. La imprecision interserie oscilé entre el 7,8% y el 16,9%,
siendo inferior al 12% en el QC2, de concentracion mas alta. La evaluacion de los factores
de normalizacién aplicados entre series mostrd una respuesta analitica mas estable para

HexSph y mas variable para las isoformas.
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4.2. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
HILIC PARA LA CUANTIFICACION DE GLUCER Y GALCER EN TEJIDO
CEREBRAL DE RATON

Al abordar el estudio de muestras de tejido cerebral, la separacién cromatografica de
GalCer adquirié especial relevancia, dado que se presenta en concentraciones
superiores a las de GluCer. Para resolver la coelucién de estos isomeros estructurales
se implemento cromatografia HILIC y se optimizaron las condiciones experimentales. Los

TR se confirmaron con estandares especificos de GalCer (Figura 22).

Basado en las publicaciones de Hamler et al. [79] y Boutin et al. [171], en los que se
proponian métodos independientes para la cuantificacion de GluCer y GluSph, se
planted un protocolo en gradiente unificado que permitiera la deteccidén simultdnea de

ambas familias lipidicas en un Unico cromatograma.

; R | GluCer -] GalCer
250000 - “ €24:1 bz C24:1 Soluciones
sionc] H M independientes
srsome] GluCer ‘ ‘
150000 C24:1 ( || -
-_ HexCér | 2 B M T 77T*

2500004 L

1000000+ c24: 1 ol BEESESERIE o
- GalCer \‘ /
C24:1

Solucién mix

HexCer C24:1: m/z 810,7>264,3 (+) GluCer C24:1: m/z 810,7>264,3 (+)
GalCer C24:1: m/z 810,7>264,3 (+)

Figura 22. Separacion cromatografica de las isoformas GluCer C24:1 y GalCer C24:1 (m/z 810.7>264.3)
mediante fase reversa y HILIC. En cromatografia en fase reversa (izquierda), ambas isoformas coeluyen
(HexCer C24:1). Con cromatografia HILIC (derecha) ambos isdmeros presentan tiempos de elucidn
diferentes.

Se prepararon la fase movil A (orgdnica), compuesta por MeCN:MeOH:H,0:FA
(95:2,5:2,5:0,5) con 5 mM de formiato amonico, y la fase movil B (acuosa), compuesta

por MeCN:MeOH:H,0:FA (5:47,5:47,5:0,5) con 5 mM de formiato amdnico. Se evaluaron

108



variantes del gradiente cromatografico ajustando el inicio del aumento de la fase movil
B. Partiendo de una condicidon empirica, retrasar dicho inicio prolongé la elucién de los
lisoesfingolipidos; mientras que adelantarlo, y fijarlo sobre el minuto 2, redujo el tiempo
de elucién entre ambos grupos (=1,5 min). A continuacién se compararon gradientes
escalonados y rampas lineales para optimizar la resolucién entre isémeros (Figura 23A).
Bajo las condiciones representadas en la Figura 23B se obtuvo la mejor separaciéon de
las isoformas, incluyendo la elucidn de los lisoesfingolipidos en el mismo cromatograma.
GluSph fue ser cuantificable, aunque con una pérdida significativa de sefial respecto al

método basado en RP-LC.
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Columna: FMA: FMB:

MeCN:MeOH:H,O:FA (5:47,5:47,5:0,5)
5 mM de Form Am.

HALO® HILIC, 90 A, 2
pm, 2,1 x 150 mm

MeCN:MeOH:H;0:FA (95:2,5:2,5:0,5)
5mM de Form Am.

Figura 23. Optimizacion del gradiente en HILIC para la separacién de GluCer/GalCer y lisoesfingolipidos.
A) Esquema de gradientes evaluados durante la optimizacidén (%B). B) Gradiente seleccionado (%B) y
cromatograma representativo de elucion de un WS de los estandares de las isoformas GluCer/GalCer y de
GluSph, LysoGb3 y LysoSM a 200nM.
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Aunque la cromatografia se desarrollé para la cuantificacién en tejido, se mantuvo el
procesamiento de las muestras con el método basado en RP-LC para asegurar la
continuidad con estudios previos. La optimizacion completa del método LC-MS/MS
basado en cromatografia HILIC se centrd en la cuantificacion de las isoformas de GluCer
y GalCer en matriz LCR humana, con el objetivo de generar resultados aplicables a

estudios clinicos de la cohorte VHIP.

Un resumen comparativo de los métodos descritos en este capitulo se presenta en la

Tabla 13.
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4.3. APLICACION DE LOS METODOS LC-MS/MS CON
CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA EN MODELOS PRECLINICOS

Se analizaron las muestras recogidas en la Tabla 14 en el marco de distintos objetivos
experimentales, que abarcan desde estudios in vitro e in vivo de evaluacién de eficacia
terapéutica hasta la caracterizacion de modelos preclinicos y el desarrollo de

investigacion basica sobre los mecanismos patogénicos de GBA1.

Tabla 14. Resumen de las muestras procesadas.

Método* Tipo de muestra n Area
I Suero ratén 347 Traslacional
I Lineas celulares 46 Bdsica
I Lineas celulares 255 Traslacional
1} Tejido raton (Higado, bazo, cerebro) 344 Traslacional

* |: Lisoesfingolipidos en suero de raton; Il: HexSph y HexCer en pellet celular; I1l: HexSph y HexCer en tejido
de raton, resumidos en la Tabla 13.

Los resultados obtenidos en las distintas series experimentales han contribuido al
conocimiento que sustenta esta linea de investigacion y, durante este periodo, han dado
lugar a la presentacién de varios podsters en congresos (Anexo) y a dos publicaciones
cientificas en colaboracién [78,121]. Estos estudios ejemplifican la aplicabilidad de los
métodos desarrollados en distintos modelos y matrices. A continuacion, se resumen los

principales hallazgos publicados.

4.3.1. Caracterizacion de un modelo celular con déficit de B-GCasa.

El estudio de Navarro et al. [78], en el marco de investigacion bdsica, proporciona una
explicacion mecanicista de como la deficiencia de B-GCasa contribuye a la alteracion
lisosomal, especialmente de la CMA, y como resultado favorece la acumulacién de a-
sinucleina. Este estudio fue evaluado en la linea celular BE(2)-M17, con variantes en
GBA1 KO, N370S y L444P. La disminucion de la actividad de B-GCasa se asocié con un

incremento en los niveles de HexCer y HexSph (Figura 24). La linea GBA1 KO mostré una
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acumulacién drastica de HexCer y HexSph. Sin embargo, las lineas celulares mutantes
para N370S y L444P presentaron concentraciones similares a las lineas GBA1 WT, salvo
por un leve aumento de HexSph en GBA1 L444P. En el compartimento lisosomal, se
observaron tendencias similares, con un mayor enriquecimiento de esfingolipidos en las
distintas lineas celulares, sugiriendo que la acumulacion es mds evidenciable de forma

local.
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Figura 24. La pérdida de actividad B-GCasa conlleva la acumulacion de HexCer y HexSph en el modelo
celular BE(2)-M17 in vitro. A) Actividad B-GCasa en el homogenado celular. Cuantificacién de B) HexCer y
C) HexSph en homogenado celular. D) Actividad B-GCasa en fraccidn lisosomal. Cuantificacion de E)
HexCer y F) HexSph en fraccidn lisosomal. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. Adaptado de
Navarro et al. [78].

4.3.2. Caracterizacion de un modelo murino con déficit de B-GCasa.

El modelo murino Gbal D409V Kl fue caracterizado antes de su uso en los proyectos
traslacionales relacionados con evaluacién de eficacia terapéutica (subapartados 4.3.3.

v4.3.4.).

114



Para la caracterizacion basal del modelo animal, se analizaron, entre otros, la actividad
enzimdtica de B-GCasa en muestras de mesencéfalo ventral (VMB) de animales WT,
heterocigotos y homocigotos para la variante en Gbal D409V (Figura 25A). Los ratones

HZ y HO presentaron una clara disminucién de la actividad de B-GCasa en el VMB.

También se evalud la concentracion de HexSph, tanto en muestras de VMB (Figura 25B)
como de suero (Figura 25C). En ambos casos, los animales HO presentaron una

acumulacidn significativa de HexSph.

A Activ. B-GCasa B HexSph en suero C HexSph en VMB
1.51 120- o T 2.0
o 3 .
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2 5 @ a4t |3
85 0.5 g 3 0© p=
u o
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= 1 [
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0.0- 0- 0.0-
WT HZ HO WT HZ HO WT HZ HO

Figura 25. Caracterizacion del modelo murino Gbal D409V KI. A) Ensayo de actividad enzimatica B-GCasa
en el mesencéfalo ventral (VMB) de ratones Gbal D409V Kl homocigotos (HO), heterocigotos (HZ) y
controles (WT). Los resultados se expresan como cambio relativo respecto a los niveles de WT.
Concentracion de GluSph B) en el VMB y C) en suero de ratones Gbal D409V KI HO, HZ y WT. Los
diagramas se presentan como media * error estandar de la media. Se aplicd test ANOVA de una via con
prueba de comparaciones multiples de Dunnett. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.
Adaptado de la tesis doctoral de Marta Montpeyd Garcia-Moreno (2024).

4.3.3. Evaluacion de chaperonas alostéricas para GBA1.

Una segunda linea de investigacién del Grupo de Enfermedades Neurodegenerativas del
VHIR, en colaboracidon con la empresa farmacéutica Gain Therapeutics, tiene como
objetivo disefiar y caracterizar nuevas chaperonas moleculares alostéricas y especificas
de B-GCasa que puedan llegar al SNC para incrementar la actividad B-GCasa neuronal en
el contexto de la EP. En este proyecto, la cuantificacién de GSL en muestras bioldgicas
ha sido uno de los principales readouts empleados para evaluar la eficacia terapéutica
de las chaperonas. A través de estrategias de drug discovery, se identificaron
compuestos candidatos, seleccionando el mas eficaz en funcién de su capacidad para

incrementar la actividad enzimatica y reducir la concentracion de HexCer y HexSph en
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fibroblastos de pacientes con EG (L444P/L444P). Este compuesto fue posteriormente
validado in vitro en el modelo celular BE(2)-M17 (GBA1 WT, N370S y L444P),
demostrando una reduccidn significativa de HexSph en células mutantes (Figura 26) y

una mejora en la viabilidad celular [121].

HexCer HexSph
A (10 dias de tratamiento) B (10 dias de tratamiento)

15001 2.5+

g
=]
1

10004

HexSph levels
(pmol/mg total protein)
&

HexCer levels
(pmol/mg total protein)

5

1

500+

e
w0
1

WT N370S L444P WT N370S L444P D409V

Figura 26. Concentracion de HexSph y HexCer en células BE(2)M17 tras el tratamiento con chaperonas
A y B. Resultados de la cuantificacién de A) HexCer y B) HexSph, en las cuatro lineas neuronales (WT,
N370S, L444P y D409V) tras 10 dias de tratamiento con las chaperonas seleccionadas Ay B a 25 puM. El
control es el tratamiento con solucién vehicular (VEH). Los resultados se presentan como media *
desviacion estandar de experimentos independientes. Se aplico test ANOVA de dos vias con prueba de
comparaciones multiples de Dunnett. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. Adaptada de la
tesis doctoral de Marta Montpeyd Garcia-Moreno (2024).

Ademas, las chaperonas seleccionadas durante el proceso de validacion in vitro se
evaluaron posteriormente in vivo en el modelo murino Gbal D409V Kl, para estudiar la
biodistribucién y capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica mediante la
cuantificacion de la actividad enzimatica y la reduccién de los esfingolipidos acumulados
en distintos tejidos, tanto del SNC como periféricos. En la Figura 27 se presentan los
resultados del experimento en el que 16 ratones macho fueron tratados por via oral, dos
veces al dia durante 12 dias consecutivos, con suero salino, solucién vehicular (VEH), o
chaperona A. Veinticuatro horas después de la ultima dosis, se procedid a su eutanasia
y diseccion, sin haberse observado signos de toxicidad. Aunque no se detectd un
incremento en la actividad B-GCasa (A, D y G), se observaron reducciones en las

concentraciones de ambos esfingolipidos en el VMB (B-C), higado (E-F) y bazo (H-I).
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Figura 27. Efecto de la chaperona A in vivo. (A-C) Resultados de los ensayos de actividad enzimatica de B-
GCasa (izquierda) y de la cuantificacion de esfingolipidos (derecha) realizados en mesencéfalo ventral
(VMB) de animales tratados con vehiculo (VEH) o chaperona A. (D-lI) Resultados de los ensayos de
actividad enzimatica de B-GCasa (izquierda) y cuantificaciéon de esfingolipidos (derecha) en érganos
periféricos (higado y bazo) de animales tratados con VEH o chaperona A. En todos los casos, los resultados
se presentan como media + desviacion estandar. Se aplicé test t student no pareado. * p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001, **** p<0,0001. Adaptada de la tesis doctoral de Marta Montpeyd Garcia-Moreno (2024).
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4.3.4. Evaluacion de nanoconjugados para terapia de reemplazo

enzimatico (ERT).

Otra linea de investigacién del Grupo de Enfermedades Neurodegenerativas del VHIR
tiene como objetivo desarrollar nuevas formulaciones basadas en ERT con B-GCasa
recombinante, denominada nanoGBA, con el fin de mejorar su estabilidad, distribucion
y eficacia terapéutica. La cuantificacion de esfingolipidos con estos métodos ha
permitido estudiar los efectos de dicho farmaco experimental en modelos in vitroy e in

vivo.

En la Figura 28 se presentan los resultados para la cuantificacién de HexCer y HexSph in
vitro, a los 1, 3 y 7 dias tras tratamiento con nanoGBA. La acumulacién total de HexCer
y HexSph en la linea celular BE(2)-M17 KO fue elevada en comparacién con las lineas WT
y mutantes, por lo que el efecto de nanoGBA se evidencid como una reduccién
significativa de estos lipidos, siendo mas pronunciado con el tiempo. En cambio, en las
lineas WT y mutantes, donde el grado de acumulacidn es menor, el efecto de nanoGBA

fue menos marcado.

)
Ohah 24h 72h 168h
NN EEE NN AEEEREEEE
GCase actv GCase actv
Lipid quantification Lipid quantification /
/A HexCer B HexSph \
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o <
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Figura 28. Concentracion de esfingolipidos tras tratamiento con nanoGBA in vitro. A) HexCer y B) HexSph
fueron cuantificadas tras 1, 3 y 7 dias de tratamiento, en lineas celulares GBA1 WT, KO, N370S y L444P,
comparadas con lineas no tratadas control. Los datos se expresan como media * error estandar de la
media de triplicados. Adaptada del trabajo de fin de master de Pablo Castillo-Sanchez (2022).
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In vivo, se llevd a cabo un estudio para comparar el comportamiento de nanoGBA con
GBA (como ERT convencional) tras su administracidon intravenosa. No se detectaron
aumentos de actividad B-GCasa a los 7 dias con ninguno de los dos farmacos, pero el
efecto global pudo evaluarse al cuantificar los niveles de HexSph en tejidos y suero. El
tratamiento con nanoGBA redujo de forma mds marcada la concentracion de HexSph en
higado y bazo en comparacidon con GBA, lo que sugiere una mayor eficacia a largo plazo
en o6rganos diana (Figura 29A-B). En suero, ambos tratamientos redujeron
significativamente HexSph a los 1y 3 dias respecto a los ratones HO control; a los 7 dias,
solo el tratamiento con nanoGBA mantuvo una reduccion significativa, reflejando una

mayor duracion del efecto sistémico que con ERT convencional (Figura 29C).
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Figura 29. Evaluacion del tratamiento nanoGBA in vivo. Los ratones GBA D409V Kl HO fueron tratados
por via intravenosa con 25 pg de GBA o de nanoGBA y sacrificados a los 1, 3 o 7 dias tras la administracién.
Los ratones WT y D409V HO tratados con vehiculo se utilizaron como controles positivo y negativo,
respectivamente. A-B) Cuantificacion de HexSph en higado y bazo una semana después de la
administraciéon de nanoGBA o de GBA. Se aplicé ANOVA, con comparaciones multiples de Games-Howell.
*p <0,05; **p <0,01. C) Cuantificacion de HexSph en suero en los dias 1, 3y 7 después de la administracidon
de nanoGBA o de GBA. Los datos se expresan como media + desviacion estandar. Entre los grupos GBA y
nanoGBA se aplicd ANOVA de dos factores con comparaciones multiples de Tukey. Adaptada de la tesis
doctoral de Eddi Pradas-Gracia (2025).
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Resultados
Seccion i



Los capitulos incluidos en esta Seccion Il presentan los resultados del desarrollo y
evaluacion del método LC-MS/MS para la cuantificacion de GluCer y GalCer en LCR
humano (capitulo 5), la integracion de estrategias de evaluacion del efecto matriz
(capitulo 6) y la aplicacion del método en estudios clinicos (capitulo 7). Estos capitulos
estdn vinculados al sequndo, tercer y cuarto objetivos especificos, respectivamente.
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Resultados Seccion ll:
Método LC-MS/MS para la
cuantificacion de
isoformas de GluCer y
GalCer en LCR humano
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5.1. DESARROLLO Y OPTIMIZACION DEL METODO PARA LA
CUANTIFICACION DE GLUCER Y GALCER EN LCR HUMANO

5.1.1. Pretratamiento de las muestras de LCR.

Se evaluaron distintas condiciones experimentales basadas en publicaciones previas
[172,173,198,202], incluyendo la incubacién en frio durante la extraccidn, el nimero de
extracciones secuenciales por LLE y las proporciones de MeOH:CHCls en ellas (2:1/2:1,
1:1/2:1, 1:1/1:1 y 3:1/2:1), la proporcidn de volumen solvente/muestra, o los tiempos
de agitacion. El protocolo optimizado consistié en anadir 80 plL de calibradores, QC o
muestras de LCR a tubos eppendorf. Se incorporaron 15 puL de WS(IS)icr-niL y 120 pL de
agua desionizada, vorteando tras cada adicion. A continuacién, se afiadieron 600 uL de
MeOH:CHCl; (1:2, v/v), y las muestras se agitaron en vértex durante 2 minutos.
Posteriormente, se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos a 4 °Cy se recuperé

la fase organica (inferior), que fue transferida a tubos de vidrio.

En un segundo paso, se afiadieron 600 uL de MeOH:CHCl; (1:2, v/v) a la fase acuosa
remanente, repitiendo la agitacion y la centrifugacion en las mismas condiciones. Ambas
fases organicas resultantes se mezclaron, se evaporaron bajo nitrégeno, se
reconstituyeron en 250 pl de fase movil orgdnica y se transfirieron a viales

cromatograficos.

5.1.2. Optimizacion de los parametros cromatograficos y del detector.

Las especies GluCer y GalCer se separaron utilizando una columna HALO HILIC 90A de
2,7 um, 4,6x150 mm (Advanced Materials Technology, EE.UU.). Las fases moviles Ay B
consistieron en MeCN:MeOH:H,0:FA (5:47,5:47,5:0,5) con 5 mM de formiato de
amonio, y MeCN:MeOH:H,0:FA (95:2,5:2,5:0,5) con 5 mM de formiato de amonio,
respectivamente, con un gradiente binario, equivalente al método desarrollado en el
apartado 4.2.. Sin embargo, los lisoesfingolipidos presentaron una sefial indetectable en

LCR, atribuible a su baja concentracion en esta matriz. Por ello, se evalué el rendimiento
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Tabla 15. Parametros optimizados de HPLC y MS/MS y transiciones MRM para la cuantificacién de
isoformas de GluCer y GalCer y sus correspondientes IS en muestras de LCR.

Columna Halo HILIC 90A 2,7 um, 4,6x150mm Analito TR (min)

Temp. columna 35°C GluCer C16:0 3,322

L. MeCN:MeOH:H20:FA (5:47,5:47,5:0,5)
Fase movil A . . GalCer C16:0 3,586
5mM Formiato de amonio

L. MeCN:MeOH: H20:FA (95:2,5:2,5:0,5)
Fase movil B . . GluCer C18:0 3,268
5mM Formiato de amonio

Solvente de lavado IPA GalCer C18:0 3,506
GluCer C20:0 3,187
Gradiente ? Tiempo (min) %B GalCer C20:0 3,424
0a2 100 GluCer C22:0 3,125
2,01a3,01 70 GalCer C22:0 3,362
3,0224,02 40 GluCer C23:0 3,126
4,03 a5,09 5 GalCer C23:0 3,326
510a7,5 100 GluCer C24:0 3,084
Flujo (mL/min) 0,7 GalCer C24:0 3,301
Vol. de inyeccién (pL) 10 GluCer C24:1 3,107
Tiempo de analisis (min) 7,5 GalCer C24:1 3,326
Temp. automuestreador (°C) 4 GluCer C22:0-d4 (IS) 3,125
GalCer C22:0-d4 (IS) 3,362
5 Transicion MRM
Analito Q1 (V) CE (eV) Q3 (V) Fuente
(m/2)
GluCer C16:0 700.6 > 264.3 -26 -35.0 -19 Modo de ionizacion  ESI +
Flujo de gas nebulizador
GalCer C16:0 700.6 > 264.3 -26 -35.0 -19 . 3
(L/min)
Flujo de gas de
GluCer C18:0 728.6 >264.3 -26 -36.0 -19 5

calentamiento (L/min)
Flujo de gas de secado

GalCer C18:0 728.6 >264.3 -26 -36.0 -19 . 15
(L/min)
GluCer C20:0 756.7 >264.3 -26 -36.0 -19 Temp. interfase (°C) 300
Temp. linea de
GalCer C20:0 756.7 >264.3 -26 -36.0 -19 150

desolvatacion (°C)
Temp. bloque calefactor

GluCer €22:0 784.7 >264.3 -30 -38.0 -19 g 50
GalCer €22:0 784.7 > 264.3 -30 -38.0 -19

GluCer C23:0 798.7 > 264.3 -30 -38.0 -19

GalCer €23:0 798.7 > 264.3 -30 -38.0 -19

GluCer C24:0 812.7>264.3 -30 -40.0 -19

GalCer C24:0 812.7>264.3 -30 -40.0 -19 Tiempo adq‘fismén /15

dwell time (ms)

GluCer €24:1 810.7 > 264.3 -30 -40.0 -19

GalCer C24:1 810.7 > 264.3 -30 -40.0 -19

GluCer C22:0-d4 (IS) 788.7 > 264.3 -30 -38.0 -19

GalCer €22:0-d4 (IS) 788.7 > 264.3 -30 -38.0 -19

2 Los cambios en el % de B son inmediatos.
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de una extraccién independiente mediante precipitacion directa, incluyendo también la
incorporacién de una etapa adicional de evaporacién y reconstitucion en un volumen
minimo de 30 pl de fase mévil organica, para concentrar los analitos. Esta modificaciéon
duplicé la sefial obtenida de un estdandar a 400 nM (dreas de 563.429 a 1.106.908)
respecto a la precipitacidn directa cldsica, pero no resulto suficiente para su inclusién en

el andlisis, dadas las concentraciones considerablemente mds bajas previstas en LCR.

Ante esta limitacion, se evalud una elucidn isocratica para la separacién de las isoformas
gue, al no mejorar la resolucién de los analitos, fue descartada, también con el propdsito

de mantener una estrategia metodoldgica lo mds homogénea posible entre matrices.

Las muestras se mantuvieron en el automuestreador a 4 °C y se inyectaron 10 uL. El

analizador de masas operd en modo de ESI(+), y en modo de adquisicion MRM.

Elion producto seleccionado representaba el ion fragmento principal, generado a través
de la pérdida neutra de la cadena acilo, glucosa (o galactosa) y una molécula de H,0, y
correspondiente al fragmento de la fraccion de esfingosina (m/z 264), tal como se
describe en las bases de datos de lipiddmica [192] y anteriormente [79,171]. Los detalles

de las condiciones cromatograficas y del detector MS se resumen en la Tabla 15.

5.1.3. Curvas de calibracién y controles de calidad internos.

La optimizacidn resulté en el disefio de cuatro curvas de calibracidn en matriz subrogada
(aLCR) con un intervalo de medida de 2,5 a 200 nM, cuya preparacion se detalla en el
subapartado 3.3.3.. Las curvas preparadas con estandares independientes y mediante
dilucién seriada fueron equivalentes, por lo que se optd por la segunda estrategia para
reducir el volumen de matriz empleado. Las isoformas de GluCer se cuantificaron
utilizando sus respectivas curvas de calibracion, con excepcion de las isoformas C22:0,
C23:0 y C24:0, que fueron semicuantificadas empleando las curvas de C18:0 y C24:1,
respectivamente. Para todas las isoformas de GluCer se utilizé GluCer C22:0-d4 como IS.
Las isoformas de GalCer se semicuantificaron utilizando la curva de calibracién de GalCer

C24:1, empleando GalCer C22:0-d4 como IS.
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Los estandares de calibracién y los QC internos se procesaron de forma analoga a las

muestras.

Se muestra un cromatograma representativo de un estandar de la curva en la Figura 30.

110000 GluCer C24:1 (3.107)

voose GluCer C22:0-d4 (IS) (3.125)
§ GluCer C18:0 (3.268)
. 70000 GalCer C24:1 (3.326)
e
@ - GluCer C16:0 (3.322)
$ s0000
2 GalCer C22:0-d4 (IS) (3.362)
- 30000

10000 -

| .

3.00 3.10 3.20 3.30 3.40 3.50 3.60
Time (min)

Figura 30. Cromatograma del estandar de 200 nM, en el que se indican los tiempos de retencion de las
isoformas de GluCer y GalCer.
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5.2. EVALUACION DEL METODO PARA LA CUANTIFICACION DE
GLUCER Y GALCER EN LCR HUMANO

5.2.1. Separaciéon cromatografica

El método logré la elucion de 14 analitos en LCR, 7 isoformas GluCer (C16:0, C18:0,
C20:0, C22:0, C23:0, C24:1 y C24:0) y sus 7 isbmeros estructurales GalCer, en una

ventana de elucién de 4 minutos y un analisis total de 8 minutos (Figura 32).

5.2.2. Linealidad de la curva.

Las curvas de calibracién de siete puntos para cada una de las isoformas (GluCer C16:0,
C18:0, C24:1 y GalCer C24:1) mostraron una respuesta lineal con ajuste ponderado 1/C

y coeficientes de determinacion (R?) > 0,995 (Figura 31).

GluCer C16:0 GluCer C18:0
209 R2-0.9977 124 R?=0.9945 o
y=0.088"x - 0.225; _ oy - .
154 = ) y= 0.058"x - 0.200;
e m= 0.088 (0.083 to 0.093); o 94 m=0.058 (0.0528 to 0.0627);
® n=-0.225 (-0.645 to 0.196) = n=-0.200 (-0.631 to 0.230)
© 10 -
2 g 6
< s 4 ]
3-
0 y " : . (] r r r r
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Standard conc. (nM) Standard conc. (nM)
GluCer C24:1 GalCer C24:1
20 R2=0.9965 31 R2=0.9991
y=0.103"x - 0.186; y=0.015" - 0.035;
© 157 m=10.103 (0.096 t0 0.110); © 21 m=0.015(0.01410 0.015);
= n=-0.186 (-0.802 to 0.430) = n=-0.035 (-0.079 to 0.001)
© . © 24
g 10 5 o
< <
5+ 11
0 T T T T 0 T T T T
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Standard conc. (nM) Standard conc. (nM)

Figura 31. Linealidad de las curvas de calibracién. El LLLI (limite inferior del intervalo de linealidad) se
establecid en 2,5 nM, el LoQ (limite inferior de cuantificacion) en 5 nM y el ULoQ (limite superior de
cuantificacién) en 200 nM. Se presentan los intervalos de confianza del 95 % (IC95 %) de las pendientes y
las ordenadas al origen obtenidas mediante regresion lineal.
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Figura 32. Cromatogramas representativos indicando los tiempos de retencion de las isoformas de
GluCer y GalCer detectadas mediante HILIC-ESI-MS/MS. A) Cromatograma de una muestra de LCR
humano. B-lI) Ampliacién de los cromatogramas correspondientes a cada isoforma, donde se observa una
separacion eficiente de ambos isdmeros, con las isoformas de GluCer eluyendo antes que sus
correspondientes isomeros de GalCer.
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Tanto la precisién como las desviaciones de las concentraciones retrocalculadas
respecto a la concentracién nominal en las curvas de calibracidon se consideraron

aceptables, al cumplir con los requisitos establecidos (Tabla 16).

Tabla 16. Desviacion respecto a la concentracidon nominal (sesgo, %) y variabilidad (CV, %) interserie
de las concentraciones retrocalculadas a partir de las curvas de calibracion (n=4) para cada analito.

GluCer C16:0 GluCer C18:0 GluCer C24:1 GalCer C24:1
Conc. nominal

(nM) Sesgo cv Sesgo cv Sesgo cv Sesgo cv
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
2,5 18,7 10,0 17,1 25,3 28,1 8,8 26,4 9,7
5 5,8 6,0 0,1 13,8 -5,1 4,7 1,6 5,8
10 -4,6 14,0 1,3 10,1 1,4 3,1 -6,6 8,1
25 -11,4 0,6 -4,7 11,9 -10,2 4,2 -12,6 2,8
50 -8,9 8,5 -5,6 10,5 -7,5 12,3 -10,4 4.4
100 1,0 7,7 -0,8 10,6 1,8 8,9 5,7 4,8
200 3,6 1,2 2,3 1,7 2,8 1,8 1,4 2,6

En el estudio de equivalencia entre matriz artificial y nativa, una de las muestras de aLCR
mostré un exceso de analitos enddgenos en el blanco y fue excluida del estudio. La
presencia de compuestos endégenos también dificultaron los calculos a 50 nM. Por
tanto, sélo fue posible estudiar la variabilidad entre las areas ratio de cada estandar a

100 nM preparado en aLCR y en nLCR, que fue inferior al 15 % (Tabla 17).

Tabla 17. Evaluacion de la equivalencia entre la matriz artificial (aLCR) y nativa (nLCR).

GluCer C16:0 GluCer C18:0 GluCer C24:1

100nM standard aLCR (area ratio) 0,3001 0,0900 0,2283
100nM standard nLCR (area ratio) 0,3600 0,1103 0,2570
CV, % 12,8 14,3 8,4
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5.2.3. Limite de blanco, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

El LoB se estimd entre 0,29 y 1,05 nM, y el LoD, entre 0,53 y 1,93 nM (Tabla 18). El LoQ
se fij6 en 5 nM, con una veracidad y precision interserial <16% para todas las isoformas

(Tabla 19) y una relacién sefial/ruido (S/N) >10:1.

Tabla 18. Estimacidn de la capacidad de deteccion del método.

GluCer C16:0 GluCer C18:0 GluCer C24:1 GalCer C24:1

LoB, nM 1,05 0,50 0,29 0,39

LoD, nM 1,93 0,86 0,53 0,80

Zero samples, S/N 3,79 1,73 1,20 1,58
LLQC 5nM samples, S/N 26,51 10,46 19,42 20,76

5.2.4. Precision y veracidad.

La precisidn y la veracidad entre series analiticas oscilaron entre el 10,9 %y el 12,5% y
entreel 0,6 %yel9,0% a20nM;entreel9,2% yel11,3%yentreel0,6%yel6,4%a
50 nM; yentreel 8,5%yel 11,6 %yentreel 3,0%yel 8,5 %a 100 nM, respectivamente
(Tabla 19).

5.2.5. Selectividad.

La identificacién de los compuestos se confirmé mediante la coincidencia de los TR en
las muestras de LCR con los correspondientes estdndares, con una variacién inferior al
+2,5% (Figuras 30 y 32). Las senales obtenidas para las transiciones de los analitos en
muestras de blanco no fueron distinguibles del ruido de fondo. Asimismo, la transiciéon
ficticia permitio descartar la presencia de interferencias en los TR correspondientes a los

analitos (Figura 33), lo que confirmé la ausencia de product-ion cross talk.
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Tabla 19. Resultados de la evaluacidn de la precision (CV, %) y veracidad (sesgo, %) intra e interserie.

Intraserie @ Interserie ®
Muestra Analito Serie
Media,nM CV, % Sesgo, % CcV, % Sesgo, %
1 5,77 18,6 15,4
GluCer C16:0 15,2 16,0
2 5,83 13,9 16,6
1 4,36 10,4 -12,9
s GluCer C18:0 12,5 -8,8
& S 2 4,76 13,9 -4,7
|
o & 1 5,51 11,9 10,1
=] GluCer C24:1 16,5 13,4
= 2 5,83 21,2 16,7
1 5,11 14,2 2,3
GalCer C24:1 16,6 2,4
2 5,13 20,9 2,5
1 18,88 8,1 -5,6
GluCer C16:0 2 19,52 12,9 -2,4 12,5 -5,9
3 18,14 12,1 -9,3
1 18,16 13,2 -9,2
GluCer C18:0 2 18,82 12,8 -5,9 11,2 -9,0
=
S n 3 17,60 8,8 -12,0
(V] ol
S & 1 20,45 53 2,2
=1
GluCer C24:1 2 21,09 12,2 5,4 12,2 -0,6
3 18,22 13,5 -8,9
1 21,11 6,6 5,5
GalCer C24:1 2 21,56 10,5 7,8 10,9 4,0
3 19,81 14,3 -1,0
1 42,76 9,9 -14,5
GluCer C16:0 2 52,29 5,0 4,6 11,3 -6,4
3 45,39 7,8 -9,2
1 47,65 9,3 -4,7
GluCer C18:0 2 52,18 6,2 4,4 9,2 -3,8
S
S w 3 44,44 2,2 -11,1
n o
O & 1 46,09 7,1 7,8
g
2 GluCer C24:1 2 55,74 4,3 11,5 10,1 0,6
3 49,12 7,5 -1,8
1 46,85 8,3 -6,3
GalCer C24:1 2 51,50 7,1 3,0 7,2 -1,9
3 48,83 3,2 -2,3

(Cont.)
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Tabla 19 (Cont.). Resultados de la evaluacion de la precision (CV, %) y veracidad (sesgo, %) intra e
interserie.

Intraserie ? Interserie ©
Muestra Analito Serie
Media, nM CV, % Sesgo, % CcV, % Sesgo, %
1 90,90 7,7 -9,1
GluCer C16:0 2 101,31 9,0 1,3 11,2 -5,6
3 89,30 13,9 -10,7
1 96,43 7,8 -3,6
s GluCer C18:0 2 108,31 14,9 8,3 11,6 3,0
S 3 116,02 3,9 16,0
o wn
AT
L') c 1 104,72 5,3 4,7
g
T GluCer C24:1 2 105,75 8,7 5,7 8,5 3,3
3 98,83 11,5 -1,2
1 111,54 6,7 11,5
GalCer C24:1 2 112,56 9,9 12,6 9,8 8,5
3 100,42 9,9 0,4

2 Cinco réplicas reportadas para cada serie analitica independiente. ® Combinacién de los datos de todas
las series

_. 750
w
(=9
= 500
£
g 250
=
£ A MMJMJ‘A_N
IS 0

: : : . . ‘ : ‘

15 2.0 25 3.0 35 40 45 5.0

Time (min)

Figura 33. Monitorizacidn de la transicion ficticia. Cromatograma resultado de la monitorizacidn de la
transicidn ficticia (m/z 600>264.3) durante la inyeccién del calibrador de concentracién mas alta en el
ensayo de validacidn de cross-talk.
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Al evaluar la posible contribucion cruzada de cada estandar individual y del IS a las
transiciones restantes, todas las sefales resultaron ser despreciables (<1%), con la Unica
excepcion de la transicién de C24:0, cuya senal representd <8% tras la inyeccion del

estandar de C24:1 a la concentracién mas elevada (Tabla 20).

5.2.6. Estabilidad.

Los QCs se mantuvieron estables durante al menos cuatro semanas a -20 °C, dos meses
a -80 °C, con un ciclo de congelacién-descongelacién, y tras la reinyeccién de muestras
reconstituidas dejadas durante la noche en el automuestreador. Se observaron pérdidas
estadisticamente significativas del -68 % para todos los analitos cuando las muestras se
mantuvieron a 4-6 °C durante 48 horas. En el caso de GalCer C24:1, se detectd un
aumento leve pero significativo tras 24 horas a temperatura ambiente (Figura 34 y Tabla

21).

150=

100 T T -

Conc. (nM)

GluCer C16:0 GluCer C18:0 GluCer C24:1 GalCer C24:1

S1(n=2) wmm S2(n=2) mmm S3(n=2) mmm S4 (n=2) S5 (n=2)

Figura 34. Representacion grafica del estudio de estabilidad de las muestras. Los boxplots se presentan
como mediaxSD. S1: 24 h a temperatura ambiente; S2: 48 h a 4 °C; S3: 1 mes a -20 °C; S4: 2 meses a -80
°C; S5: 1 ciclo de congelacion-descongelacion. *p<0,05 respecto a la concentracién basal (100 nM).
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Tabla 21. Resultados de la evaluacion de la estabilidad de las muestras.

Analito S1 S2 S3 sS4 S5
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
Media, nM 101,2 30,8 105,5 102,7 109,8
CV, % 1,8 8,4 1,1 5,7 1,0
GluCer C16:0
Sesgo, % 1,2 -69,2 5,5 2,7 9,8
p-valor 0,5255 0,0170%* 0,0920 0,6293 0,0519
Media, nM 98,5 30,8 99,3 98,4 110,1
CV, % 2,3 4,2 1,4 6,0 8,2
GluCer C18:0
Sesgo, % -1,5 -69,2 -0,7 -1,6 10,1
p- valor 0,5205 0,0087* 0,6112 0,7724 0,3559
Media, nM 111,6 34,1 100,4 100,6 105,3
CcV, % 2,6 6,4 2,0 4,5 2,8
GluCer C24:1
Sesgo, % 11,6 -65,9 0,4 0,6 5,3
p- valor 0,1140 0,0150%* 0,8228 0,8820 0,2402
Media, nM 118,1 32,9 104,9 103,0 101,0
oV, % 1,1 4,1 1,5 3,5 0,7
GalCer C24:1
Sesgo, % 19,0 -67,1 4,9 3,0 1,0
p- valor 0,0301* 0,0090* 0,1482 0,4546 0,2952

Se presentan la media, la variacion (CV, %) y la desviacidn (sesgo, %) respecto a la concentracidon nominal
(100 nM). *p<0,05. S1: 24 h a temperatura ambiente; S2: 48 h a 4 °C; S3: 1 mes a -20 °C; S4: 2 meses a -
80 °C; S5: 1 ciclo de congelacién-descongelacion.

5.2.7. Arrastre.

Las areas de pico correspondientes a cada isoforma en sus respectivos TR en las

muestras de blanco inyectadas tras los estandares a 200 nM no mostraron diferencias

respecto a la sefial-ruido (Figura 35).

:

Intensity (cps)
g

3.0 35 40 45 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 75
Time (min)

Figura 35. Estudio de arrastre. Cromatograma de una muestra de blanco tras la inyeccion del calibrador
de mayor concentracién en el ensayo de arrastre. Se muestran todas las transiciones monitorizadas.
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6.1. RESULTADOS TEORICOS DEL DISENO EXPERIMENTAL

La integracién en un Unico diseifo experimental de los calculos derivados de las diversas
recomendaciones para evaluar el efecto matriz, recuperacion y eficiencia del proceso,
resulté en un flujo de trabajo formado por tres estrategias que permitié evaluar de
manera conjunta y complementaria los factores que influyen en el rendimiento del
método. A continuacion, se presentan los resultados tedricos del flujo propuesto,

esquematizado en la Figura 36.

6.1.1. Primera estrategia.

Esta estrategia permite analizar de forma aditiva la contribucidn de las distintas fuentes
de variabilidad a lo largo del procedimiento experimental, y valorar la capacidad del IS
para compensarlas. En el set 1, los CV de las dreas absolutas reflejaron la variabilidad del
sistema analitico, que incluye tanto la preparacién de las muestras como el rendimiento
cromatografico y del detector de masas. El set 2 incorpord el efecto matriz relativo,
representando la variabilidad introducida por la matriz cuando se afade la misma
cantidad del compuesto estudiado. Por ultimo, el set 3 integré la variabilidad derivada
de las recuperaciones entre diferentes lotes, sirviendo asi como indicador de la precision
global del método asociada a la medicién del estandar. De esta manera, cada set
acumulé las fuentes de variabilidad de los anteriores. Los CV de las areas ratio
estandar/IS permitieron evaluar en cada etapa la capacidad del IS para compensar estas
variaciones. Ademas, mediante los diagramas de dispersion se analizd la correlacién
entre las respuestas del estandar y del IS, observdandose posibles patrones compartidos
en la respuesta. La presencia de una tendencia positiva indicaria que las variaciones del
IS entre lotes siguen un comportamiento paralelo al del estandar, sugiriendo una
compensacion efectiva por parte del IS frente a la variabilidad observada. Por ultimo, la
variabilidad de las pendientes obtenidas a partir de las areas ratio en cada concentracién
proporciona un valor adicional que integra el intervalo de concentraciones estudiado.
Esta medida permite estimar la homogeneidad de la respuesta entre lotes ante los

factores de variabilidad considerados en cada set.
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6.1.2. Segunda estrategia.

Esta estrategia se centra en valorar como la variabilidad acumulada a lo largo de todo el
procedimiento experimental, incluyendo el efecto matriz, la recuperacion y el

rendimiento del sistema analitico, influye en la cuantificacidn final del analito.

6.1.3. Tercera estrategia.

Esta estrategia profundiza en el andlisis individual del efecto matriz, la recuperaciény la
eficiencia global del proceso, asi como en su comportamiento relativo frente al IS. Los
pardmetros ME, RE y PE representan, respectivamente, el efecto de la matriz sobre la
eficiencia de ionizacion del analito, la fraccién del compuesto recuperada tras las etapas
de extraccion y procesamiento del método, y la eficiencia global resultante de la

combinacion de ambos factores.

La relacién entre ME y RE (identificada mediante diagramas de dispersién) puede
proporcionar informacion sobre la relacidn entre la recuperacién de interferentes de la
matriz que influyen en la ionizacién de los analitos. Una correlacién positiva sugiere que
una mayor recuperacion se asocia a un menor efecto matriz, lo que indicaria una mayor
eficacia del proceso en la eliminacién de compuestos interferentes. En cambio, una
correlacién negativa implicaria que una mayor recuperacién conlleva un aumento del
efecto matriz, posiblemente debido al arrastre de componentes enddgenos que afectan

negativamente a la eficiencia de ionizacién del analito.

Para estimar en qué medida estos procesos afectan diferencialmente al analito en
relacion con el IS, se calcularon los factores normalizados de efecto matriz (MEF),
recuperacién (REF) y eficiencia del proceso (PEF). Valores préximos a 1 reflejarian una

buena capacidad del IS para compensar el efecto de cada uno de estos factores.

Finalmente, se calculd la variabilidad de estos descriptores, tanto en sus valores
absolutos como normalizados por IS, para estimar la robustez del método frente a la

variabilidad del efecto matriz y de las recuperaciones entre distintos lotes.
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6.1.4. Herramienta Excel.

Se disefidé una plantilla de hoja de calculo de Microsoft Excel de uso libre, de acuerdo
con la estructura de las estrategias descritas (Figura 37). Esta herramienta automatiza
los calculos y la generacidn de los diagramas de dispersidon para facilitar la obtencién de
los datos y armonizar su analisis. Estd disponible para su descarga como Material

Suplementario de la publicacién de 2025 en ACS Omega (Anexo).

g A

[Study information

Method [GluCeroloms ]
Matrin|C5T ]
Data of analysis [2024 ]

The cells in biue are to be filled in with the ¢ata from
your study

STO[GCerCB:0 GiCer B0 [GhuCercza
15[GiCercaz 10a

Matri lots 1o test €571 =2 == [

STD concentrations (nM)[50 [0 | [ | |

15 concentation (MIE ]

Areas obtained from the study following the protocol presented in the manuscript.

set 1: STD and IS spiked in mobile phase (MP)

2957113
4313397

4775658
REEEEA] 7673655

/

FIRST APPROACH: Calculation of absolute peak areas and standard-to-IS peak area ratios variability between different matrix lots.

ision [CV3)

'E" CerC16:0
s

S , — - )

Figura 37. Vista ilustrativa de la herramienta Excel para el estudio integral del efecto matriz, eficiencia
de recuperacién y eficiencia del proceso. A) Introduccidn de datos del estudio (concentraciones, analitos,
matrices), y ejemplo para la introduccién de areas del set 1. B) Captura de la primera estrategia, para el
calculo del CV de areas absolutas y areas ratio, con el ejemplo de C16:0 (cont.).
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/c

SECOND APPROACH: Evaluation of the influence of overall process precision on analyte quantification.

*Considered approach:

Calculate the concentrations using the two lots with the most divergent slopes, as follows: one lot is used to provide the|
area ratios and the other to provide the curve equation (based on the concept proposed by J Chromatogr B. 2006 Jan
18:830(2):293-300). Calculate i i i i i
(adapted from ICH M10 recommendations and Anal. Chem. 2003, 75(13), 3013-3030). This approach is also consistent
with the global ME(%) concept proposed in Anal. Chem. 2017, 83(14), 7560-7568.

Nominal value Calculated Memrn-m]ﬁﬂev from nominal value
46,10

100 109,50

o enter the calc. conc.

o enter the calc. conc.

o enter the calc conc

Enter here the lots with the most divergent sloees:l CSF1 CSF2

Define here the remaining lot:

Calculate the concentrations using the two curve equations obtained from the two lots that showed the most divergent
slopes. For each nominal concentration, compare the resulling concentrations using both curves, and determine the.
relative percent difference between thern (adapted from J Chromatogr B. 2006 Jan 18,830(2):233-300).

Nominal value Highest calculated conc. |Lowest calculated conc. |max %dev between conc.
50 50,94 47,19 7.9

100 97,28 90,40 7.6

o enter the calc. enter the calc. conc. #iVALOR!

o enter the o enter the cal c #iVALOR!

o enter the calc. conc. enter the calc conc #iVALOR!

Curves ob d from set 3 and deviation from | value.
GluCerC16:0
CSF1 CSF2 CSF3
Curve 1 Curve 2 Curve 3
20,00 20,00 + 20,00
y=0,1671x+0,4435 @ y=0,2121x-2,4751" =D,1675x-0,048 &
o 1500 15,00 s 15,08
B i ) 2 2
= 10,00 = 10,00 = 10,00
3 s 2 k4
< 5,00 5 5,00 § 5,00 <
0,00 0,00 - 000 -
0 50 100 150 ] 50 100 150 0 50 100 150
5,00 5,00
Nominal value Nominal value Nominal value
slope: 0,17 0,21 0,17
Enter here the lots with the most divergent sloges:] CSF1 | CSF2

/D

L

THIRD APPROACH: Calculation of ME, RE, PE, MEF, REF, PEF, rME, rRE, rPE, rMEF, rREF, rPEF values.

TVZ ME, MEF (normaliation of ME)

cone. CSF1 CSF2 CSF3 mean so CV (%)
ME GluCerC16:0 736 ’33.3 833 883 [131 (4.7
ME GluCer C22:1d4 565 634 [652 617 I_a,s 74
MEF GluCerC16:0 14 I3 113 14 02 126
conc.
ME GlCerC16:0 =3 10,0 381 [5a7 T3 B,
ME GluCerC22:1d4 434 617 635 [58.2 7.7 B2
MEF GluCerC16:0 15 18 15 16 [01 B
conc.[0 ]
ME GluiCerC16:0 OVIO! | LT | [T | TRV | [T ]
ME GluCerC22:1d4 WO/ | Tl | LTIV | LTI | CTE] 10"
MEF GluCerC16:0 WONIO! [#ionior [#onior | Y | (OO
conc.
ME GluCerC16:0 WOIIO! | LT | T | e o ot
ME GluCer C22:1d4 WONIO! | g | e [#ionvior | CYEI 70
MEF GluCerC15:0 {OIVIO! [#iohvior [*iorvior [ WO | ] 1o
conc.[0_ ]
ME GliCerC16:0 #OI0! | LTI | Y | LRIV T#ON! @
ME GluCerC22:1d4 #OIIO! | Tl [#0NI0T [#0i0T | a0l (W00
MEF GluCerC16:0 WONIO! (WO [wionvior [#iomvior [wiovior [#iOni0r

N

/

Figura 37 (Cont.). Vista ilustrativa de la herramienta Excel para el estudio integral del efecto matriz,
eficiencia de recuperacion y eficiencia del proceso. (cont.) C) Captura de la segunda estrategia, para el
calculo de la influencia global en la cuantificacion del analito, con el ejemplo de C16:0. D) Captura de la
tercera estrategia, para el calculo de ME, MEF, rME y rMEF en el ejemplo de C16:0.
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6.2. APLICACION EN LA EVALUACION DEL METODO CLINICO

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos al aplicar el flujo de trabajo al

método desarrollado para la cuantificacion de GluCer y GalCer en LCR.

6.2.1. Primera estrategia.

La Tabla 22 presenta los CV obtenidos a partir de las areas absolutas de los estandares y
del IS (A), asi como de las areas ratio estandar/IS (B) en los sets 1, 2 y 3, evaluados entre

diferentes lotes de LCR.

Tabla 22. Variabilidad (CV, %) en cada set de las areas absolutas de los estandares y del IS, y de las areas
ratio a cada concentracion individual entre distintos lotes de LCR.

A. Areas absolutas (CV, %)

C16:0 C18:0 C24:1 C22:0-d4
Cone. Setl Set2 Set3 Setl Set2 Set3 Setl Set2 Set3 Setl Set2 Set3
50 nM 10,0 70 185 91 98 157 65 104 16,6 52 6,4 14,8
100 nM 13,7 66 308 115 80 338 96 76 321 57 8,7 341

B. Areas ratio (CV,%)

C16:0/C22:0-d4 C18:0/C22:0-d4 C24:1/C22:0-d4
cone. Set1 Set 2 Set3 Set1 Set 2 Set 3 Set1 Set 2 Set 3
50 nM 14,8 3,0 4,1 13,8 8,0 1,3 11,5 7,5 2,1
100 nM 9,3 4,9 6,1 7,3 33 2,6 6,2 4,1 33

Enlossets 1y 2, los CV de las areas absolutas oscilaron entre el 5,2 % y el 13,7 %, y entre
el 6,4% y el 10,4 %, respectivamente. En el set 3, los CV fueron similares entre
compuestos, pero mostraron diferencias claras segun la concentracion: oscilaron entre
el 14,8 %y el 18,5 % a 50 nM, y entre el 30,8 % y el 34,1 % a 100 nM. En todos los casos,
los valores del set 3 superaron a los observados en los sets anteriores.

Los CV calculados a partir de las areas ratio fueron inferiores a los de las areas absolutas
en todos los casos, salvo en el set 1 a 50 nM. En el set 3, la reduccién de la variabilidad

tras normalizacidn con IS fue particularmente marcada (entre 1,3 % y el 6,1 %).
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Estas observaciones fueron consistentes con los patrones de correlacion entre las areas
del analito y del IS (Figura 38). En el set 1 se identificéd una correlacién negativa a 50 nM
y positiva a 100 nM, mientras que en los sets 2 y 3 fueron positivas a ambas

concentraciones, con coeficientes de correlacion (r) en el set 3 de entre 0,994 y 0,999.

Setil Set 2 Set 3
$150nM $1100 nM $2 50 nM $2 100 nM $350 nM $3 100 nM
o o 750000 o 700000 o 380000 450000 90000 100000
©lE el 2 2 460000 g g ‘ g '
= < £ 400000 < . <
Q 4 700000 4 650000 4 440000 “ &4 70000 &4 60000 -
[ o o £ 350000 o -1
[} < < << 420000 < < . < .
9 2 650000 s 2 600000 2 400000 2 300000 2 50000 —I 2 20000 Q
] 2000000 3000000 3000000 5000000 1800000 2200000 3300000 4300000 400000 600000 300000 1300000
C16:0 Abs. Area C16:0 Abs. Area C16:0 Abs. Area C16:0 Abs. Area C16:0 Abs. Area C16:0 Abs. Area
r=-0.835 r=0.834 r=0.906 r=0.833 r=0.994 r=0.994
5150 nM $1100 nM 5250 nM $2 100 nM $350nM $3100 nM
90000
o 750000 o 700000 o 180000 o 410000 2 g & ot
0 b} . b} 3 o o 3 °
22 . £ £ 460000 £ = . g
(&) 4 700000 4 650000 4 440000 4 360000 4 70000 4 60000 ®
oy - o E- < L] =4 [T
[ < < << 420000 < o
O 2 650000 2 600000 2 400000 2 310000 £ 50000 '*l £ 30000 *J
8 2000000 3000000 3000000 7000000 1800000 2800000 3300000 4300000 400000 600000 300000 1300000
C18:0 Abs. Area C18:0 Abs. Area C18:0 Abs. Are: C18:0 Abs. Area C18:0 Abs. Area C18:0 Abs. Area
r=-0.816 r=0.825 r=0.577 r=0.922 r=0.997 r=0.998
$150nM $1100 nM $2 50 nM $2 100 nM $350nM $3 100 nM
750000 700000 480000 420000 950000
- :;} . g 8 wo0000 § 400000 g ° g 0000 o
:r‘ 4 700000 4 650000 4 440000 i img 4 70000 4 60000 B
3 3 3 3 3 8
Ak . > s 3 sao00 2 *[ocom] 3 o |oenie]
a‘, = 650000 = 600000 = 400000 = 320000 = 50000 = 30000
Q 4000000 5000000 7000000 9000000 3600000 4600000 7000000 9000000 400000 2400000 400000 3400000
L_g C24:1 Abs. Area C24:1 Abs. Area C24:1 Abs. Area STD Abs. Area C24:1 Abs. Area C24:1 Abs. Area
r=-0.865 r=0.773 r=0.717 r=0.879 r=0.999 r=0.999

o) [em] | [ee]  [ee]

Figura 38. Diagramas de dispersion de las areas de los picos absolutos de los estandares y del IS para
cada set y concentracién. Se indican los coeficientes de correlacién de Pearson (r). Correlaciones
positivas, especialmente cuando son estadisticamente significativas, sugieren que la respuesta del IS sigue
un patron paralelo al de los estandares, lo que indicaria una compensacion efectiva del IS frente a la
variabilidad del estandar.

En cuanto a las curvas generadas, los CV de las pendientes entre lotes (Tabla 23)
siguieron un patrén similar al observado para las areas ratio, con los valores mas bajos

en el set 3, aunque con una variabilidad en general mas elevada.
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Tabla 23. Precision (CV %) de las pendientes obtenidas con distintos lotes de matriz.
C16:0 C18:0 C24:1
Set 1 Set 2 Set 3 Set 1 Set 2 Set 3 Set 1 Set 2 Set 3
LCR1 0,07 0,11 0,17 0,07 0,11 0,15 0,13 0,24 0,31

Lote

LCR2 0,05 0,10 0,21 0,06 0,11 0,16 0,11 0,23 0,36
LCR3 0,04 0,09 0,17 0,05 0,09 0,15 0,11 0,18 0,30

Media 0,05 0,10 0,18 0,06 0,10 0,15 0,12 0,22 0,32

SD 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,03

CV (%) 22,7 12,7 12,6 17,4 14,2 3,8 11,0 14,9 9,9

6.2.2. Segunda estrategia.

La Tabla 24 muestra las desviaciones entre las concentraciones calculadas y los valores
nominales en el set 3. En todos los casos, dichas desviaciones fueron inferiores al 10 %,

tanto para los distintos estandares como para ambas concentraciones evaluadas.

Tabla 24. Desviacion al valor nominal de las concentraciones calculadas a partir de las curvas obtenidas
en la primera estrategia.

C16:0° C18:0° C24:1°¢
Conc. nominal (nM) Conc. Calc. Sesgo Conc. Calc. Sesgo Conc. Calc. Sesgo
(nM) (%) (nM) (%) (nM) (%)
50 46,1 -7,8 49,7 -0,6 52,0 4,0
100 109,5 9,5 95,0 -5,0 94,2 -5,8

2 Conc calculada del 4rea ratio de LCR2 con ecuacién de la curva de LCR1 y = 0,17x + 0,44; ® Conc calculada
del drea ratio de LCR3 con ecuacion de la curva de LCR2 y = 0,16x — 0,10; © Conc calculada del area ratio
de LCR3 con ecuacion de la curva de LCR1 y = 0,36x — 0,27.

6.2.3. Tercera estrategia.

Los resultados se resumen en la Tabla 25. Los valores de ME para los estandares se
situaron entre el 77,6 y el 100,0 %, con mayor supresion idnica en C18:0. Los valores de
RE y PE de los estdndares variaron entre el 27 y el 30,6%, y entre el 21,3 y el 29,3%,

respectivamente.
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Tabla 25. Estimadores de ME, RE, PE y sus factores normalizados MEF, REF y PEF (media y CV%).

50 nM

media

CV (%)

media

CV (%)

media

CV (%)

100 nM

media

CV (%)

media

CV (%)

media

CV (%)

C22:0-d4
ME
61,7
7,4
RE
17,0
20,8
PE
10,4

16,8

C22:0-d4
ME
58,2
13,2
RE
17,3
42,6
PE
9,8

311

ME
88,9
14,7

RE
28,9
25,4

PE
25,1

13,6

ME
94,7
18,2

RE
29,8
36,6

PE
26,9

18,9

C16:0

C16:0

MEF
1,4
12,6
REF
1,7
5,8
PEF
2,4

13,7

MEF
1,6
8,6
REF
1,8
6,3
PEF
2,8

14,4

ME
77,6
12,7

RE
28,0
23,7

PE
21,3

10,7

ME
84,4
18,0
RE
27,0
41,2
PE
21,7

23,7

C18:0

C18:0

MEF
1,3
8,4
REF
1,6
8,6
PEF
2,1

14,0

MEF
1,4
8,2
REF
1,6
1,5
PEF
2,3

8,9

ME
97,8
12,2

RE
30,6
25,3

PE
29,3

12,7

ME
100,0
16,1
RE
27,9
38,8
PE
26,7

23,4

C24:1

C24:1

MEF
1,6
7,5
REF
1,8
6,9
PEF
2,8

9,4

MEF

8,1
REF
1,6
4,0
PEF
2,8

9,7

Los valores de CV% definen los conceptos relativos (rME, rRE, rPE, rMEF, rREF, rPEF) y representan la
variabilidad entre diferentes lotes de matriz de LCR para cada estandar y concentracién. ME: efecto matriz;
RE: recuperacion; PE: eficiencia del proceso; MEF: factor de efecto matriz; REF: factor de recuperacion;
PEF: factor de eficiencia del proceso.

Para el IS fueron notablemente mas bajos, situandose en torno al 60 %, 17 % y 10 %,

respectivamente, y por ello, tras normalizacién por IS, los factores calculados fueron

superiores a 1: MEF entre 1,2 y 1,6, REF entre 1,5y 1,8, y PEF por encima de 2, lo que

refleja una eficiencia del proceso global superior del estandar frente al IS (Figura 39).
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Figura 39. Representacion grafica (A) de los valores de ME, RE y PE y (B) de sus factores normalizados
por el IS (MEF, REF, PEF), correspondientes a la tercer estrategia. Los boxplots (mediatSD) muestran la
variabilidad entre lotes de matriz (n = 3). La linea discontinua naranja indica el valor ideal (100 % para los
valores absolutos y 1 para los factores normalizados). Los menores valores de ME, RE y PE del IS en
comparacioén con los estandares se reflejan en valores de MEF, REF y PEF > 1 para todas las isoformas y
concentraciones.

La Tabla 25 también recoge la variabilidad de los valores absolutos (rME, rRE y rPE) entre
lotes. Los rME fueron similares entre compuestos (entre 12,2 % y 18,3 %), y menores
para el IS (entre 7,4 % y 13,2 %). Los valores de rRE (entre 20,8% y 42,6%) y rPE (entre
10,7 y 31,1%) fueron superiores, especialmente a 100 nM. La variabilidad observada en
los valores absolutos dependiente de la concentracion (mayor a 100 nM que a 50 nM)
se corrigié tras la normalizacién con el IS. Ademas, los valores de rMEF (de 7,5 % a
12,6 %), rREF (de 1,5% a 8,6 %) y rPEF (de 8,9 % a 14,4 %) se redujeron de forma
significativa. Aunque los valores de rPEF fueron mas altos que los de rMEF y rREF, no
superaron el 15 % de CV.

Los diagramas de dispersidon mostraron una tendencia negativa entre los valores de ME
v RE para cada estandar en ambas concentraciones, lo que indica que los lotes con mayor
recuperacién también presentaban un mayor efecto matriz, y viceversa (Figura 40). Los
coeficientes de correlacidn oscilaron entre -0,898 y -0,999. Esta tendencia fue menos

marcada en el caso del IS.
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Figura 40. Diagramas de dispersion de la correlacion entre ME y RE. La relacion negativa entre ambos
parametros se evidencié mediante coeficientes de correlacién de Pearson r 2 -0,9 en todos los estandares
y concentraciones. En el caso del IS, esta correlacién no fue tan marcada.
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7.1. CARACTERISTICAS DE LA COHORTE CLIiNICA

En la Tabla 26 se resumen las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes
incluidos en la cohorte del estudio.

Tabla 26. Datos demograficos y clinicos de los pacientes.

cs EPi EP-GBA
n 6 22 5
Sexo, (varones/mujeres) 2/4 14/8 3/2
Edad (aiios) 56,50 £ 10,05 56,40 £ 8,80 61,60 + 14,11

Edad de inicio (afios)

Duracion enfermedad

54,45 + 9,33

56,00+ 12,35

- - 0,70+£1,78 5,60+6,84
(afios)

Hoehn & Yahr [245] - 2,0 2,5(1)

MDS-UPDRS Ill [246] - 28,5 (16,5) ™ 31,5(22,5)"
MoCA [247] 29 (2) 27 (2,75) 27 (1,5)

Variantes de riesgo GBA1:
E326K en ID: 30, 33
Mutaciones leves GBA1:
Genotipos GBA1 N/A N/A Y205C en ID: 31

Mutaciones severas GBA1:
V15ter en ID: 29
D409H/T369M en ID: 32

Los datos se expresan como media + desviacién estdndar o mediana (rango intercuartilico), segun
corresponda. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 frente a CS. CS: Controles sanos; EPi: Enfermedad de
Pdrkinson idiopdtica sin variantes en GBA1,; EP-GBA: Enfermedad de Pdrkinson asociada a variantes en
GBA1; MDS-UPDRS-III: Escala Unificada para la Evaluacion de la Enfermedad de Pdrkinson Ill; MoCA:
Evaluacién Cognitiva de Montreal; N/A: No aplicable; ID: Identificador.

En los grupos EPi y EP-GBA se recogieron datos clinicos, incluyendo la escala Hoehn &
Yahr, la puntuacién MDS-UPDRS-IIl y el test MoCA. En el grupo EP-GBA se identificaron
distintas variantes en el gen GBA1, clasificadas en funcién de su gravedad: variantes de
riesgo (E326K), mutaciones leves (Y205C) y mutaciones severas (V15Ter,

D409H/T369M).

155



7.2. RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE GLUCER Y GALCER
EN LCR HUMANO

Las concentraciones de GluCer y GalCer en LCR obtenidas para los distintos grupos de la
cohorte se recogen en la Tabla 27. Se observé que GalCer presentaba concentraciones

superiores a GluCer en todos los grupos, independientemente del perfil clinico.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas al considerar la suma de
todas las isoformas (GluCer total) entre los grupos CS (30,95+20,62 nM), EPi (22,46+9,34
nM) o EP-GBA (37,08+31,82 nM) (p=0,1872) (Figura 41A). Sin embargo, al normalizar las
concentraciones de GluCer total respecto a sus correspondientes isomeros de GalCer,
se observé una tendencia creciente en las medianas de las ratios en CS, EPi y EP-GBA
(0,05+0,02; 0,0740,05; 0,08+0,03, respectivamente) (Figura 41B). En la Tabla 28 se

muestran los resultados de las ratios.

Las ratios de isoformas especificas, como C22:0, C23:0 o C24:0, también resultaron de
particular interés debido a su tendencia a presentar medianas mas elevadas en EP-GBA

en comparacién con CS (Figura 41C).
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Figura 41. Representacion grafica de las concentraciones de GluCer y las ratios GluCer/GalCer en los tres
grupos de la cohorte clinica. Los boxplots se presentan como mediana y rango intercuartilico. A)
Concentracion total de las isoformas de GluCer. B) GluCer total normalizada por GalCer total. C) Ratios
GluCer/GalCer para cada isoforma, con especial atencién a C22:0, C23:0y C24:0.
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Tabla 27. Concentraciones de isoformas de GluCer y GalCer en LCR en los distintos grupos de la cohorte
del estudio.

ID GluCerC16:0 GalCerC16:0 GluCerC18:0 GalCerC18:0 GluCerC20:0 GalCerC20:0 GluCerC22:0 GalCerC22:0

CS
1 6,19 <5,00 8,07 28,60 <5,00 6,09 4,98 16,38
2 5,14 5,40 7,72 43,83 <5,00 11,61 5,39 31,15
3 8,98 5,29 10,51 65,21 <5,00 17,63 6,01 44,33
a 5,75 <5,00 6,46 28,89 <5,00 8,42 5,83 18,67
5 <5,00 <5,00 5,47 21,67 <5,00 9,273 <5,00 19,34
6 <5,00 <5,00 <5,00 33,88 <5,00 9,93 <5,00 21,37
5,45 2,50 7,09 31,39 2,50 9,60 5,189 20,35
(2,92) (2,09) (2,27) (12,67) (0,0) (2,56) (2,60) (9,87)
EPi
7 <5,00 6,49 7,18 71,42 <5,00 13,91 <5,00 29,90
8 <5,00 <5,00 6,66 17,99 <5,00 <5,00 <5,00 8,83
9 <5,00 5,33 5,37 27,10 <5,00 5,23 <5,00 14,03
10 <5,00 5,18 7,55 35,95 <5,00 8,63 <5,00 15,58
11 <5,00 <5,00 6,11 29,63 <5,00 6,80 <5,00 12,32
12 11,76 5,50 6,00 33,53 <5,00 6,70 10,42 15,70
13 <5,00 <5,00 6,93 33,15 <5,00 9,61 <5,00 17,33
14 39,08 9,01 14,52 50,90 8,029 12,85 28,42 21,88
15 62,23 11,46 10,33 68,51 7,134 17,56 48,70 40,13
16 <5,00 5,27 <5,00 39,70 <5,00 12,52 <5,00 29,73
17 5,89 <5,00 <5,00 30,29 <5,00 8,88 <5,00 21,38
18 6,62 8,27 9,54 67,17 <5,00 21,01 <5,00 42,68
19 <5,00 <5,00 <5,00 20,15 <5,00 <5,00 <5,00 6,90
20 <5,00 <5,00 6,36 13,13 <5,00 <5,00 <5,00 10,36
21 <5,00 <5,00 <5,00 7,19 <5,00 <5,00 <5,00 5,08
22 <5,00 <5,00 <5,00 23,29 <5,00 8,23 <5,00 16,64
23 <5,00 <5,00 <5,00 16,48 <5,00 <5,00 <5,00 7,14
24 n.d. <5,00 <5,00 13,90 <5,00 5,10 <5,00 8,21
25 <5,00 <5,00 5,45 23,14 <5,00 <5,00 <5,00 15,63
26 <5,00 <5,00 <5,00 22,00 <5,00 8,77 <5,00 22,17
27 <5,00 7,84 7,12 33,60 <5,00 10,74 <5,00 20,99
28 <5,00 8,39 5,04 45,23 <5,00 8,42 <5,00 24,39
2,50 2,50 5,72 29,96 2,50 8,32 2,50 16,17
(0,0) (3,74) (4,57) (18,15) (0,0) (7,30) (0,0) (11,24)
EP-GBA
29 <5,00 <5,00 4,53 14,92 <5,00 5,96 <5,00 8,24
30 7,66 5,90 7,63 51,49 <5,00 12,72 6,55 28,32
31 5,44 <5,00 8,31 33,58 <5,00 9,77 <5,00 16,59
32 10,03 5,01 10,29 42,85 <5,00 10,60 9,36 26,83
33 11,32 9,65 14,06 71,80 5,50 18,43 15,15 47,43
7,66 4,97 8,31 42,85 2,50 10,60 6,55 26,83
(4,59) (3,40) (2,66) (17,91) (0,0) (2,95) (7,36) (11,73)

Las muestras con concentraciones entre el LoD y el LoQ se trataron como el 50% del LoQ. n.d.: no detectable.
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Tabla 27 (Cont.). Concentraciones de isoformas de GluCer y GalCer en LCR en los distintos grupos de la
cohorte del estudio.

ID GluCerC23:0 GalCerC23:0 GluCerC24:1 GalCerC24:1 GluCerC24:0 GalCerC24:0 GluCer Total GalCer Total

CS
1 <5,00 13,28 10,51 263,42 <5,00 63,77 34,75 387,94
2 <5,00 22,83 10,13 475,15 <5,00 112,29 33,38 690,66
3 <5,00 24,97 12,89 586,45 4,90 149,03 45,80 875,28
a <5,00 12,27 5,49 292,31 <5,00 57,94 28,53 412,59
5 <5,00 14,59 <5,00 280,66 <5,00 56,21 17,97 394,97
6 <5,00 13,47 <5,00 319,49 <5,00 66,86 15,00 457,57
2,50 14,03 7,81 305,90 2,50 65,32 30,95 435,08
(0,0) (7,44) (7,17) (152,66) (0,0) (41,54) (13,80) (233,01)
EPi
7 <5,00 23,26 10,56 704,44 <5,00 147,51 27,74 983,02
8 <5,00 6,92 6,015 166,22 <5,00 33,70 22,68 236,16
9 <5,00 11,08 5,54 331,69 <5,00 61,87 20,90 451,10
10 <5,00 13,88 5,74 312,37 <5,00 59,45 23,29 442,42
11 <5,00 10,87 10,58 239,75 <5,00 54,54 26,69 349,61
12 <5,00 12,71 11,20 334,29 8,114 62,63 49,99 464,35
13 <5,00 14,60 9,33 283,55 <5,00 69,59 26,26 420,72
14 15,93 15,12 65,25 537,37 25,57 92,45 188,80 726,73
15 20,15 31,09 77,71 614,63 36,24 123,32 255,40 889,14
16 <5,00 21,10 5,13 407,28 <5,00 99,27 17,63 602,36
17 <5,00 13,47 6,78 373,32 <5,00 65,75 22,67 506,71
18 <5,00 30,58 10,68 828,33 <5,00 145,81 34,34 1122,84
19 <5,00 5,47 <5,00 131,70 <5,00 28,14 15,00 194,86
20 <5,00 6,91 <5,00 144,33 <5,00 32,05 18,86 209,29
21 <5,00 <5,00 <5,00 55,069 <5,00 17,95 15,00 90,29
22 <5,00 9,89 <5,00 254,74 <5,00 49,68 15,00 356,74
23 <5,00 <5,00 5,02 100,74 <5,00 22,73 17,52 152,09
24 <5,00 6,06 <5,00 91,59 <5,00 22,96 12,50 145,22
25 <5,00 10,30 6,22 183,71 <5,00 53,03 21,67 288,31
26 <5,00 14,91 5,03 283,01 <5,00 59,90 17,53 404,45
27 <5,00 15,60 7,74 377,69 <5,00 66,99 24,86 522,71
28 <5,00 16,43 7,20 430,17 <5,00 75,56 22,25 600,17
2,50 13,09 6,12 297,96 2,50 60,89 22,46 431,57
(0,0) (7,82) (5,23) (229,29) (0,0) (36,37) (9,03) (331,60)
EP-GBA
29 <5,00 6,33 <5,00 142,00 <5,00 30,17 17,03 204,16
30 <5,00 23,57 10,25 546,94 <5,00 124,80 37,08 781,02
31 <5,00 14,49 7,35 324,31 <5,00 61,79 28,60 453,26
32 5,36 19,45 17,96 453,78 6,92 95,16 60,42 643,03
33 8,05 31,15 39,24 650,46 9,21 140,64 97,03 951,12
2,50 19,45 10,25 453,78 2,50 95,16 37,08 643,03
(2,86) (9,08) (10,61) (222,63) (4,42) (63,01) (31,82) (327,76)

Las muestras con concentraciones entre el LoD y el LoQ se trataron como el 50% del LoQ. n.d.: no detectable.
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Tabla 28. Ratios de concentracion GluCer/GalCer de las isoformas en LCR en los distintos grupos de la

cohorte del estudio.

ID c16:0 c18:0 c20:0 c22:0 c23:0 c4:1 €24:0 Total
(&)

1 2,48 0,28 0,41 0,30 0,19 0,04 0,04 0,09
2 0,95 0,18 0,22 0,17 0,11 0,02 0,02 0,05
3 1,70 0,16 0,14 0,14 0,10 0,02 0,03 0,05
a4 2,30 0,22 0,30 0,31 0,20 0,02 0,04 0,07
5 1,00 0,25 0,27 0,13 0,17 0,01 0,04 0,05
6 1,00 0,07 0,25 0,12 0,19 0,01 0,04 0,03
1,35 0,20 0,26 0,15 0,18 0,02 0,04 0,05

(1,15) (0,08) (0,07) (0,14) (0,06) (0,01) (0,01) (0,02)

EPi

0,39 0,10 0,18 0,08 0,11 0,02 0,02 0,03

1,00 0,37 1,00 0,28 0,36 0,04 0,07 0,10

0,47 0,20 0,48 0,18 0,23 0,02 0,04 0,05

10 0,48 0,21 0,29 0,16 0,18 0,02 0,04 0,05
11 1,00 0,21 0,37 0,20 0,23 0,04 0,05 0,08
12 2,14 0,18 0,37 0,66 0,20 0,03 0,13 0,11
13 1,00 0,21 0,26 0,14 0,17 0,03 0,04 0,06
14 4,34 0,29 0,63 1,30 1,05 0,12 0,28 0,26
15 5,43 0,15 0,41 1,21 0,65 0,13 0,29 0,29
16 0,48 0,06 0,20 0,08 0,12 0,01 0,03 0,03
17 2,36 0,08 0,28 0,12 0,19 0,02 0,04 0,05
18 0,80 0,14 0,12 0,06 0,08 0,01 0,02 0,03
19 1,00 0,12 1,00 0,36 0,46 0,02 0,09 0,08
20 1,00 0,48 1,00 0,24 0,36 0,02 0,08 0,09
21 1,00 0,35 1,00 0,49 1,00 0,05 0,14 0,17
22 1,00 0,11 0,30 0,15 0,25 0,01 0,05 0,04
23 1,00 0,15 1,00 0,35 1,00 0,05 0,11 0,12
24 - 0,18 0,49 0,30 0,41 0,03 0,11 0,09
25 1,00 0,24 1,00 0,16 0,24 0,03 0,05 0,08
26 1,00 0,11 0,29 0,11 0,17 0,02 0,04 0,04
27 0,32 0,21 0,23 0,12 0,16 0,02 0,04 0,05
28 0,30 0,11 0,30 0,10 0,15 0,02 0,03 0,04
1,00 0,18 0,37 0,17 0,23 0,02 0,05 0,07

(0,52) (0,10) (0,62) (0,22) (0,23) (0,02) (0,07) (0,05)

EP-GBA

29 1,00 0,30 0,42 0,30 0,40 0,02 0,08 0,08
30 1,30 0,15 0,20 0,23 0,11 0,02 0,02 0,05
31 2,18 0,25 0,26 0,15 0,17 0,02 0,04 0,06
32 2,02 0,24 0,24 0,37 0,28 0,04 0,07 0,09
33 1,17 0,20 0,30 0,32 0,26 0,06 0,07 0,10
1,30 0,24 0,26 0,30 0,26 0,02 0,07 0,08

(0,85) (0,05) (0,06) (0,09) (0,10) (0,02) (0,03) (0,03)

Los datos grupales se expresan como mediana (rango intercuartilico).
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En la Tabla 29 se presentan los datos de las ratios en el grupo EP-GBA subclasificado
segun el tipo de variante. De nuevo, se observa una tendencia no estadisticamente
significativa en las ratios totales, y especialmente en isoformas especificas como C22:0,
C23:0 o C24:0, con valores mas elevados en los pacientes portadores de mutaciones

severas en GBA1 en comparacién con aquellos con variantes leves o de riesgo.

Tabla 29. Ratios de concentracion GluCer/GalCer de las isoformas en LCR en el grupo EP-GBA,
subclasificado segun la gravedad de la mutacion en el gen GBA1.

Ratio Variantes riesgo + leves EP-GBA (n=3) Mutaciones severas EP-GBA (n=2)
C16:0 1,30 (1,01) 1,51 (1,02)
C18:0 0,20 (0,10) 0,27 (0,06)
C20:0 0,26 (0,10) 0,33 (0,18)
C22:0 0,23 (0,04) 0,34 (0,06)
€23:0 0,17 (0,15) 0,34 (0,12)
C24:1 0,02 (0,04) 0,03 (0,02)
C24:0 0,04 (0,04) 0,08 (0,01)
Total 0,06 (0,06) 0,09 (0,01)

Los pacientes portadores de variantes de riesgo y de variantes leves se consideraron como un unico
subgrupo debido al tamafio muestral limitado. Los datos se expresan como mediana (rango
intercuartilico).

Dentro del grupo EPi, se identificaron dos pacientes portadores de variantes en
ATP13A2, gen que codifica una proteina lisosomal (Tabla 1). Estos casos presentaron una
mediana de las ratios mas elevada en comparacién con el resto del grupo (0,161+0,02 y
0,07+0,03, respectivamente), si bien la diferencia no alcanzé significacion estadistica.
Dado el numero reducido de casos, estos resultados debe considerarse como una

observacion preliminar y exploratoria.

En conjunto, los resultados obtenidos muestran que GalCer presenta concentraciones
superiores a GluCer en LCR humano, y, aunque no se observaron diferencias
significativas en las concentraciones totales de GluCer entre los grupos, la normalizacion
por GalCer permitiod identificar tendencias crecientes, especialmente en el subgrupo EP-

GBA y en portadores de mutaciones severas.
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8

Discusion



En este capitulo se discuten los resultados relacionados con la Seccion | (apartado 8.1),
vinculados al primer objetivo especifico, y los relativos a la Seccion Il (apartados 8.2 a
8.6), vinculados al segundo, tercer y cuarto objetivos. Finalmente, se presentan las
limitaciones de la tesis (apartado 8.7) y se abordan perspectivas futuras (apartado 8.8).
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8.1. METODOS PRECLINICOS COMO PRUEBA DE CONCEPTO

El desarrollo de métodos preclinicos en una primera fase del presente trabajo ha
proporcionado un marco experimental atil para la deteccién de alteraciones
cuantificables en analitos como GluSph o HexSph y las isoformas de GluCer o HexCer. La
implementacién de métodos en matrices como tejido cerebral o pellets celulares
requirié adaptaciones especificas a partir del método asistencial en suero en funcion de
sus caracteristicas, incluyendo ajustes en los protocolos de pretratamiento, en las
condiciones cromatograficas y en los parametros de adquisicién del MS (Figura 42).
Estos métodos se encuentran en fase de prevalidacién, por lo que podrian considerarse

ajustes metodoldgicos en el futuro que mejoren su rendimiento.

7.--"'bptimiz. pretrat” "Optimiz. pretrat ™,
ST L OptimizLC i Optimiz.LC
ptimiz. pretra 4 optimiz.Ms ¢ “._ Optimiz. MS .+

—————————— e TSNS O S

Suero Células .75 Células | .7 LCR
Tejidos
RP-LC RP-LC RP-LC HILIC
HexSph
LysoGb3 HexSph HexSph
LysoSM
HexCer GluCer/GalCer
(C16:0, C18:0, (C16:0, C18:0,
C20:0, C22:0, C20:0, C22:0,
C23:0, C24:1, C23:0, C24:1,
€24:0) C24:0)

Figura 42. Esquema de la optimizacion secuencial de los métodos LC-MS/MS desarrollados para la linea
EP-GBA, partiendo del método asistencial in-house para la cuantificacion de esfingolipidos en suero de
pacientes de nuestro centro. RP-LC: cromatografia liquida en fase reversa; HILIC cromatografia liquida de
interaccion hidrofilica. Las regiones atenuadas y lineas discontinuas indican los métodos que estan en
fases de desarrollo.

8.1.1. Principales consideraciones en su desarrollo y monitorizacion.

8.1.1.1. Curva de calibracion. El rango lineal de las curvas se ajusté para abarcar la

cuantificacion de HexSph y HexCer en diferentes grupos (WT, HO, HZ, KO), y tipos de
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matriz (homogenados celulares y tejido), con el objetivo de optimizar el uso de recursos

y reducir la carga técnica, dado el elevado volumen de muestras.

Las curvas de HexSph mostraron una imprecision interserie aceptable, con un LoQ de
0,0275 pmol. Para las isoformas, la imprecision fue inferior al 20% para concentraciones
superiores a 0,4 pmol, lo que indicé un buen ajuste en ese intervalo de medida, y
garantizd cuantificaciones robustas, dado que todas las muestras analizadas
presentaron concentraciones por encima de este limite (Tabla 11). No obstante, las
curvas se construyeron en ausencia de matriz nativa y sin someterse a los mismos
pretratamientos aplicados a las muestras, lo que podria conducir a sesgos en la
cuantificacién, al no reflejar adecuadamente los efectos de la propia matriz biolégica, ni
las posibles pérdidas de analito durante la extraccién. La construccidén de curvas en la

matriz nativa permitiria minimizar estos sesgos.

La falta de matriz nativa o subrogada se debid principalmente a limitaciones en su
obtencidn, recursos y tiempo. Esta estrategia presenta limitaciones précticas, ya que
requiere un gran numero de pellets WT para preparar un pool, y en el caso de analitos
enddégenos, un volumen aun mayor para, idealmente, deplecionar la matriz.
Alternativamente, restar la sefial basal del blanco a los puntos de calibracién podria no
ser suficiente para discriminar concentraciones bajas entre grupos. Algunos estudios
similares han construido las curvas en matriz biolégica humana [171] o en matrices
derivadas de modelos animales o celulares [248], y aunque no es la practica mas

habitual, constituye la estrategia mas adecuada.

En el caso del suero de ratdn, no se construyd una curva especifica en esa matriz, dado
gue las concentraciones observadas estaban dentro del intervalo del método asistencial
previamente validado en suero deplecionado humano. Obtener un volumen suficiente
para la construccion de una curva especifica en su matriz habria requerido el sacrificio
de un nimero elevado de animales; no obstante, cabe sefialar que otras publicaciones
han recurrido a matrices subrogadas para evitar esta opcién [186]. En cualquier caso,
seria recomendable realizar estudios de equivalencia para descartar posibles efectos de

matriz.

Por otro lado, ademas de aplicar el mismo procedimiento de extraccion que en las

muestras, podrian introducirse modificaciones en los protocolos de pretratamiento para
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reducir la variabilidad asociada. En las células, el solvente con IS se afiadidé directamente
al pellet antes de la sonicacidn, a diferencia del tejido, donde la homogeneizacion previa
se realiza con agua. Una alternativa seria dividir el pretratamiento celular en dos etapas,
reproduciendo la secuencia aplicada en tejido. Estas modificaciones, junto con ajustes
en la construccién de curvas, contribuirian a reforzar la armonizacién y robustez de los

métodos.

8.1.1.2. Monitorizacion analitica: controles de calidad internos y factores de
normalizacidon. Los QC, preparados a partir de un pool de leucocitos sonicados, se
emplearon para generar un factor de normalizacion especifico de cada serie, que se
aplicé tanto a la correccién de los propios QC como a las concentraciones calculadas de
las muestras. La magnitud de dichos factores de correccién obtenidos, cercano a 1 para
HexSph vy superiores o inferiores a 1 dependiendo de la isoforma (Tabla 12), podria
reflejar los sesgos derivados de las diferencias entre la matriz utilizada para la curvay la
matriz biolégica utilizada en los QC (eficiencias de ionizacién y de extraccién). La
variabilidad de dichos efectos entre series se evidencio en la dispersidon de los factores,

mayores en el caso de las isoformas.

La aplicacién del factor puede compensar parcialmente estos sesgos en la cuantificacion
de los QC; sin embargo, no garantiza que dicha correccién sea adecuada para las
muestras, especialmente en aquellas con una matriz distinta, como las derivadas de
modelos celulares neuronales o de diferentes tejidos. Ademas, debe considerarse que
los pool de leucocitos pueden contener concentraciones enddgenas desconocidas de
analitos, lo que también puede introducir sesgos en la cuantificacién del QCy, por tanto,
en el factor obtenido, que se aplica a las muestras. De igual forma, es posible que los CV
interserie de los QC corregidos, que reflejarian la imprecisién residual atribuible al
pretratamiento (pipeteo, variabilidad en la eficiencia de extraccién) y al instrumento, no

representen la imprecisién asociada a las muestras con distinta matriz.

En este contexto, seria recomendable preparar tanto las curvas de calibracién como los
QC en matrices equivalentes a las nativas, e incorporar, siempre que sea posible,
analogos deuterados especificos para cada compuesto, con el fin de compensar estos

efectos y mejorar la veracidad en la cuantificacion. De igual forma, y dada la complejidad
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de las matrices y de los analitos, resultaria conveniente realizar estudios de efecto matriz

y recuperacion, asi como evaluar la selectividad y la posible presencia de interferencias.

A pesar de las limitaciones metodoldgicas descritas, estos métodos han resultado utiles
para su propdsito principal: la comparacion exploratoria entre grupos de muestras, con
distintas mutaciones y/o protocolos de tratamiento. Los resultados obtenidos han
contribuido a establecer una base sdlida tanto en los aspectos metodoldgicos como en

su aplicacidn preclinica, como se discute a continuacién.

8.1.2. Resultados obtenidos en su aplicacion preclinica.

Los resultados obtenidos con estos métodos han sido consistentes con aquellos
descritos previamente en modelos in vitro e in vivo [79,80,163,249], donde se
documentan alteraciones de HexCer y HexSph tanto en modelos celulares homocigotos
o heterocigotos, como en modelos animales en distintos tejidos periféricos y centrales,
especialmente en homocigosis. Estos hallazgos evidencian que el grado de acumulacién
depende del tipo de alteracion genética y del modelo considerado, lo que subraya la
importancia de validar los biomarcadores en diferentes niveles experimentales antes de

su traslacion clinica.

Con estas aplicaciones, se caracterizé que las diferencias se acentuaban en la fraccién
lisosomal [78] (Figura 24), lo que sugiere que ciertos cambios lipidicos podrian
expresarse de forma localizada a nivel de célula o subcompartimento especificos, un
aspecto relevante para la interpretacion de resultados en matrices complejas, como
homogenados de tejido [26]. Ademas, en el caso de los modelos animales y muestras
humanas, la acumulacién de esfingolipidos se ve modulada por otros factores mas

complejos, incluidos los ambientales [83].

El modelo murino D409V, ya empleado en otros estudios [82,86], pudo caracterizarse
con los métodos descritos. La consistencia entre el compartimento central (VMB) y
periférico (suero) (Figura 25) apuntd a que la cuantificacion de esfingolipidos podia
reflejar de manera fiable la alteracidén enzimatica. En heterocigotos, los cambios fueron

intermedios respecto al WT y homocigoto, lo que apoyd la validez del modelo para
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representar distintos grados de deficiencia enzimatica. Posteriormente, este modelo se
empled en estudios traslacionales para evaluar terapias en desarrollo, en el marco de
colaboraciones con el Grupo de Enfermedades Neurodegenerativas del VHIR,
incluyendo las chaperonas moleculares para B-GCasa (subapartado 4.3.3) y nanoGBA

como ERT (subapartado 4.3.4).

En el caso de las chaperonas alostéricas, tras 12 dias de tratamiento in vivo, no se
detectd un incremento en la actividad enzimatica 24 horas después de la Ultima dosis
(Figura 27). Sin embargo, la disminucién de los HexCer y HexSph en VMB y érganos
periféricos confirmé un efecto terapéutico medible. De manera similar, con nanoGBA,
tampoco se observaron incrementos de actividad enzimatica a los 7 dias de tratamiento,
pero si una reduccidn sostenida de HexSph en tejidos periféricos y en suero, superior a

la obtenida con ERT convencional (Figura 29).

Para validar la eficacia terapéutica es fundamental contar con readouts fiables. En este
sentido, la concentracién de sustratos y derivados ofrecié una medida mas
representativa de la modulacién de la actividad enzimatica, cuyo incremento suele ser
transitorio y, por tanto, dificil de determinar, mientras que la reduccién del acimulo de

sustratos reflejo el efecto sostenido del tratamiento.

En conjunto, este desarrollo ha contribuido a avanzar en la comprension de los
mecanismos fisiopatoldgicos asociados a GBAI1, evaluar posibles aproximaciones
terapéuticas y, en general, reforzar su aplicabilidad y establecer una base experimental

solida para su transferencia clinica.
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8.2. IMPACTO DE LA VARIABILIDAD EXTRA-ANALITICA Y
ANALITICA EN ESTUDIOS CLINICOS

Las diferencias en los resultados publicados hasta la fecha en estudios clinicos (Tablas 5-
7) pueden atribuirse a multiples factores extra-analiticos relacionados con el disefio
experimental, entre ellos la heterogeneidad de las muestras empleadas, el tamano
limitado y las caracteristicas de las cohortes (estados de progresion, severidad, criterios
de inclusion/exclusion, edad), o la diversidad genética en GBA1 y otros genes implicados
en ALP. Ademds, hay que anadir la falta de armonizacién metodoldgica en aspectos
como los protocolos de pretratamiento, los materiales de calibracién, y las condiciones
instrumentales. En conjunto, todos estos elementos deben tenerse en cuenta a la hora

de interpretar los resultados obtenidos en muestras humanas.

8.2.1. Variables extra-analiticas.

El tipo de muestra constituye un factor determinante en la deteccién de la disfuncién.
Algunas alteraciones relevantes podrian ser menos evidentes fuera de compartimentos
o fluidos bioldgicos especificos [26,78]. En tejido cerebral humano, se han analizado
diferentes regiones, algunas asociadas a patologia de Lewy, como la sustancia nigra, y

otras no, como el cerebelo, lo que condiciona los cambios observados (Figura 43).

Otro factor que contribuye a la variabilidad observada es la heterogeneidad de las
cohortes. Genéticamente, las variantes en GBA1 presentan frecuencias distintas segln
la poblacion [64,65,250] y difieren en su impacto funcional sobre la actividad enzimatica.
Aunque algunos estudios han relacionado la gravedad de la mutacidn con las
alteraciones lipidicas resultantes, habiendo mayor acumulo en variantes consideradas
mas severas [55,147,151], esta informacidn no siempre se reporta en trabajos donde se
cuantifican GSL, limitando su interpretacién. En una cohorte espafiola de méas de 1000

pacientes, las mutaciones mas frecuentes se encontraron en LRRK2 (37,9%), GBA1 (18%)
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Figura 43. Regiones del cerebro humano que han sido objeto de estudio en la cuantificacion de
esfingolipidos en el contexto de EP-GBA. La regidn cerebral es solo una de las variables que pueden
afectar los resultados; algunas zonas estan vinculadas con patologia de Lewy y Parkinson, mientras que
otras no, como el cerebelo. Se incluyen: giro cingulado [91,170], estriado [170], putamen [91,139,142],
giro temporal medio [170], hipocampo [93], cortex occipital [170], cortex temporal [171], cortex frontal
[93,142], sustancia nigra [93,142,143], cerebelo [91,139]. En la Tabla 6 se muestra un resumen de la
informacion observada para cada estudio.

y PRKN (18%); entre los portadores de GBA1, el 43% presentaban variantes severasy el
57% variantes leves. El 13,5% de los pacientes presentaron variantes patogénicas en
genes como PINK1, SMPD1, VPS13A6 o ATP13A2, entre otros [73], lo que indica que en
pacientes con EP, aunque no presenten mutaciones en GBA1, conviene considerar la
posible influencia de variantes en otros genes implicados en la ALP. En esta linea, en
nuestra cohorte (Tabla 26) también se identificaron perfiles genéticos heterogéneos.
Dentro del grupo EP-GBA, se observaron variantes de riesgo (E326K), mutaciones leves
(Y205C) y mutaciones severas (V15Ter, D409H/T369M) para GBA1. Asimismo, en el
grupo EPi se detectaron dos pacientes con variantes en ATP13A2, gen lisosomal asociado
a EP que, de forma GBA-independiente, puede contribuir a la disfuncion lisosomal y, en

consecuencia, afectar a la actividad de la B-GCasa o a las concentraciones de su sustrato.

Por ultimo, con la edad, se ha descrito una disminucién progresiva de la actividad B-
GCasa y del metabolismo lipidico. Las diferencias en actividad enzimatica y niveles
plasmaticos de GluSph entre pacientes y controles tienden a atenuarse, lo que sugiere

un posible efecto modulador del envejecimiento sobre estas alteraciones [93,146]. En
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nuestra cohorte, la media de edad del grupo EP-GBA fue ligeramente superior, lo que
podria introducir un sesgo en la interpretacién. No obstante, el tamafio limitado de la
muestra no permitid formar subgrupos por edad lo suficientemente robustos para

evaluar estas variables de forma concluyente.

Estos hallazgos subrayan la importancia de considerar, siempre que sea posible,
variables como la edad, el genotipo y el tipo de muestra en el disefio experimental, ya
gue su omision puede limitar la deteccion de asociaciones significativas o dificultar la

interpretacion de los resultados.

8.2.2. Variables analiticas.

Por otro lado, las discrepancias observadas entre estudios publicados sobre
esfingolipidos en muestras humanas en el contexto de la EP pueden atribuirse, al menos
en parte, a la ausencia de estandarizacién en los procedimientos analiticos empleados
[158]. Esta variabilidad metodolégica limita la obtencién de datos comparables vy
reproducibles entre estudios. Muchos trabajos no describen adecuadamente los
métodos de cuantificacidn ni sus caracteristicas analiticas, lo que limita Ia
reproducibilidad de los resultados. Un ejemplo ilustrativo es el reandlisis realizado por
Lerche et al. [174], cuyos resultados fueron discordantes respecto a su estudio previo
[151]. Los autores atribuyen parte de estas diferencias a aspectos metodoldgicos,
destacando que el estudio original se basd en una aproximacién semicuantitativa de
lipiddmica no dirigida (aunque no definida como tal en el apartado de Métodos),
mientras que el estudio posterior empled un enfoque dirigido con cuantificaciéon

especifica de GluCer d18:1/C18:0.

Ademas de la variabilidad dentro de las condiciones empleadas en los métodos basados
en LC-MS/MS, otros estudios cuantifican con técnicas alternativas, como la NP-LC
acoplada a detector de fluorescencia [143,165]. Esta estrategia presenta una digestidn
enzimatica especifica de glucosa y oligosacaridos; sin embargo, no permite la distincion
entre isoformas. Esto es relevante ya que algunas isoformas de cadena mas larga, como

C22:0,C23:0y C24:0, han resultado particularmente informativas en estudios anteriores
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[139,151,166,171,173], en concordancia también con nuestras propias observaciones

(Figura 41).

Otro aspecto que complica la interpretacién de los resultados es el uso del término
“GluCer” sin especificar si la metodologia empleada permite distinguir entre los dos
isdmeros estructurales [82,163]. En distintas matrices bioldgicas, como plasma [167],
DBS [147], fibroblastos [169], o modelos celulares [78,121], se ha demostrado la
potencial utilidad de su andlisis agrupado bajo el término “HexCer”. En el contexto del
diagnéstico diferencial de enfermedades de depdsito, separar GluSph de GalSph en
plasma no se considera obligatorio [251], dado que las entidades clinicas asociadas, EG
y enfermedad de Krabbe, no presentan manifestaciones clinicas solapadas dentro del
algoritmo diagndstico diferencial. Sin embargo, la abundancia relativa de galactosa en
el LCR [41,158] y el valor afiadido descrito en estudios previos [171,181], dos aspectos
que hemos observado en nuestros datos (Figura 32, Tabla 27), justifican su inclusion en
el andlisis, aun cuando en otras matrices bioldgicas esta diferenciacién no se considere

critica.

Por ultimo, la heterogeneidad en la presentacion de los resultados, ya sea en términos
de concentracion molar [151,166,173,174], concentraciones de masa [151,175], o a
valores normalizados a la cantidad de proteina total [78,121,139,143], tejido [79,171], 0

respecto a otros lipidos [171,172], dificulta la comparacién de resultados entre estudios.

La Figura 44 muestra un esquema que resume los factores discutidos en este apartado.
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Figura 44. Principales fuentes de variabilidad que influyen en la cuantificacién e interpretacién de los
resultados de esfingolipidos en estudios clinicos de EP-GBA. Se incluyen factores asociados al tipo de
analitos medidos y muestras utilizadas, las técnicas y condiciones analiticas, asi como elementos propios
de la cohorte en estudio. Creada con https://BioRender.com.
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8.3. EVALUACION DEL METODO PARA LA CUANTIFICACION DE
ISOFORMAS DE GLUCER Y GALCER EN LCR

La variabilidad analitica condiciona directamente la capacidad del método para
discriminar entre grupos clinicos; es fundamental que los resultados observados reflejen
variaciones bioldgicas reales y no artefactos introducidos por el propio analisis. En este
sentido, el uso de métodos validados permite interpretar los resultados de forma fiable

para valorar la aplicabilidad clinica de un biomarcador.

La informacién metodoldgica disponible en los estudios publicados es, por lo general,
limitada, y aquellos que incluyen evaluaciones de sus métodos lo hacen de forma parcial.
Entre ellos, cabe destacar el estudio de Hamler et al. [79], quien reporta precision,
veracidad, linealidad, estabilidad y efecto matriz, y el de Boutin et al. [171], que
incorpora ademas eficiencia de recuperacién y determinacion del LoQ. No obstante, en
ambos casos, las especificaciones utilizadas son menos exigentes que las recomendadas
por las guias internacionales, con un menor nimero de réplicas y niveles de QC,
evaluacion de un Unico estandar, una estimacion del LoQ basada en la senal del blanco
y la ausencia de una descripcion detallada del estudio de efecto matriz, si este se
menciona. El estudio de Matsumoto et al. [175], por su parte, establece la imprecision y
veracidad del método a partir de un mayor nimero de réplicas y niveles de QC,
incluyendo la definicion del LoQ conforme a estos criterios. Sin embargo, el efecto matriz
es calculado a una Unica concentracion mediante la evaluacién del IS, sin utilizar ratios

area analito/IS ni comprobar la variabilidad entre diferentes lotes de matriz.

En este trabajo, se llevd a cabo la evaluacion de los siguientes parametros del método
desarrollado para cuantificar las isoformas de GluCer y GalCer en LCR: linealidad, LoQ,
precision, veracidad, selectividad, estabilidad del analito en la muestra, arrastre, efecto
matriz y eficiencia de recuperacién. La validacion se llevdo a cabo siguiendo las
recomendaciones de la CLSI y la EMA para la validacion de métodos bioanaliticos. A

continuacion, se discuten los aspectos mas relevantes derivados de esta evaluacion.
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8.3.1. Separacion cromatografica.

Los métodos HILIC permiten la separacidon de isémeros, pero tipicamente requieren
tiempos de cromatografia mas largos [186]. Por ello, aunque nuestro método logré la
elucién de los 14 analitos en LCR en 4 minutos, fue esencial un reequilibrado hasta un
tiempo total de 8 minutos para obtener resultados consistentes. La columna
seleccionada fue HALO HILIC, que habia sido utilizada en estudios previos [79,171,175];
sin embargo, existen otras columnas comerciales que podrian presentar buena

resolucioén [186].

8.3.2. Linealidad y curva de calibracion.

La curva de calibracion y los QC se prepararon utilizando una matriz artificial de LCR
(aLCR), ante la dificultad de obtener voliumenes suficientes de LCR nativo debido a las
estrategias de deplecion requeridas. Para reducir el volumen de LCR necesario, también
preparamos curvas de calibracién por dilucidn seriada, asegurando la equivalencia

previa con la preparaciéon mediante la adicidn de estdndares independientes.

Cuando se utilizan matrices subrogadas, sintética comercial o de preparacidén propia,
para preparar calibradores y QC, es esencial verificar su intercambiabilidad con la matriz
nativa, para confirmar que la matriz artificial permite una respuesta comparable y
garantizar que los resultados reflejen la concentracién real del analito en las muestras
[185]. Sin embargo, la presencia de compuestos enddgenos dificulté la generacion de
curvas robustas en el estudio de equivalencia, especialmente en el intervalo bajo, lo que,
junto con las limitaciones de volumen, representa un desafio metodoldgico. En este
sentido, se recomienda seleccionar lotes de nLCR con concentraciones enddgenas
minimas para los compuestos de interés. Por ello, sélo se incluyd la comparacion de la
variabilidad de las areas ratio a una concentracién de 100 nM entre el aLCR y el nLCR,
gue sugirié que el aLCR era adecuado para cuantificar muestras de pacientes (Tabla 17).
Esta variabilidad debe considerarse como una aproximacidn, e investigaciones futuras
deben explorar la adicion de mas concentraciones estandar y la investigacion de nuevas

matrices nLCR. De forma complementaria, y como se discute mas adelante en el estudio
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del efecto matriz, se evalud la variabilidad introducida por tres lotes adicionales de
matriz nativa. Una posible propuesta futura seria integrar la matriz artificial como un
lote adicional dentro del disefio experimental del efecto matriz, optimizando asi el uso

de recursos.

Por ultimo, cabe destacar que la mayoria de estudios contintan utilizando un Unico
estandar e IS para la cuantificacién de multiples isoformas [171,173,180]. Esta estrategia
requiere recurrir a un mayor nimero de semicuantificaciones basadas en curvas
estdndar de otros compuestos, lo que puede comprometer la veracidad de los
resultados. En caso de evaluarse el método, con un estandar inevitablemente se limita
el estudio de aspectos relevantes como el impacto en la eficiencia de la ionizacidn, la

recuperacion, o las interferencias entre isoformas e isémeros, entre otros.

8.3.3. Limite de blanco, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

Existen distintas estrategias para estimar la capacidad de deteccion de un método, entre
ellas la relacion S/N, y la desviacion estandar de la respuesta del blanco o de la ordenada
en el origen de la curva, tal como se recoge en la ICH Q2(R2) [252], guia orientada a la
validacién analitica de procedimientos, no especificamente dirigida a bioanalisis. De
hecho, la CLSI C62 uUnicamente recomienda la estimacion del LoD en el contexto de
métodos bioanaliticos LC-MS/MS como apoyo para la definicion del LLMI. Varios autores
han recopilado de forma exhaustiva las aproximaciones y recomendaciones que se

establecen entre las principales guias [212,253,254].

En este estudio, el LoB y el LoD se estimaron siguiendo un protocolo adaptado de la CLSI
EP17 [227], basado en las desviaciones estandar de mediciones de réplicas de muestras
de blanco. El andlisis se realizé en diferentes series analiticas para reflejar la variabilidad
interdiaria, y aumentar la fiabilidad de su evaluacién. Es importante considerar que
factores como las caracteristicas técnicas del detector MS, la eficiencia de recuperacién
de los analitos y los efectos de supresién idnica durante la ionizacién en la fuente pueden
influir significativamente en el LoD y LoQ, los cuales podrian variar a lo largo del tiempo

en funcién del estado del equipo.
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Tanto el LoD como el LoQ cumplieron con las relaciones S/N recomendadas para esta
aproximacion, de 3:1y 10:1, respectivamente [185,252] (Tabla 18). Ademas, el LoQ se
validé en términos de precisidn y veracidad entre series (Tabla 19), a diferencia de otros
estudios en los que Unicamente se calcula a partir de la ecuacion basada en las
desviaciones estandar de la sefial blanco [171,189]. En nuestro caso, siguiendo esta
aproximacion, el LoQ podria haberse establecido entre 1,0y 3,9 nM, dependiendo de la
isoforma, pero dichos valores no cumplirian con los criterios de robustez requeridos. Las
concentraciones de GluCer en LCR se situan cerca del limite inferior del intervalo de
medida en varias isoformas y muestras, por lo que la ausencia de validacién bajo
criterios de precision y veracidad puede comprometer la robustez de los resultados, y

por tanto, a su interpretacion clinica.

8.3.4. Precision y veracidad.

La comparacidon con otros estudios ha sido limitada por la escasa informacién
metodoldgica y de validacion disponible. Entre las referencias mas completas destaca el
estudio de Boutin et al. [171], que analizd cinco isoformas de GluCer en términos de
abundancia relativa. Sin embargo, la curva de calibraciéon se construyé a partir del
estandar comercial GalCer(C15:0), pudiéndose evaluar la precision con muestras en
algunos analitos endégenos, mientras que la veracidad unicamente pudo determinarse
en dicho compuesto. En nuestro caso, se construyeron curvas de calibrado a partir de
estandares comerciales de GluCer C16:0, GluCer C18:0, GluCer C24:1 y GalCer C24:1, lo
gue permitio validar de forma individual la veracidad y la precisién de cada una de estas

isoformas.

8.3.5. Selectividad.

La selectividad es uno de los parametros menos evaluados de forma sistematica, pese a
su relevancia en el andlisis de isoformas e isémeros estructurales. Su evaluacion requiere
considerar distintos enfoques para identificar posibles interferencias derivadas de la

matriz o de los estdndares empleados. Durante la validacién, los TR de los compuestos
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puros coincidieron con los observados en muestras de LCR, con una variacién dentro del
12,5 %, lo que confirmé la identidad de dichos analitos. Sin embargo, seria de interés
poder confirmar la identidad de aquellas isoformas para las que no se dispone de
estandar comercial. La isoforma C23:0 se incluyd en el perfil en base a estudios previos
[79,151,173,181], aunque no habia sido considerada en otros trabajos [166,171].
Actualmente ya hay estandar disponible comercialmente, por lo que en futuros estudios
podria descartarse la posibilidad de que se trate de otra estructura, como C22:0
metilado (C22:0)Me, cuya elucidacion estructural mediante MS/MS ha sido previamente

descrita para globotriaosilceramida y galabiosilceramida [255-257].

La evaluacién de la interferencia entre canales en el andlisis por MS/MS no evidencié
cross-talk con la transicién ficticia (Figura 33), y la contribucién individual de cada
estandar, asi como del IS, a las sefiales de los canales MRM restantes fue despreciable
(£1 %) en todos los casos, excepto en la transicidon correspondiente a C24:0, donde se
detectd una sefial inferior al 8 % tras la inyeccion de C24:1 (Tabla 20). La falta de estandar
comercial de C24:0 impidié confirmar su impacto en la cuantificacidn. Esta interferencia
podria deberse a un solapamiento isobdrico por isétopos naturales (posiblemente de
C24:1 con dos dtomos de *C [194]) o a trazas residuales del estandar, ya sea por el grado
de pureza de fabrica o por inestabilidad del stock. Futuras investigaciones podrian
abordar esta cuestion monitorizando transiciones adicionales de posibles impurezas,
aductos o isoformas similares. Algunos estudios incluyen otras isoformas insaturadas
(C22:1, (C23:1, (C25:1, (C26:1), aunque sin reportar validacion al respecto
[166,167,173,181].
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8.4. ESTUDIO INTEGRAL DEL EFECTO MATRIZ

En este estudio, se integraron las recomendaciones de las principales guias de validacion
bioanalitica [177,185,209,210,242], junto con otros estudios de referencia relevantes en
este campo [213,234] en un Unico disefio experimental y flujo de trabajo. El volumen
limitado del LCR y la complejidad estructural de las isoformas enddgenas de GluCer
proporcionaron un entorno practico para abordar los retos del disefio experimental y

evaluar de manera integrada la informacién proporcionada por estos enfoques.

8.4.1. Primera estrategia.

Esta estrategia examind la variabilidad de las dreas y dreas ratio entre diferentes lotes
de matriz para evaluar la influencia del sistema analitico, los efectos relativos de la

matriz y la recuperacién en la precision del método.

8.4.1.1. Variacion de las dreas absolutas. Impacto en la eficiencia de ionizacion y
recuperacion en la precision del método. Se esperaba que la variabilidad de las areas
absolutas aumentara progresivamente del set 1 al set 3, ya que en cada uno se
introducia, de forma acumulativa, uno de los principales factores de variabilidad: el
sistema analitico, el efecto matriz y la recuperaciéon. Esta hipotesis, respaldada por
estudios previos [213], se vio reflejada en nuestros resultados (Tabla 22A). El incremento
de los CV en las dreas absolutas del set 3 respecto al set 2 fue claramente mayor que el
observado entre el set 2 y el set 1, lo que sugirié que la recuperacidon entre lotes

introducia una variabilidad mas significativa que la atribuible al efecto matriz.

8.4.1.2. Variacion de las areas ratio y las pendientes, y compensacion del IS.

Variacion en dreas ratio. Asimismo, se esperaba que los CV obtenidos a partir de las
areas ratio fueran menores que los correspondientes a las areas absolutas, reflejando la
capacidad del IS para compensar parte de la variabilidad introducida en los estandares

(Tabla 22B). En el set 2, los CV de las areas ratio fueron efectivamente algo menores en
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todos los compuestos y concentraciones, lo que indicé que el IS logré atenuar
parcialmente la variabilidad derivada del sistema analitico y del efecto matriz. Esta
reduccion fue alin mas pronunciada en el set 3, coincidiendo con una correlacién
positiva entre las sefiales del estandary del IS (Figura 38), lo que sugirié que el IS también
ayudd a corregir la variabilidad asociada a la recuperacion. Sin embargo, se observé una
excepcion en el set 1 a 50 nM, donde los CV de las areas ratio superaron a los de las
areas absolutas; ademas, algunos CV del set 1 fueron superiores a los del set 2. Estas
diferencias podrian estar relacionadas con las adaptaciones realizadas en los protocolos
experimentales debido a la limitacidn de volumen de muestra, que condicionaron el
disefo de cada set. En los sets 1y 2, las soluciones WS(STD)me y WS(IS)ve se prepararon
por separado; en cambio, en el set 3 se empled una Unica solucidon mixta que contenia
todos los compuestos, incluido el IS, con el fin de minimizar el volumen sin alterar
significativamente la composicion de la matriz. Ademas, el set 2 se disefié con un
volumen de extracto mas reducido, también con el objetivo de limitar el volumen total
de LCR requerido. Ambas adaptaciones pudieron influir en los resultados, bien por la
introduccion de variabilidad asociada a errores de pipeteo [243], o bien por posibles
diferencias en las interacciones entre analitos, matriz y fase movil durante su
preparacién. Cabe recordar que el solvente puro también actla como matriz y puede
afectar al comportamiento analitico [238,243]. En matrices mas accesibles, como el
plasma, seria conveniente preparar los sets de forma mas consistente, minimizando asi
la variabilidad asociada a estos factores.

En el set 3, los CV de las areas absolutas fueron claramente distintos entre
concentraciones, lo que indico una posible relacién entre la concentracién del analito y
la variabilidad de la recuperacién entre lotes. A concentraciones mas altas, la cantidad
recuperada fue mds variable, una tendencia ya descrita en la literatura [258]. Sin
embargo, esta dependencia de la concentracién no se observé en las areas ratio, cuyos
CV fueron similares en ambas concentraciones, indicando que el patrén de variacion fue
compartido por los estandares y el IS. En este contexto, la variabilidad observada en las
areas ratio del set 3 constituye una estimacion directa de la precision intraserie global
del método, incluyendo la variabilidad entre lotes de matriz. Este tipo de variabilidad no
suele contemplarse en las guias internacionales de validacién, que se centran en la

evaluacion interserie, considerando fuentes de variacion como las calibraciones, el
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operador o las condiciones ambientales. Sin embargo, su inclusién puede aportar una

vision mas completa de la precisiéon del método en condiciones reales de aplicacion.

Variacion en pendientes. Por Ultimo, la mayor variabilidad observada en las pendientes
estimadas (Tabla 23) en comparacion con las area ratio a cada concentracién (Tabla 22B)
pudo ser debido a que se generaron a partir de dos concentraciones, dada la limitacién
de volumen. Aunque un mayor numero de puntos de calibraciéon podria haber reducido
esta variabilidad, la presencia de sefial atribuida a analitos enddgenos dificultd la
construccion de curvas fiables a bajas concentraciones. Esta limitacion ha sido descrita
por otros autores, que no recomiendan esta evaluacidn especialmente cuando no se
dispone de una matriz blanco [223] o cuando la concentracién del estandar afiadido es
baja en relacién con el contenido endégeno del analito [243]. Si bien algunos autores
han propuesto el uso del CV de las pendientes entre lotes como indicador mas
representativo del efecto matriz relativo y de la precision global [235,237], los resultados
de nuestro estudio deben interpretarse como una aproximacién. Aun asi, la precisién
observada se mantuvo por debajo del 15%, lo que se considerd aceptable.

La tendencia decreciente observada en los CV entre sets, con los valores mas bajos
registrados en el set 3, tanto para dreas ratio (hasta 6,1 %) como para pendientes (hasta
12,6 %), respalda la utilidad del IS para compensar la variabilidad introducida a lo largo

del proceso analitico, contribuyendo asi a una mejora en la precisién del método.

8.4.2. Segunda estrategia.

Esta estrategia evalud la influencia de la precisidon global del proceso en la cuantificaciéon

del analito.

Aunque las pendientes presentaron una mayor variabilidad que las dreas ratio, esta
diferencia no tuvo un impacto relevante en la cuantificacion. Al emplear las dos
pendientes mas divergentes entre si para calcular las concentraciones, la desviacidon
respecto al valor nominal fue inferior al 10% en todos los estandares y concentraciones

analizados (Tabla 24).
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No obstante, tanto la variabilidad observada como las desviaciones calculadas deben
interpretarse como estimaciones aproximadas, ya que en este estudio se basaron en

curvas de calibraciéon construidas unicamente con dos niveles de concentracion.

Cabe seialar que el calculo de la desviacidén porcentual respecto a la concentracion
nominal se ajusta a las recomendaciones de la EMA [209] y al planteamiento de
Matuszewski et al. [213]. Sin embargo, una estrategia alternativa, mas representativa de
la influencia de la precisidn global en la cuantificacién del analito, consiste en calcular
las concentraciones a partir de las dos curvas de calibracidn correspondientes a los lotes
con mayor diferencia de pendiente, aplicando a ambas las drea ratios de un lote
restante, y determinando posteriormente la desviacién porcentual entre las
concentraciones resultantes, en lugar de compararlas con un valor nominal. Este
enfoque se basa en el concepto introducido por Matuszewski [234] en 2006, quien
sugirié que la maxima diferencia entre las pendientes puede considerarse un indicador
de la mayor variacién esperada en la concentracién del analito entre lotes, causada por
el efecto relativo de la matriz (es decir, variaciones en las eficiencias de ionizacién y
recuperacién). Estudios futuros deberian explorar la contribucién de la ordenada en el
origen, ademas de la variabilidad de la pendiente, a estas diferencias a lo largo del

intervalo evaluado.

8.4.3. Tercera estrategia.

Esta estrategia permitio calcular tanto los valores absolutos y relativos del efecto matriz,
la recuperacién y la eficiencia del proceso, como sus correspondientes factores
normalizados mediante IS, con el fin de evaluar en qué medida este compensa tanto los
efectos absolutos de la ionizacion y de recuperacidn como la variacion de dichos efectos

entre los distintos lotes.

8.4.3.1. Impacto del efecto matriz, la recuperacion y la eficiencia del proceso en el
rendimiento del método: implicaciones en su desarrollo. Los resultados (Tabla 25)
mostraron una supresién iénica mas intensa en el IS que en los estandares, como

indicaron los valores de MEF superiores a 1. Esta diferencia podria deberse a la coelucion
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de otros componentes de la matriz, que compiten por la ionizacidn [221], o bien a una
coelucion parcial entre analitos, ya que se observo cierto solapamiento en las areas de
algunos picos cromatograficos, lo que podria haber provocado supresion idnica mutua

[258,259].

Si la interferencia de matriz afectase de forma significativa a los estdndares, el uso de un
estandar interno marcado con isétopos estables (SIL-IS) puede contribuir a mitigarla al
experimentar una supresidn idnica similar; no obstante, esta estrategia no evita la
pérdida de senal asociada ni, por tanto, la reduccién en la capacidad de deteccion del
método [260], sino que mejora la robustez compensando su impacto en la
cuantificacién. En nuestro estudio, la mayor supresién se observd en el IS, lo que, en
principio, no deberia comprometer directamente al LoQ del método, ya que una
concentracion constante de IS es afiadida a todas las muestras, calibradores y QC. No
obstante, una reduccién en su sefial podria afectar a la robustez del método a
concentraciones bajas [243], especialmente si el sistema instrumental no opera bajo

condiciones éptimas, al incrementar la variabilidad en la normalizacién del analito.

Para mitigar este efecto, podrian introducirse modificaciones cromatograficas
orientadas a mejorar la resolucién de los picos y minimizar la coelucidn entre
compuestos. Aunque esta estrategia puede resultar eficaz, también debe considerarse
gue la eficiencia de ionizacién esta influida por la composicidén de la fase mévil. Por ello,
si no se dispone de IS para cada compuesto, los cambios en la composicién de la fase
movil durante la cromatografia de gradiente pueden influir en la eficiencia de ionizacién

e introducir un posible sesgo en la cuantificacion del analito.

Plantear una revisién del protocolo de pretratamiento podria ser otra opcién, ya que la
extraccidn lipidica constituye una etapa especialmente critica en matrices como el LCR,

donde las concentraciones de analitos son considerablemente bajas.

Los valores de RE obtenidos fueron bajos, lo que sugirié pérdidas significativas durante
la extraccidn y, en consecuencia, una reduccion de la PE, con probable impacto sobre el
LoQ [212]. Por otro lado, el andlisis de la relacion entre ME y RE, representado mediante
los diagramas de dispersidn, mostrd una tendencia negativa: en general, los lotes con
mayor recuperacion tendieron a presentar una supresion idnica mas pronunciada, y

viceversa (Figura 40). Esta relacién podria deberse a que una mayor eficiencia de
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extraccidn facilita también la coextraccion de compuestos interferentes que compiten

en el proceso de ionizacion.

La extracciéon LLE basada en MeOH/CHCl; esta ampliamente considerada como un
método de extraccion eficiente [43,191,194,198,199,202,203], y ha sido ampliamente
utilizado [139,151,167,172,173,179], pero otros autores han empleado SPE
[79,171,174,175], o una combinacion de ambas [180]. Durante la fase de desarrollo del
método se ensayaron distintas condiciones de extraccion LLE, en consonancia con los
recursos disponibles, con el objetivo de maximizar la recuperacion empleando el menor
volumen de muestra posible. Bajo estos criterios, se selecciond el procedimiento actual
como la opciéon mas adecuada. Aunque en un estudio [171] se describié una menor
respuesta analitica al emplear LLE en comparacion con SPE, las tasas de recuperacion
fueron comparables a las reportadas en SPE en dicho trabajo. Ademas, esta pérdida de
sefial fue atribuida a una supresién idénica mas marcada y no a una posible reduccién en
la eficiencia de recuperacion; sin embargo, no se evalué de forma especifica la eficiencia
de ionizacién ni se presentaron datos comparativos de recuperacién entre ambos

procedimientos.

8.4.3.2. Impacto del efecto matriz, la recuperacion y la eficiencia del proceso:
capacidad compensatoria del IS. La recuperacidn del IS fue aproximadamente la mitad
que la de los estandares, lo que indicd diferencias en la eficiencia de extraccién. Como
resultado, la PE del IS fue considerablemente inferior, con valores de PEF superiores a 2
(Tabla 25y Figura 39). Es probable que el IS seleccionado difiera de los analitos de interés
en términos de estructura quimica, propiedades fisicoquimicas, eficiencia de ionizacién
y TR; estas diferencias pueden influir tanto en la recuperacién como en la susceptibilidad
al efecto matriz. Ademas, la estabilidad de los analogos marcados con deuterio puede
ser limitada. Se han descrito fendmenos de intercambio isotopico durante la extraccion,
en la interfaz del MS, o en la fase gaseosa, lo que puede afectar la sefial del IS deuterado
y generar variabilidad en su respuesta [185,221]. Todo ello podria contribuir a que el IS
y los estdndares no se comporten de forma equivalente a lo largo del proceso analitico.
Las guias internacionales [185,209,210] recomiendan el uso de IS marcados con isétopos

estables (SIL-IS), priorizando aquellos que contienen C, ®N o VO, y aceptando los
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isdtopos deuterados como alternativa cuando los anteriores no estan disponibles. Estos
se seleccionan basados en la similitud estructural con el analito para compartir
propiedades fisicoquimicas, lo que garantiza TR y efectos de matriz similares [41]. En
nuestro caso, la disponibilidad comercial limitada restringié las opciones, por lo que se
optd por el uso de IS deuterados. Durante el desarrollo del método, se evaluaron
distintas opciones comerciales (GluCer C18:0-ds y GluCer C17:0), sin observar mejoras

en la reproducibilidad.

8.4.3.3. Variabilidad del efecto matriz, la recuperacion y la eficiencia del proceso. Los
valores de ME, RE y PE aportan informacién relevante sobre el rendimiento del método,
pero su utilidad como indicadores de robustez depende de su variabilidad entre lotes.
En nuestro estudio se observaron diferencias en la eficiencia de ionizacion y en la
recuperacién entre diferentes lotes de LCR (rME vy rRE), siendo esta Uultima
considerablemente mayor. No obstante, tras la normalizacién con el IS, los CV
disminuyeron de forma notable (Tabla 25), lo que sugirid que los patrones de variacion
fueron similares entre los estandares y el IS, y que este ultimo contribuyd a compensar

adecuadamente dichas fuentes de variabilidad.

Al igual que en la primera estrategia, se observé que, a concentraciones de 100 nM, los
valores de rRE y rPE fueron mads elevados que a 50 nM, indicando una posible relacidon
dependiente de la concentracién. Sin embargo, esta tendencia desaparecid tras la
normalizacion con el IS. En este sentido, los valores de rPEF se mantuvieron por debajo
del 15%, cumpliendo con los criterios de aceptacién definidos para este estudio. Estos
resultados reforzaron la utilidad del IS para mejorar la precisidn global del método, pese

a la variabilidad observada en la recuperacién.

Por ultimo, es de interés revisar y comparar los resultados de la precisién desde las
distintas perspectivas que se han abordado durante la evaluacién del método. El estudio
de precision interserie (Tabla 19) incorpord la variabilidad interdiaria derivada de
posibles fluctuaciones en los parametros del sistema cromatografico (como la
temperatura, el pH, la composicién del solvente o el estado de la columna), en las
condiciones del MS (incluyendo la temperatura, la presion o la estabilidad de la fuente

de ionizacién), asi como la influencia de multiples calibraciones y distintos
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procedimientos de mantenimiento. Aunque en dicho estudio las muestras de QC se
prepararon de forma independiente, la matriz empleada procedia de una unica fuente
(aLCR). En cambio, el estudio completo del efecto matriz se llevé a cabo en una Unica
serie analitica, pero utilizando matrices procedentes de distintos origenes de nLCR, lo
gue introdujo una fuente adicional de variabilidad. Dentro del estudio del efecto matriz,
conviene distinguir que los CV calculados a partir de los valores de ME, RE y PE, asi como
de sus factores normalizados (rMEF, rREF, rPEF) en la tercera estrategia (Tabla 25),
difieren de los obtenidos en la primer estrategia, a partir de las areas absolutas y las
areas ratio (Tabla 22). Esta discrepancia puede atribuirse a que ambas reflejaron
aspectos distintos del rendimiento analitico: mientras que los valores obtenidos a partir
de las areas y areas ratio en los sets 1, 2 y 3 muestran la contribucién acumulada de
varios factores (sistema analitico, matriz, recuperacion, respectivamente) a la precisién
global, la tercera estrategia permite estimar la variabilidad de cada uno de estos
procesos por separado. Ademas, como se ha descrito anteriormente [238], sus
respectivos cdlculos se basan en sets de datos diferentes: mientras que para la primer
estrategia las areas ratio pueden derivarse de un Unico set, en la tercera requiere

comparar dos sets, lo que puede aumentar la variabilidad observada.

En conjunto, estas estrategias permiten una evaluacion integral del efecto matrizy de la
precision global del método, facilitando la identificacidn de las causas subyacentes de la
variabilidad en cada etapa, de acuerdo con las recomendaciones de las principales guias

de validacion bioanalitica.
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8.5. HERRAMIENTAS TRANSFERIBLES PARA LA EVALUACION DE
METODOS

8.5.1. La evaluacion de métodos en el marco regulatorio actual.

La complejidad de los procedimientos de evaluacién y las limitaciones de tiempo,
recursos econémicos, equipamiento o espacio dificultan que los especialistas de los
laboratorios clinicos se adhieran a las recomendaciones establecidas en las guias para el
desarrollo y validacion de métodos bioanaliticos. Esta adherencia, ademas de ser
deseable, se convierte en un requisito en el contexto de la préoxima implementacion del
EU IVDR 2017/746 [178]. En este marco, demostrar la validez de un método in-house, o
LDT, implica evidenciar su veracidad y reproducibilidad analitica [261]. A pesar de que la
orientacién especifica para su aplicacidon sigue siendo limitada [262,263], algunas
publicaciones apuntan a que la conformidad con la norma 1S015189:2022 [264] podria
ser suficiente para garantizar el cumplimiento de los parametros analiticos recogidos en
su Anexo 1 (incluyendo selectividad, interferencias, linealidad, efecto matriz, veracidad,
recuperacion, precision, LoD, LoQ) [265]. En Espafia la acreditacidon no es un requisito
obligatorio [266], y en determinadas areas del laboratorio clinico, especialmente
aquellas dependientes de LDT, como las centradas en enfermedades minoritarias, este

proceso puede implicar una inversion considerable en documentacién y recursos [267].

El desarrollo de herramientas accesibles que permitan integrar y estandarizar estas
evaluaciones favorece la aplicabilidad prdctica en el laboratorio clinico y representa, por
tanto, una via para cumplir con las recomendaciones metodoldgicas y garantizar el

rendimiento analitico exigido por la IVDR.

8.5.2. Integracion en una herramienta de trabajo para la evaluacion del

efecto matriz.

A diferencia de otros parametros de la validacién bioanalitica, como la precisién o la
linealidad, y pese a su impacto en la robustez del método, la evaluacion del efecto

matriz, la recuperacion y la eficiencia del proceso carecen de protocolos detallados y de
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criterios armonizados entre guias. La EMA, tras la adopcion de ICH M10, aborda el efecto
matriz desde una perspectiva de eficiencia global del proceso, exigiendo menos niveles
de concentracién y permitiendo el uso de un nimero limitado de lotes de matriz, lo que
facilita su aplicacién en entornos con recursos limitados. No obstante, esta estrategia no
desglosa las contribuciones individuales de los principales factores, lo que dificulta
identificar las causas subyacentes de la pérdida de rendimiento del método. Por su
parte, la CLSI referencia el enfoque de Matuszewski et al. [213], que aborda de forma
conjunta el efecto matriz, la recuperacion vy la eficiencia del proceso. Sin embargo, al
igual que la EMA, no proporciona protocolos suficientemente detallados que guien su
implementacidn practica. Ademas, no suelen considerar contextos como volumenes
limitados de matriz o presencia de analitos enddgenos, frecuentes en el laboratorio
clinico [211]. También difieren en la fase en la que se situa esta evaluacion: mientras que
la CLSI C62 la aborda durante la preverificaciéon, antes de la validacién completa, la EMA
M10 la incluye en la validacién general del método, lo que tiene implicaciones cuando
los resultados no cumplen los criterios de aceptacién y es necesario retroceder a fases

previas de la optimizacion.

Estas diferencias pueden aportar informacién complementaria sobre los factores que
afectan al rendimiento global del método; esto se evidencia en el flujo de trabajo
propuesto para la integracidon de estrategias en la evaluacién del efecto matriz, la
recuperacioén y la eficiencia del proceso (Figura 36, Tabla 30). La variacién de las areas
ratio en el set 3 (pre-extraccién), en linea con Matuszewski et al. [213], o |a variabilidad
de las pendientes, tal como describe posteriormente el mismo autor [234], permiten
evaluar la precisién global del proceso.

Asimismo, la desviacién en las cuantificaciones obtenidas respecto al valor nominal
ayudan a valorar la influencia de la precision global en la cuantificacién, en consonancia
con la EMA M10 y Matuszewski et al. [213]. Por otro lado, la comparacion de
concentraciones obtenidas con ecuaciones de lotes diferentes ofrece una estimacion
mas especifica del impacto relativo de la matriz en la cuantificacion [234].

Parametros como el CV de las areas en los sets 1 y 2, o los valores de ME y RE, son
fundamentales para evaluar los factores que contribuyen a la precisién del método y el

impacto de la eficiencia de ionizacion y la fraccidn de recuperacion, respectivamente. El
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calculo de ME se recomienda en la CLSI C50 [177] y en la guia de la EMA de 2011 [242],

ya desactualizada; mientras que la estimacion de RE se incluye en la ICH M10 de 2022 (y

por tanto en las guias EMA y FDA en vigor) [209], y en la guia previa de la FDA [210],

aunque como experimentos independientes. Sin embargo, la robustez del método se

comprende mejor a partir de la variabilidad de estos factores en diferentes lotes de

matriz, en particular al normalizar por el IS, tal como sefiala la CLSI C62 [185].

Tabla 30. Alineamiento de las estrategias con las recomendaciones de las guias internacionales para
evaluar el efecto matriz con muestras preparadas pre- y post-extraccion.

Lotes
(Conc.)
6 (2)

Guia

EMA
2011
[242]

FDA -
2018
[210]

ICHM10  6(2)
2022%* 3
[209] replic

CLSI C62
2022
[185]

5(7)

CLSI C50
2007
[177]

5(-)

Recomendaciones

Efecto matriz absoluto de STD e IS,
afiadido en matriz post-extraccion vs
solvente

Factor de normalizacién por IS (MF) y CV
entre lotes.

Se pueden usar menos lotes en
determinados casos.

Recuperacidn, afiadido en matriz pre-
extraccion vs matriz post-extraccion.

Efecto matriz, afladido en matriz pre-
extraccidn (estudio de precisidn y
exactitud).

Se pueden usar menos lotes en
determinados casos.

Recuperacidn, afiadido en matriz pre-
extraccion vs matriz post-extraccion.

Efecto matriz absoluto afiadido en matriz
post-extraccidn vs solvente. Variabilidad

de dreas ratio. Normalizacién del efecto

matriz por IS.

Refiere a Matuszewski et al. [213] y CLSI

C50 [177] como mejores practicas.

Evaluacidon de efecto matriz absoluto
(ME), eficiencia de la extraccién (RE) y
eficiencia del proceso (PE).

Refiere a Matuszewski et al. [213] y
Maurer et al. [268] como mejores
practicas.

Estrategia

Tercera (solo aplica para ME, MEF y
rMEF)

Tercera (solo aplica a RE)

Primera (considerando que se evalla
concentracion y no areas, y solo
aplica a la precisidn global del
método o set 3)

Segunda (considerando que utiliza
curva validada y no ecuaciones
obtenidas entre los lotes).

Tercera (solo aplica a RE).

Primera (CV areas ratio y por
referencia a Matuszewski et al.
[213])

Tercera (solo aplica a ME, MEF;
considerar aproximacién completa
por su referencia a Matuszewski et
al. [213])

Primera (por su referencia a
Matuszewski et al. [213])

Tercera (solo aplica a ME, RE, PE,
considerar aproximacién completa
por su referencia a Matuszewski et
al. [213])

*|CH M10 actualmente respalda la guia mas actualizada de la EMA (para la UE) y la FDA (para EE. UU.)
sobre la validacidon de métodos bioanaliticos.
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En conjunto, esta diversidad de enfoques evidencia la utilidad y necesidad de
herramientas que permitan integrar y sistematizar las evaluaciones. En respuesta a esta
necesidad, se desarrolld un flujo de trabajo que integra en un Unico esquema
experimental las estrategias recomendadas por las principales guias de bioanalisis,
acompanado de una herramienta Excel automatizada, de libre acceso, que facilita
calculos e interpretacion de resultados. La herramienta es aplicable a otros analitos y su

protocolo presenta una amplia utilidad en quimica analitica.

191



8.6. INTERPRETACION Y SIGNIFICACION CLiNICA DE LOS GSL

Clasicamente, la EP ha sido entendida como una proteinopatia en la que los lipidos
contribuyen al proceso patoldgico de forma secundaria. Sin embargo, algunos autores
[269] vya describen las sinucleinopatias como entidades simultdneamente
proteinopdticas y lipidopdticas, en las que un circulo vicioso de dishomeostasis proteica

y lipidica contribuye a la progresién de la enfermedad.

8.6.1. Perfil clinico y lipidico en la cohorte EP-GBA.

La mayoria de los pacientes con EP-GBA son portadores heterocigotos y conservan una
actividad residual de B-GCasa, que puede alcanzar hasta un 50% [48]. Este nivel de
actividad podria ser suficiente para evitar la acumulacién detectable de GluCer, lo que
explicaria la ausencia de alteraciones marcadas en algunos estudios [26]. Incluso en la
EG, en la que la actividad enzimatica suele reducirse al 10-20%, muchos pacientes no
desarrollan EP [146]. Todo ello refuerza la idea de que la disfuncion de B-GCasa actua
mas como un factor de riesgo o de susceptibilidad que como un determinante patolégico
directo. Factores genéticos como la presencia de otras mutaciones que actian como
moduladores de GBA, u otros como la edad o la exposicion ambiental podrian inducir

una disfuncién progresiva y favorecer la acumulacion de sustratos [97].

A pesar de ello, la presencia de variantes en GBA1 se ha relacionado con un perfil clinico
y bioldgico especifico dentro de la EP [74] (Tabla 3), y las diferencias observadas segun
la gravedad de la mutaciéon podrian contribuir a definir subgrupos con distinto
prondstico [127,270]. En nuestra cohorte, los pacientes EP-GBA mostraron una edad de
inicio ligeramente superior, mayor duracion de la enfermedad y puntuaciones mas
elevadas en las escalas motoras (Hoehn & Yahr y MDS-UPDRS Ill) respecto al grupo EPi,
mientras que las puntuaciones cognitivas (MoCA) fueron similares entre ambos grupos

(Tabla 26).

En cuanto al perfil lipidico, en concordancia con estudios previos, GalCer presentd

concentraciones superiores a las de GluCer en todos los grupos de pacientes, con
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independencia del perfil clinico (Tabla 27). A pesar del reto analitico que supone su
separacion, por tratarse de estructuras estrechamente relacionadas, la inclusiéon de
GalCer en el perfil analitico no sélo responde a una necesidad metodoldgica, sino de
aplicacion clinica, porque permite el célculo del ratio GluCer/GalCer, cuya tendencia
ascendente ha sido descrita en tejido cerebral en el contexto de la EP [171], y se ve
respaldada por nuestros hallazgos en LCR. Mutoh et al. [181] describieron una reduccion
de GalCer vy, con ello, un aumento relativo del cociente GluCer/GalCer en el LCR de
pacientes con hidrocefalia normotensiva idiopatica, un trastorno parkinsoniano. Otros
ratios de normalizacidn, como GluCer/SM, se han propuesto en LCR como marcador

prondstico en pacientes con EP idiopdtica y EP-GBA [172] .

En nuestra cohorte, se observaron tendencias al alza de GluCer/GalCer tanto entre
grupos clinicos (Figura 41), como dentro del grupo EP-GBA entre pacientes con variantes

severas frente a aquellos con variantes leves o de riesgo (Tabla 29).

El grupo de pacientes con EPi sin variantes en GBA1 mostré medianas de ratios
GluCer/GalCer mas elevadas que los controles sanos, aunque inferiores a las observadas
en el grupo EP-GBA. De forma exploratoria, los dos pacientes del grupo EPi portadores
de variantes en el gen ATP13A2 (PARK9) también presentaron una mediana de ratios
superior al resto del grupo. Si bien estas observaciones deben interpretarse con cautela
debido al tamafio limitado de la muestra, apuntan a que la cuantificacién de GSL podria
tener aplicaciones mds amplias, mas alla del contexto especifico de los portadores de
variantes en GBA1, y resultar de interés en el estudio de otras alteraciones genéticas
vinculadas a la via lisosomal o al metabolismo de esfingolipidos, muy frecuentes en EP
[36]. Ademas, concuerdan con estudios previos que han descrito una reduccién de la
actividad de B-GCasa en pacientes sin variantes patogénicas en GBA1 [140,146,149], asi
como con la existencia de una disfuncion progresiva de la via ALP incluso en ausencia de

alteraciones genéticas conocidas [16,271].

Por otro lado, dado que se desconoce si cada isoforma contribuye de manera
diferenciada a la fisiopatologia de la EP, se considera relevante cuantificarlas de forma
individual, ante la posibilidad de que alguna aporte informacién adicional. En este
sentido, ciertas ratios especificas de isoformas individuales, como C22:0, C23:0 o C24:0,

mostraron un especial interés en este estudio, en linea con observaciones previas
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[139,151,166,171,173], al presentar medianas mas elevadas en el grupo EP-GBA,

especialmente en portadores de mutaciones severas.

Aungque las isoformas de GalCer no han sido evaluadas tan extensamente como las de
GluCer, su inclusion en el analisis permite la separaciéon cromatografica de GluCer,
facilitar la normalizacion de los resultados, y complementar el analisis de las
concentraciones absolutas, favoreciendo asi una evaluacién mas integral de los perfiles

lipidicos en la EP.

8.6.2. Relacion entre biomarcadores lipidicos y progresion clinica.

Aunque multiples estudios longitudinales han evidenciado una progresion motora mas
rapida en EP-GBA [47,70,128] (Tabla 3), medida mediante escalas como MDS-UPDRS y
Hoehn y Yahr, la relacién en el caso de los esfingolipidos y las puntuaciones clinicas es
limitada. Algunos estudios no han hallado una correlacién significativa entre las pruebas
clinicas y la concentracién de esfingolipidos [166,174]. Al inicio del estudio de Huh 21 et
al. [172] no observaron asociacion entre los niveles de esfingolipidos y las puntuaciones
MoCA en pacientes con EP idiopatica, aunque si en el grupo EP-GBA; sin embargo, en
ambos grupos, aquellos pacientes en el cuartil mas alto de GluCer/SM presentaron un
empeoramiento cognitivo mas acelerado a lo largo del tiempo. Por otro lado, Te Vruchte
et al. [165] encontraron correlaciones con la escala MDS-UPDR Ill y otros GSL complejos,
distintos a GluCer. En el presente estudio no se evaluaron correlaciones directas entre
las concentraciones de GluCer o las ratios, y las escalas clinicas. No obstante, el grupo
EP-GBA, que mostré la mediana de ratios mas elevada, fue también el que presentd las

puntuaciones mas altas en MDS-UPDRS lll y Hoehn & Yahr.

8.6.3. Consideraciones para la aplicabilidad clinica.

El tamafo reducido de las muestras en el presente estudio y en trabajos previos
constituye una limitacidon importante que podria explicar la ausencia de diferencias

estadisticamente significativas entre grupos. En aquellos estudios que incluyeron
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cohortes mas amplias, integradas en grandes iniciativas multicéntricas como Ia
Parkinson’s Progression Markers Initiative (PPMI), y que permitieron estratificar a los
individuos segun el tipo o la severidad de la mutacién en GBAI1, se observaron
concentraciones significativamente mas elevadas de GluCer en los pacientes EP-GBA, y
en relacién con la gravedad de la variante [151,172]. A pesar de ello, los intervalos de
concentracion tienden a solaparse entre grupos, lo que limita el poder discriminativo de
estos marcadores. Diversos autores han remarcado que contar con una potencia
estadistica adecuada no implica necesariamente una relevancia clinica o bioldgica
[170,174,272]. La correcta interpretacion de estas diferencias requiere considerar tanto
la precisidn analitica del método empleado como la variabilidad bioldgica inherente del
biomarcador [273,274]. Para que un analito resulte clinicamente util, es deseable que
presente una baja variabilidad intraindividual en relaciéon con el cambio esperado. De
este modo, mds alla de la capacidad de discriminar entre distintos grupos, la estimacion
de su variacidon bioldgica permitiria obtener datos Utiles para valorar su utilidad clinica a
nivel individual. En el caso de GluCer, no existen bases de datos al respecto, y la mejor
estimacion disponible es la proporcionada por den Heijer et al. [166], que calculd una
variabilidad intraindividual interdiaria del 5,8-12% de GluCer en plasma, dependiendo
de la isoforma y el estado clinico del paciente, y que ofrece un punto de partida para

futuras investigaciones orientadas a definir su aplicabilidad clinica.

En conjunto, estas evidencias apoyan el interés de los GSL y sus ratios como
biomarcadores exploratorios en la EP, incluso en ausencia de mutaciones en GBAI,

cuando existen alteraciones en rutas funcionalmente relacionadas.
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8.7. LIMITACIONES DE LA TESIS

Este estudio presenta diversas limitaciones que deben ser tenidas en cuenta al

interpretar los resultados.

8.7.1. Limitaciones relacionadas con la fase de optimizacion de los

métodos.

En primer lugar, aunque los métodos empleados para cuantificar los modelos preclinicos
han sido monitorizados para garantizar la coherencia de los resultados, atiin no han sido
validados conforme a las guias internacionales. Asimismo, seria recomendable
reconsiderar posibles modificaciones en el pretratamiento de las muestras y en la

preparacion de las curvas de calibracion.

Por otro lado, para mantener la coherencia con estudios previos de cuantificacion en
tejido y considerando las limitaciones de recursos, se decidid priorizar la optimizacién
del método LC-MS/MS con cromatografia HILIC para la cuantificacidn de los isdmeros en
LCR humano, mientras que la cuantificacion de las isoformas en tejido cerebral murino
se realizdé mediante cromatografia de fase reversa. Aunque este ultimo enfoque
evidencio diferencias entre grupos en varios de los estudios presentados en esta tesis,
la incapacidad de separar los isémeros GalCer y GluCer podria haber atenuado dichas
diferencias e incluso interferido o enmascarado su deteccidon en otros estudios. Por ello,
en el futuro seria recomendable completar la optimizaciéon y evaluacion del método
basado en cromatografia HILIC para posteriores cuantificaciones de los isGmeros en

tejido cerebral.

Por ultimo, no fue posible incluir GluSph en el perfil para LCR debido a la limitada
capacidad de deteccién del método. Durante el desarrollo de esta tesis se publico el
primery Unico estudio que logrd su cuantificacién, incluyendo una validacién del LoQ en
términos de precisidon y veracidad, mediante el acoplamiento en serie de dos columnas
HILIC [175]. Este trabajo pone de manifiesto la dificultad asociada a su analisis y la

necesidad de una mayor optimizacion instrumental y de recursos.
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8.7.2. Limitaciones relacionadas con la evaluacion del método para la

cuantificacion de isoformas en LCR.

Si bien se siguieron las recomendaciones generales de las principales guias
internacionales, la aplicacidn practica de ciertos protocolos y criterios se ajusté a las
condiciones reales del laboratorio, marcadas por la disponibilidad limitada de
instrumental, restricciones de tiempo y, especialmente, por la dificultad para obtener
volumenes suficientes de LCR, tanto en términos de cantidad total como de diversidad
de lotes. Esta limitacion condiciond el disefio experimental, reduciendo el numero de
niveles de concentracion y de réplicas, y obligd a adaptar procedimientos que, en
condiciones ideales, hubieran requerido un volumen mayor, como los destinados a la
evaluacion del efecto matriz o la equivalencia de curvas. Ademas, la presencia enddgena
de los analitos en la matriz, dificultd el uso de LCR nativo, al no disponerse de un

procedimiento de deplecion eficiente.

Una limitacidon adicional del estudio fue la falta de evaluacidon de interferentes
enddgenos, como la posible contaminacién sanguinea del LCR en caso de puncion
lumbar traumatica. Aunque las muestras utilizadas eran visualmente transparentes, no
puede descartarse un efecto sobre las concentraciones de GluCer, especialmente
considerando que en plasma sus niveles son diez veces superiores y que su proporcion
relativa respecto a GalCer también estd invertida [175]. No existen estudios especificos
para esfingolipidos, pero si para la a-sinucleina. El punto de corte “empirico” que suele
ser utilizado es de 200 ng/mL [275-277], pero Paciotti et al. [278] definieron un umbral
maximo permisible de hemoglobina de 1,5 pg/L, que no es detectable
macroscopicamente. Estos factores podrian estar influyendo en los resultados de este y

otros estudios, y deberia considerarse en futuras investigaciones.

Por ello, seria recomendable contemplar el uso de matrices alternativas, la inclusion de
un mayor numero de concentraciones y la evaluacidn de distintas condiciones
preanaliticas, como la presencia de hemdlisis. Asimismo, seria deseable ampliar los
estudios a otras isoformas disponibles comercialmente, como las GalCer, especialmente

para estudios de selectividad y de efecto matriz.
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Desde el punto de vista instrumental, se observaron disminuciones progresivas en las
areas absolutas durante la reinyeccion de series consecutivas de muestras. Estas
reducciones, de entre un 15% y un 30% segun el analito, afectaron a los valores
calculados de ME, RE y PE, y podrian estar asociadas a inestabilidad del sistema o del
interfaz, tal como se ha descrito previamente [213]. Ademas, el orden de inyeccidn
puede influir en la estimaciéon del efecto matriz, introduciendo un posible sesgo

adicional [239].

Cabe sefialar que existen enfoques alternativos, complementarios al disefio
experimental propuesto para la evaluacion del efecto matriz, que proporcionan
estrategias mas amplias para identificar fuentes adicionales de la pérdida de analito,
investigando el origen de ME y RE, y estimando por separado la contribucién del ISy los
estdndares [236,243]. También se han descrito estrategias para estimar la eficiencia
global del proceso, minimizando la variabilidad metodoldgica, mediante la diferencia de
la variabilidad entre distintos lotes y el de un Unico lote analizado de forma repetida

[234,235].

8.7.3. Limitaciones relacionadas con la aplicacién clinica en la cohorte

VHIP.

El tamafio reducido de la cohorte limité la posibilidad de extraer conclusiones
estadisticamente sélidas sobre las diferencias entre grupos. Ademas, durante el analisis
de muestras, varias isoformas de GluCer fueron detectables cromatograficamente, pero
se encontraron por debajo del LoQ en algunos individuos. Las tasas de recuperacion
observadas apuntaron a pérdidas relevantes durante la extraccion, lo que compromete
la eficiencia global del método, especialmente en concentraciones préoximas a este

limite.
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8.8. PERSPECTIVAS FUTURAS

8.8.1. Medicina personalizada.

En 2024 se publicaron las primeras recomendaciones consensuadas [279] para mejorar
la comunicacidn en el asesoramiento genético de EP en portadores de variantes en
GBA1, considerando la penetrancia incompleta y la complejidad de estimar el riesgo
individual. La estratificacién de portadores de variantes en GBAI1, tanto en la fase
prodromica como en la fase manifiesta de la enfermedad, por tanto, se ha convertido
en una necesidad para abordar cuestiones relacionadas con la progresién y el pronédstico
de la enfermedad, y la respuesta a potenciales tratamientos especificos [128,129]. En el
contexto actual, en el que se estan iniciando los primeros ensayos clinicos en pacientes
con EP-GBA, como los desarrollados por Bial (chaperona farmacolégica) y Prevail
Therapeutics (terapia génica) (Tabla 4), resulta fundamental disponer de biomarcadores
que permitan validar la eficacia terapéutica y/o servir como criterio de inclusién de

subgrupos especificos.

Aungque la evidencia disponible alin no permite establecer conclusiones definitivas sobre
el valor individual de biomarcadores como la actividad enzimatica o la concentracién de
GSL, su combinacién entre ellos y con otras pruebas complementarias ha mostrado
mejorar la precisién diagndstica [10,148,280]. En esta linea, se han propuesto
combinaciones como especies de a-sinucleina con actividad de B-GCasa [148], o
proteinas asociadas al dafio neuroaxonal, como Tau o NfL, cada vez mds implementadas
en la rutina asistencial de los laboratorios clinicos, para mejorar la estratificacion de los
pacientes [129]. Asimismo, otros lipidos han sido propuestos como biomarcadores,
incluyendo gangliésidos complejos [143,176] y colesterol glucosilado [26], por lo que
ampliar el perfil bioquimico analizado representa una posible via de desarrollo
complementaria. Ademas, la evidencia disponible sugiere que estas estrategias podrian
extenderse a subgrupos mas amplios de pacientes con EP sin variantes en GBA1, lo que
refuerza su potencial utilidad mas alla del contexto genético concreto y respalda su valor

en un enfoque mas personalizado de la enfermedad.
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La direccion actual en el estudio de la EP avanza hacia sistemas de estadificacidn
biolégica, que complementan los criterios clinicos mediante la integracion de
biomarcadores objetivos (neuroimagen, bioquimicos y/o genéticos) [127,281]. Este
enfoque, ya consolidado en otras enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer mediante la clasificacién biolégica AT(N) de la National
Institute on Aging — Alzheimer’s Association (NIA-AA) de 2018 [282], plantea una
redefinicion de estas entidades clinicas en funcién de perfiles de biomarcadores. En el
caso de la EP, se incluyen dominios como biomarcadores de a-sinucleina, disfuncién
lisosomal, alteraciones lipidicas y variantes genéticas, que resultan especialmente

relevantes en subentidades como EP-GBA (Figura 45).

Biomarcadores

Biomarcadores .
del sistema

Biomarcadores

lisosomales mitocondriales

inmune

Técnicas de Biomarcadores
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Biomarcadores de sinucleinopatia
Biomarcadores de neurodegeneracién dopaminérgica
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Figura 45. Categorias prometedoras de biomarcadores para el sistema de estadificacion bioldgica en EP.
El recuadro central representa los posibles ejes: biomarcadores de a-sinucleina (técnicas bioquimicas
como inmunoensayos o RT-QuIC); biomarcadores de neurodegeneracién dopaminérgica (técnicas de
imagen funcional y estructural como DaT-SPECT, FDOPA-PET o MRI); biomarcadores de fisiopatologia
complementaria (como alteraciones lisosomales, mitocondriales, inflamatorias o de estrés oxidativo);
fenotipo clinico (medidas clinicas motoras y no motoras); y perfil genético (variantes patogénicas en SNCA,
PRKN, PINK1, LRRK2 o GBA1). Adaptada de Chahine et al. [281].
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8.8.2. Estandarizacidon y armonizacion de metodologias EP-GBA.

El uso de protocolos, solventes y estandares comunes a lo largo de todo el proceso de
optimizacidn secuencial tiene como finalidad promover la armonizacién entre modelos
y matrices. Esta continuidad metodoldgica desde etapas preclinicas presentaria ventajas
en términos de comparabilidad entre resultados experimentales, permite una mejor
interpretacion de los hallazgos y facilita la transferencia de conocimientos desde la

investigacion basica al contexto clinico.

En este contexto, el LCR y la sangre se consideran las principales matrices de interés, al
permitir una evaluacion in vivo de los procesos fisiopatoldgicos de la enfermedad [283].
El LCR, por su proximidad al SNC, constituye una matriz ideal para la identificacidén de
biomarcadores de patologia cerebral, aunque su uso en el seguimiento longitudinal
presenta limitaciones practicas por la necesidad de realizar punciones lumbares
repetidas. Las muestras de sangre emergen como una alternativa mas accesible [129].
GluCer es abundante en sangre periférica y su concentracién puede estar modulada por
procesos sistémicos, por lo que podria no reflejar la patologia cerebral; sin embargo,
diferentes estudios han descrito incrementos en los niveles de esfingolipidos en

pacientes EP respecto a individuos sanos [164—-168].

Como parte del presente trabajo, se ha iniciado una aproximacion preliminar del método
con cromatografia HILIC a la matriz suero (Figura 46). Futuros trabajos podrian
profundizar en su desarrollo para la caracterizacién de estos perfiles en sangre

periférica, explorando su potencial como herramientas complementarias al LCR.

La estrategia metodoldgica descrita constituye una base sélida para su adaptacién a
nuevas aplicaciones, facilitando la armonizacidn de protocolos en el estudio de EP-GBA.

Al seguir una sistematica comun, los métodos desarrollados presentan potencial para
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Figura 46. Cromatograma representativo de las isoformas en una muestra de suero humano analizada
mediante HILIC-MS/MS. Se muestra la separacion de los isomeros de GluCer y GalCer correspondientes
a cada isoforma, los cuales eluyen en orden inverso a la longitud de cadena.

ser escalables e implementados en distintos laboratorios, promoviendo la creacién de
redes de validacién externa y la colaboracién en estudios multicéntricos. Ademas, las
herramientas prdcticas propuestas y la estandarizacién de los protocolos analiticos
ofrecen una base Util para facilitar su implementacién de forma sistematica, tanto en el

contexto de la EP-GBA como en otros ambitos del laboratorio clinico.
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1. Los métodos LC-MS/MS desarrollados para estudios en modelos preclinicos, pese a
sus limitaciones metodoldgicas, mostraron una robustez adecuada y permitieron
caracterizar alteraciones en HexCer y HexSph en modelos celulares y murinos con
deficiencia de GBA1. En estudios traslacionales, se observé que la reduccidn de sustratos
lipidicos constituyd un indicador mas representativo de la eficacia terapéutica que el
aumento de la actividad enzimdtica, ofreciendo un enfoque objetivo para la

monitorizacién de nuevas estrategias terapéuticas.

2. Se desarrolld y validé un método LC-MS/MS basado en HILIC para la cuantificacién de
isoformas de GluCer y GalCer en LCR humano, cumpliendo los criterios de selectividad,
limite de cuantificacidn, linealidad, precision, veracidad, estabilidad y efecto matriz
establecidos en las principales guias internacionales de validacién de métodos

bioanaliticos.

3. Ante la ausencia de recomendaciones armonizadas para el estudio del efecto matriz,
la combinacién de diferentes estrategias permitié una evaluacion mas integral. Se
propuso un flujo de trabajo sistematico, acompanado de una herramienta de uso libre
gue automatiza calculos e interpretacion de resultados, facilitando la adherencia a las

principales guias internacionales y promoviendo la estandarizacion de la evaluacion.

4. En la cohorte VHIP, las ratios GluCer/GalCer fueron mas altas en pacientes con EP que
en los controles, especialmente en portadores de mutaciones en GBA1 y en aquellos con
variantes mas severas, respaldando el valor potencial de los perfiles lipidicos en LCR

como biomarcadores de EP-GBA.

5. La cuantificacidn de esfingolipidos mediante métodos LC-MS/MS in-house robustos

proporciona informacidn relevante tanto en modelos experimentales como en LCR

humano, respaldando su aplicabilidad en investigacion preclinica y clinica sobre la EP.
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