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Resumen 
 

Las variantes en GBA1, gen que codifica la β-glucocerebrosidasa lisosomal (β-GCasa), 

constituyen el factor de riesgo genético más frecuente para la enfermedad de Parkinson 

(EP), definiendo una entidad clínica y biológica particular (EP-GBA). La reducción de la 

actividad β-GCasa favorece la acumulación de sus sustratos esfingolipídicos, como las 

glucosilceramidas (GluCer) y derivados como la glucosilesfingosina (GluSph), junto con 

alteraciones en la homeostasis lipídica, lisosomal y del retículo endoplasmático, el 

tráfico vesicular, las vías de autofagia y la función mitocondrial. Estos procesos 

promueven la acumulación de α-sinucleína y la formación de agregados insolubles, 

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

La caracterización bioquímica de estas alteraciones es fundamental para profundizar en 

los mecanismos de la enfermedad y avanzar en el desarrollo de biomarcadores que 

permitan la estratificación clínica y la monitorización de terapias, en línea con 

estrategias de medicina personalizada. Sin embargo, la elevada variabilidad de 

resultados entre estudios limita la comparación de grupos y la interpretación de los 

datos, debido en gran parte a la falta de armonización y robustez en los métodos in-

house empleados. 

Esta tesis se centra en el desarrollo, evaluación y aplicación de métodos basados en 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tandem (LC-MS/MS) para 

cuantificar esfingolípidos en distintas matrices como potenciales biomarcadores. Se 

optimizaron métodos basados en cromatografía 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. Además, se desarrolló y evaluó un 

método basado en cromatografía de interacción hidrofílica (HILIC) para cuantificar 

isoformas de GluCer y galactosilceramida (GalCer) en líquido cefalorraquídeo (LCR) 

humano. Su aplicación en la cohorte Vall d’Hebron Initiative for Parkinson (VHIP) reveló 

tendencias en las ratios GluCer/GalCer más elevadas en pacientes con EP-GBA respecto 

a controles, más pronunciadas en portadores de variantes severas en GBA1. 
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La falta de recomendaciones armonizadas entre guías internacionales dificulta la 

evaluación de parámetros que impactan en la precisión, veracidad y sensibilidad de los 

métodos LC-MS/MS, como el efecto matriz. La complejidad estructural de los 

esfingolípidos, la presencia de múltiples analitos endógenos y las matrices biológicas 

complejas o de disponibilidad limitada aumentan este desafío. Para abordarlo, esta tesis 

propone un flujo de trabajo sistemático que integra múltiples estrategias, acompañado 

de una herramienta que automatiza los cálculos, facilitando la evaluación integral del 

efecto matriz, y favoreciendo la adherencia a las recomendaciones de las guías 

internacionales. 

En conjunto, el trabajo establece un marco experimental y analítico que conecta 

hallazgos preclínicos y clínicos, aporta herramientas transferibles para la validación de 

métodos y respalda el uso de glicoesfingolípidos (GSL) como biomarcadores en EP-GBA. 

  



7 

Índice 
 

 

Lista de abreviaturas ............................................................................................................... 13 

 
1. INTRODUCCIÓN  .................................................................................................................. 15 

1.1. LA ENFERMEDAD DE PÁRKINSON  .................................................................................... 17 
 

1.2. EL LISOSOMA EN LA ENFERMEDAD DE PÁRKINSON  ....................................................... 22 

1.2.1. La vía autofagia-lisosoma: función en la homeostasis celular  .................................... 22 
1.2.2. Disfunción de la autofagia en Párkinson  ..................................................................... 23 
1.2.3. El vínculo con las enfermedades de depósito lisosomal  ............................................. 26 
1.2.4. Función fisiológica de GBA1 en el metabolismo de los glicoesfingolípidos (GSL) e 
implicación en la enfermedad de Gaucher  ........................................................................... 27 
1.2.5. GBA1 como factor de riesgo de Párkinson  .................................................................. 34 
1.2.6. Mecanismos subyacentes de la enfermedad de Párkinson asociada a GBA1  ............ 38 
1.2.7. Terapias modificadoras de la enfermedad dirigidas a GBA1  ...................................... 41 
 

1.3. ESTUDIO DE GLUCOSILCERAMIDA Y GLUCOSILESFINGOSINA EN LA ENFERMEDAD DE 
PÁRKINSON ASOCIADA A GBA1 .............................................................................................. 43 

1.3.1. La importancia de la búsqueda de nuevos biomarcadores  ........................................ 43 
1.3.2. El estudio de la actividad β-GCasa  .............................................................................. 44 
1.3.3. Características del sustrato de β-GCasa y otros GSL relacionados  ............................. 44 
1.3.4. Cuantificación de GluCer (o HexCer) y GluSph (o HexSph) en diferentes matrices ..... 47 

 

1.4. PARTICULARIDADES DEL DESARROLLO DE MÉTODOS IN-HOUSE LC-MS/MS PARA LA 
CUANTIFICACION DE GSL  ........................................................................................................ 52 

1.4.1. Optimización del parámetros del detector MS  ........................................................... 53 
1.4.2. Optimización del pretratamiento ................................................................................ 57 
1.4.3. Optimización de la cromatografía  ............................................................................... 58 

 

1.5. EVALUACIÓN ANALÍTICA DE MÉTODOS IN-HOUSE BASADOS EN LC-MS/MS  ................ 60 

1.5.1. Revisión de las recomendaciones de las guías internacionales  .................................. 60 
1.5.2. Evaluación del efecto matriz, la eficiencia de la recuperación y la eficiencia del proceso 
 ................................................................................................................................................ 61 

 
2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  .................................................................................................... 71 

 

 



8 

3. MATERIALES Y MÉTODOS  ................................................................................................. 75 

3.1. MATERIALES Y MÉTODOS GENERALES  ............................................................................ 77 

3.1.1. Estándares y reactivos  ................................................................................................. 77 
3.1.2. Equipamiento  .............................................................................................................. 78 
3.1.3. Preparación de las soluciones stock de estándares e IS  ............................................. 78 
3.1.4. Preparación de soluciones intermedias  ...................................................................... 78 
3.1.5. Optimización de los métodos  ...................................................................................... 78 

 

3.2. MATERIALES Y MÉTODOS SECCIÓN I: RELATIVOS A LOS MÉTODOS LC-MS/MS PARA LA 
CUANTIFICACIÓN DE GSL EN MODELOS PRECLÍNICOS  .......................................................... 80 

3.2.1. Obtención de las muestras de modelos preclínicos .................................................... 80 
3.2.1.1. Muestras de pellets celulares  .............................................................................. 80 
3.2.1.2. Muestras de tejido y suero de ratón  ................................................................... 80 

3.2.2. Cuantificación de HexCer y HexSph en pellets celulares y muestras de tejido de modelo 
de ratón  ................................................................................................................................. 80 

3.2.2.1. Cuantificación de proteínas ................................................................................. 80 
3.2.2.2. Preparación de las soluciones WS(STD)CT-RP y WS(IS)CT-RP  .................................... 81 
3.2.2.3. Preparación de la curva de calibración y los controles de calidad internos  ........ 81 
3.2.2.4. Monitorización analítica  ..................................................................................... 81 

3.2.3. Cuantificación de HexSph en suero de ratón  .............................................................. 82 
3.2.3.1. Preparación de soluciones WS(STD)SUE-RP y WS(IS)SUE-RP  ....................................... 82 
3.2.3.2. Preparación de la curva de calibración y los controles de calidad internos  ........ 83 
3.2.3.3. Pretratamiento  .................................................................................................... 83  
3.2.3.4. Condiciones LC-MS/MS  ....................................................................................... 83 

 

3.3. MATERIALES Y MÉTODOS SECCIÓN II: RELATIVOS AL MÉTODO LC-MS/MS PARA LA 
CUANTIFICACIÓN DE ISOFORMAS DE GLUCER Y GALCER EN LCR HUMANO  ........................ 84 

3.3.1. Muestras humanas y ética  .......................................................................................... 84 
3.3.2. Preparación de las soluciones WS(STD)LCR-HIL y WS(IS)LCR-HIL  ........................................ 84 
3.3.3. Preparación de la curva de calibración y los controles de calidad internos  ............... 86 
3.3.4. Evaluación analítica del método  ................................................................................. 86 

3.3.4.1. Linealidad  ............................................................................................................ 86  
3.3.4.2. Límite de blanco, límite de detección y límite de cuantificación  ......................... 86  
3.3.4.3. Precisión y veracidad  ........................................................................................... 87 
3.3.4.4. Selectividad  ......................................................................................................... 87 
3.3.4.5. Estabilidad de los analitos en la muestra  ............................................................ 87  
3.3.4.6. Arrastre  ............................................................................................................... 88 

3.3.5. Efecto matriz, eficiencia de recuperación y eficiencia del proceso  ............................ 88 
3.3.5.1. Preparación de las soluciones de trabajo  ............................................................ 88  
3.3.5.2. Preparación de los sets de muestras  ................................................................... 89 
3.3.5.3. Cálculos aplicados para su evaluación  ................................................................ 92 
3.3.5.4. Herramienta Excel  ............................................................................................... 93 
3.3.5.5. Criterios de aceptación  ........................................................................................ 93 

3.3.6. Cuantificación de isoformas de GluCer y GalCer en LCR humano  .............................. 93 
3.3.7. Estadística .................................................................................................................... 94 

 

 

 



9 

RESULTADOS SECCIÓN I 

4. MÉTODOS LC-MS/MS PARA LA CUANTIFICACIÓN DE GSL EN MODELOS PRECLÍNICOS 
 ..................................................................................................................................................... 97 

4.1. DESARROLLO Y OPTIMIZACIÓN DE MÉTODOS PARA LA CUANTIFICACIÓN DE HEXCER Y 
HEXSPH EN PELLET CELULAR Y TEJIDO MURINO MEDIANTE CROMATOGRAFÍA DE FASE 
REVERSA  .................................................................................................................................. 99 

4.1.1. Optimización del protocolo de pretratamiento para pellets celulares  ....................... 99 
4.1.2. Optimización del protocolo de pretratamiento para tejido de ratón  ......................... 99 
4.1.3. Optimización de los parámetros del detector MS y de las condiciones cromatográficas 
en fase reversa  .................................................................................................................... 101 
4.1.4. Curva de calibración y controles de calidad internos  ............................................... 104 
4.1.5. Normalización de los resultados  ............................................................................... 105 
4.1.6. Monitorización analítica  ............................................................................................ 105 

 

4.2. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS HILIC PARA LA 
CUANTIFICACIÓN DE GLUCER Y GALCER EN TEJIDO CEREBRAL DE RATÓN ......................... 108 
 

4.3. APLICACIÓN DE LOS MÉTODOS LC-MS/MS CON CROMATOGRAFÍA DE FASE REVERSA EN 
MODELOS PRECLÍNICOS  ........................................................................................................ 113 

4.3.1. Caracterización de un modelo celular con déficit de β-GCasa  .................................. 113 
4.3.2. Caracterización de un modelo murino con déficit de β-GCasa  ................................. 114 
4.3.3. Evaluación de chaperonas alostéricas para GBA1  .................................................... 115 
4.3.4. Evaluación de nanoconjugados para terapia de reemplazo enzimático  .................. 118 

 
RESULTADOS SECCIÓN II  

5. MÉTODO LC-MS/MS PARA LA CUANTIFICACIÓN DE ISOFORMAS DE GLUCER Y 

GALCER EN LCR HUMANO .................................................................................................... 123 

5.1. DESARROLLO Y OPTIMIZACIÓN DEL MÉTODO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE GLUCER Y 
GALCER EN LCR HUMANO  ..................................................................................................... 125 

5.1.1. Pretratamiento de las muestras de LCR  .................................................................... 125 
5.1.2. Optimización de los parámetros cromatográficos y del detector  ............................ 125 
5.1.3. Curva de calibración y controles de calidad internos  ............................................... 127 

 

5.2. EVALUACIÓN DEL MÉTODO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE GLUCER Y GALCER EN LCR 
HUMANO  ............................................................................................................................... 129 

5.2.1. Separación cromatográfica  ....................................................................................... 129 
5.2.2. Linealidad de la curva  ................................................................................................ 129 
5.2.3. Límite de blanco, límite de detección y límite de cuantificación  .............................. 132 
5.2.4. Precisión y veracidad  ................................................................................................. 132 
5.2.5. Selectividad  ............................................................................................................... 132 
5.2.6. Estabilidad  ................................................................................................................. 136 
5.2.7. Arrastre  ..................................................................................................................... 137 

 

 



10 

6. INTEGRACIÓN DE ESTRATEGIAS PARA LA EVALUACIÓN DEL EFECTO MATRIZ  ..... 139 

6.1. RESULTADOS TEÓRICOS DEL DISEÑO EXPERIMENTAL  .................................................. 141 

6.1.1. Primera estrategia  ..................................................................................................... 141 
6.1.2. Segunda estrategia  .................................................................................................... 143 
6.1.3. Tercera estrategia  ..................................................................................................... 143 
6.1.4. Herramienta Excel  ..................................................................................................... 144 
 

6.2. APLICACIÓN EN LA EVALUACIÓN DEL MÉTODO CLÍNICO  ............................................. 146 

6.2.1. Primera estrategia  ..................................................................................................... 146 
6.2.2. Segunda estrategia  .................................................................................................... 148 
6.2.3. Tercera estrategia  ..................................................................................................... 148 

 
7. APLICACIÓN DEL MÉTODO EN UNA COHORTE CLÍNICA  ............................................ 153 

7.1. CARACTERÍSTICAS DE LA COHORTE CLÍNICA  ................................................................. 155 

7.2. RESULTADOS DE LA CUANTIFICACIÓN DE GLUCER Y GALCER EN LCR HUMANO ......... 156 

 
8. DISCUSIÓN ......................................................................................................................... 163 

8.1. MÉTODOS PRECLÍNICOS COMO PRUEBA DE CONCEPTO  .............................................. 165 

8.1.1. Principales consideraciones en su desarrollo  ........................................................... 165 
8.1.1.1. Curva de calibración  .......................................................................................... 165  
8.1.1.2. Monitorización analítica: controles de calidad internos y factores de normalización 
 ........................................................................................................................................ 167 

8.1.2. Resultados obtenidos en su aplicación preclínica  ..................................................... 168 
 

8.2. IMPACTO DE LA VARIABILIDAD EXTRA-ANALÍTICA Y ANALÍTICA EN ESTUDIOS CLÍNICOS  
 ................................................................................................................................................ 170 

8.2.1. Variables extra-analíticas  .......................................................................................... 172 
8.2.2. Variables analíticas  .................................................................................................... 172 

 

8.3. EVALUACIÓN DEL MÉTODO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE ISOFORMAS DE GLUCER Y 
GALCER EN LCR  ...................................................................................................................... 175 

8.3.1. Separación cromatográfica  ....................................................................................... 176 
8.3.2. Linealidad y curva de calibración  .............................................................................. 176 
8.3.3. Límite de blanco, límite de detección y límite de cuantificación  .............................. 177 
8.3.4. Precisión y veracidad  ................................................................................................. 177 
8.3.5. Selectividad  ............................................................................................................... 177 

 

8.4. ESTUDIO INTEGRAL DEL EFECTO MATRIZ  ..................................................................... 179 

8.4.1. Primera estrategia  ..................................................................................................... 179 
8.4.1.1. Variación de las áreas absolutas. Impacto en la eficiencia de ionización y 
recuperación en la precisión del método  ....................................................................... 179 
 



11 

8.4.1.2. Variación de las áreas ratio y las pendientes, y compensación del IS  ............... 179 
8.4.2. Segunda estrategia  .................................................................................................... 182 
8.4.3. Tercera estrategia  ..................................................................................................... 183 

8.4.3.1. Impacto del efecto matriz, la recuperación y la eficiencia del proceso en el 
rendimiento del método: implicaciones en su desarrollo  .............................................. 183 
8.4.3.2. Impacto del efecto matriz, la recuperación y la eficiencia del proceso: capacidad 
compensatoria del IS  ...................................................................................................... 185 
8.4.3.3. Variabilidad del efecto matriz, la recuperación y la eficiencia del proceso  ...... 186 

 

8.5. HERRAMIENTAS TRANSFERIBLES PARA LA EVALUACIÓN DE MÉTODOS  ..................... 188 

8.5.1. La evaluación de métodos en el marco regulatorio actual  ....................................... 188 
8.5.2. Integración en una herramienta de trabajo para la evaluación del efecto matriz  ... 188 

 

8.6. INTERPRETACIÓN Y SIGNIFICACIÓN CLÍNICA DE LOS GSL  ............................................. 192 

8.6.1. Perfil clínico y lipídico en la cohorte EP-GBA  ............................................................ 192 
8.6.2. Relación entre biomarcadores lipídicos y progresión clínica  .................................... 194 
8.6.3. Consideraciones para la aplicabilidad clínica  ............................................................ 194 

 

8.7. LIMITACIONES DE LA TESIS  ............................................................................................ 196 

8.7.1. Limitaciones relacionadas con el desarrollo de los métodos  ................................... 196 
8.7.2. Limitaciones relacionadas con la evaluación del método para la cuantificación de 
isoformas en LCR  ................................................................................................................. 197 
8.7.3. Limitaciones relacionadas con la aplicación clínica en la cohorte VHIP  ................... 198 

 

8.8. PERSPECTIVAS FUTURAS  ................................................................................................ 199 

8.8.1. Medicina personalizada  ............................................................................................ 199 
8.8.2. Estandarización y armonización de metodologías EP-GBA  ....................................... 201 

 
9. CONCLUSIONES  ........................................................................................................ 203 

 
10. REFERENCIAS  .................................................................................................................. 207 

 
11. ANEXO  ............................................................................................................................. 229 

11.1. PUBLICACIONES EN EL MARCO DE LA TESIS  ................................................................ 231 

11.2. COMUNICACIONES EN EL MARCO DE LA TESIS ............................................................ 232  



12 

  



13 

Lista de abreviaturas 
 

 
 
 
ALP Vía autofagia-lisosoma 
CHCl3 Cloroformo 
CLSI Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio 
CS Control sano 
CMA Autofagia mediada por chaperonas 
CV Coeficiente de variación 
DBS Sangre en gota seca 
EG Enfermedad de Gaucher 
EMA Agencia Europea de Medicamentos 
EP  Enfermedad de Párkinson 
EP-GBA Enfermedad de Párkinson asociada a variantes GBA 
EPi Enfermedad de Párkinson idiopática 
ERT Terapia de Reemplazo Enzimático  
ESI Ionización por Electrospray 
FA Ácido Fórmico 
FDA Administración de Alimentos y Medicamentos 
FM Fase móvil 
GalCer Galactosilceramida 
GalSph Galactosilesfingosina 
Gcasa Glucocerebrosidasa 
GSL Glicoesfingolípido 
GluCer Glucosilceramida 
GluSph Glucosilesfingosina 
HexCer Hexosilceramida 
HexSph Hexosilesfingosina 
HILIC  Cromatografía de interacción hidrofílica 
HQC Control de calidad a concentración alta 
H&Y Hoehn y Yahr 
IPA Isopropanol 
IVDR Regulación de Diagnóstico In Vitro 
IS Estándar interno 
KI Knock In 
KO knock Out 
LCR  Líquido cefalorraquídeo 
LDT Tests desarrollados por el laboratorio 
LLE Extracción líquido-líquido 
LLLI Límite inferior del intervalo de linealidad 
LLMI Límite inferior del intervalo de medida (=LoQ) 
 
 



14 

 
 
 
LLQC Control de calidad al límite inferior de cuantificación 
LQC Control de calidad a concentración baja 
LSD Enfermedad por depósito lisosomal 
LSI Iniciativa de Estandarización en Lipidómica 
LoB Límite de Blanco 
LoD Limite de Detección 
LoQ Límite de Cuantificación (=LLMI) 
LysoGb3 Globotriosilesfingosina 
LysoSM Esfingosilfosforilcolina o lisoesfingomielina 
MDS Sociedad de Trastornos de Movimiento 
MDS-UPDRS  Escala Unificada para Valoración de EP de la MDS 
ME Efecto matriz 
rME Efecto matriz relativo (variación entre lotes) 
MEF Factor efecto matriz (ratio estándar/IS) 
rMEF Factor efecto matriz relativo (variación entre lotes) 
MeCN Acetonitrilo 
MeOH Metanol 
MoCA  Evaluación Cognitiva de Montreal 
MQC Control de calidad a concentración media 
MRM Monitoreo de Reacciones Múltiples 
PE Eficiencia del proceso 
rPE Eficiencia del proceso relativa (variación entre lotes)  
PEF Factor eficiencia del proceso (ratio estándar/IS) 
rPEF Factor eficiencia del proceso relativo (variación entre lotes) 
QC Control de calidad 
RE Eficiencia de recuperación 
rRE Eficiencia de recuperación relativa (variación entre lotes) 
REF Factor de recuperación (ratio estándar/IS) 
rREF Factor de recuperación relativo (variación entre lotes) 
RP-LC  Cromatografía en fase reversa 
SM Esfingomielina 
SNC Sistema Nervioso Central 
SPE Extracción en fase sólida 
SRT Terapia de Reducción de Sustrato 
STD Estándar 
TR Tiempo de Retención 
ULOQ Límite superior de cuantificación (=ULMI) 
VHIP Vall d’Hebron Iniciative for Parkinson 
VHIR Instituto de Investigación Vall d'Hebron 
VMB Mesencéfalo ventral 
WS Solución de Trabajo 
WT Wild Type  



15 

 

 

1 
Introducción 

  



16 

  



17 

1.1. LA ENFERMEDAD DE PÁRKINSON 

 

La enfermedad de Párkinson (EP) es la enfermedad neurodegenerativa más frecuente, 

después de la enfermedad de Alzheimer, y el trastorno del movimiento más común. 

Afecta al 1% de la población mayor de 60 años, y presenta una tasa de prevalencia global 

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

Los síntomas motores característicos 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 síntomas no motores, como 

hiposmia, estreñimiento, disfunción urinaria, hipotensión ortostática, pérdida de 

memoria, depresión, dolor y trastornos del sueño. Los signos motores se asocian con 

degeneración nigroestriatal, mientras que los no motores implican neurodegeneración 

en otras áreas. Los síntomas no motores suelen preceder a los motores; sin embargo, su 

inespecificidad dificulta el diagnóstico temprano, resultando en un retraso promedio de 

hasta 10 años [3] y una tasa de error diagnóstica del 15-24% [4]. Además, la principal 

dificultad reside en diferenciar la EP de trastornos parkinsonianos atípicos, como la 

demencia con cuerpos de Lewy, la atrofia multisistémica y las taupatías, así como de 

causas secundarias, incluyendo efectos farmacológicos, exposición a toxinas, 

enfermedad cerebrovascular o hidrocefalia normotensiva [5]. 

El sello neuropatológico de la EP incluye la degeneración de neuronas dopaminérgicas 

en la sustancia nigra y la presencia de cuerpos de Lewy formados principalmente por la 

proteína α-sinucleína agregada, lo que clasifica esta enfermedad como una 

sinucleinopatía. La α-sinucleína, una proteína soluble de 14 kDa codificada por el gen 

SNCA, desempeña un papel clave en la regulación de la actividad y la dinámica de las 

vesículas sinápticas, localizándose predominantemente en terminales presinápticos [6]. 

En condiciones fisiológicas, la concentración de α-sinucleína está regulada por un 

equilibrio entre su síntesis y degradación. Sin embargo, alteraciones en estos 

mecanismos pueden provocar un aumento de la concentración de la proteína, 

facilitando la formación de agregados, como monómeros desnaturalizados, oligómeros, 

protofibrillas y fibrillas maduras de tipo amiloide [6,7]. Los cuerpos de Lewy observados 

en las neuronas y células gliales están compuestos principalmente por la α-sinucleína 
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fibrilada, junto con ubiquitina y p62; además, también pueden incluir otras proteínas 

mal plegadas, lípidos, o incluso estructuras membranosas [8]. La agregación aberrante 

de α-sinucleína se considera central en la patogénesis de la EP, aunque otros procesos, 

como la disfunción mitocondrial y lisosomal, la neuroinflamación y la eliminación 

anormal de proteínas, también contribuyen a la progresión de la enfermedad. En 

conjunto, estos mecanismos desencadenan la toxicidad y muerte acelerada de neuronas 

dopaminérgicas [3]. 

El diagnóstico clínico de la EP actualmente se basa en la historia clínica, la exploración 

neurológica y la respuesta al tratamiento dopaminérgico. Según los criterios de la 

Sociedad Internacional de Párkinson y Trastornos del Movimiento (MDS), el diagnóstico 

con un nivel de certeza “clínicamente establecida” de EP requiere la detección de 

parkinsonismo, definido por la presencia de bradicinesia asociada a temblor en reposo, 

rigidez, o ambos; la ausencia de criterios de exclusión; la presencia de al menos dos 

criterios de soporte, que refuerzan el diagnóstico; y la ausencia de señales de alarma (o 

red flags), que reducen la probabilidad diagnóstica.  Por otro lado, el nivel de certeza 

“clínicamente 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 diagnóstico 

definitivo sólo es posible post mortem, basado en la degeneración de la sustancia nigra 

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

La EP es un trastorno multifactorial, donde la mayoría de los casos son idiopáticos, 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 más de 20 loci 

(PARK) asociados a EP con herencia mendeliana. Entre ellos, SNCA, LRRK2 y VPS35 

presentan herencia autosómica dominante; los genes autosómicos recesivos PRKN, 

PINK1 y DJ-1 se asocian a un fenotipo similar al de la EP idiopática, mientras que 

ATP13A2, PLA2G6, FBXO7, DNAJC6 y VPS13C a formas clínicas atípicas [11]. Las primeras 

mutaciones asociadas a la EP fueron las de herencia autosómica dominante en el gen 

SNCA (PARK1). Las mutaciones en LRRK2 (PARK8) son la causa más frecuente de EP 
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monogénica autosómica dominante, mientras que las mutaciones en Parkin 

(PARK2/PRKN) representan hasta el 50% de los casos familiares autosómico recesivos 

de inicio temprano [5,7]. Además, se han identificado más de 90 variantes 

independientes asociadas al riesgo de desarrollar EP idiopática; 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 comprensión de las bases moleculares de la EP y facilita el 

desarrollo de tratamientos modificadores de la enfermedad. En este contexto, durante 

las últimas décadas se ha establecido una sólida relación entre la EP y la vía autofagia-

lisosoma (ALP), subrayando su papel en la fisiopatología de la enfermedad [7,12–16] 

(Tabla 1). 

 

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

HGNC 
(MIM) 

Locus Proteína Función biológica principal Herencia 
Fenotipo 

clínico (MIM) 
Frecuencia 

SNCA 
(163890) 

PARK1, 
PARK4 

α-sinucleína 

Proteína presináptica que 
regula el tráfico de vesículas 
sinápticas y la exocitosis de 

neurotransmisores 

AD 

Clásico / Inicio 
temprano 
Progresión 

rápida. 
Demencia 
(168601) 

Rara 

LRRK2 ‡ 
(609007) 

PARK8 

Dardarina, 
treonina- protein 
quinasa rica en 
repeticiones de 

leucina 

GTPasa que regula el tráfico 
vesicular, autofagia, 

inflamación y plasticidad 
neuronal 

AD 
Clásico 

(607060) 
Común 

RAB32 ‡ 
(612906) 

PARK26 
Rab 32, asociada 

a Ras 

GTPasa que regula el tráfico 
de membranas intracelulares, 

desde la formación de 
vesículas hasta su fusión 

AD 
Clásico 

(620923) 
Rara 

VPS35 ‡ 
(601501) 

PARK17 

Proteína 
asociada a la 
clasificación 
vacuolar 35 

Parte del complejo retromero, 
asegura la clasificación 

correcta para el reciclaje de 
las proteínas en el lisosoma 

AD 
Clásico 

(614203) 
Muy rara 

UCHL1*‡ 
(191342) 

PARK5 
Hidrolasa de 
ubiquitina C-

terminal tipo L1 

Desubiquitinasa; mantiene la 
reserva de monoubiquitina 

para las vías ubiquitina-
proteasoma y autofagia-

lisosoma; mantenimiento de 
la función sináptica. 

AD 
Clásico 

(613643) 
- 

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

HGNC 
(MIM) 

Locus Proteína Función biológica Herencia 
Fenotipo 

clínico (MIM) 
Frecuencia 

GIGYF2* 
(612003) 

PARK11 
Proteína GYF 
interactuante 

con GRB10 

Componente clave del 
complejo multiproteico 4EHP-

GYF2, que actúa como 
represor del inicio de la 

traducción 

AD 
Clásico 

(607688) 
- 

EIF4G1* 
(600495) 

PARK18 

Factor de inicio 
de la traducción 

eucariota 4 
gamma 1 

Componente del complejo 
proteico eIF4F, implicado en el 

reconocimiento del ARNm 
AD 

Clásico 
(614251) 

- 

DNAJC13* 
(614334) 

PARK21 
Proteína tipo 

DnaJ, subfamilia 
C, homólogo 13 

Participa en el tráfico de 
membranas a través de 

endosomas 
AD 

Clásico 
(616361) 

- 

TMEM230* 
(617019) 

 
Proteína 

transmembrana 
230 

Implicada en el tráfico y 
reciclaje de vesículas 

sinápticas 
AD 

Clásico. 
Relacionado 
con PARK21. 

- 

CHCHD2* 
(616244)  

PARK22 

Proteína con 
dominios CHCH 

(coiled-coil-helix-
coiled-coil-helix) 

Factor de transcripción 
mitocondrial dependiente de 

condiciones de oxígeno 
AD 

Clásico 
(616710) 

Rara 

PRKN ‡ 
(602544) 

PARK2 
Parkina (ligasa 
de ubiquitina 

tipo E3) 

Unión covalente de ubiquitina, 
promueve la mitofagia 

AR 

Inicio 
temprano 
Progresión 

lenta 
(600116) 

Rara / 1º 
más común 

de inicio 
temprano 

PINK1 ‡ 
(608309) 

PARK6 

Kinasa de 
serina/treonina 

inducida por 
PTEN 

Sensor de daño mitocondrial y 
protector frente a la 

disfunción mitocondrial; activa 
la mitofagia 

AR 

Inicio 
temprano 
Progresión 

lenta 
(605909) 

Rara / 2º  
más común 

de inicio 
temprano 

DJ1 
(602533) 

PARK7 Deglicasa 

Protector celular, sensor de 
estrés oxidativo y chaperona y 

proteasa sensible al redox; 
repara proteinas glicadas  

AR 

Inicio 
temprano 
Progresión 

lenta 
(606324) 

Rara 

DNAJC6 ‡ 
(608375) 

PARK19 Auxilina  

Co-chaperona implicada en 
endocitosis mediada por 

clatrina de vesículas 
sinápticas, reciclaje y tráfico 

intracelular 

AR 

Inicio 
temprano 
Progresión 

lenta 
(615528) 

Rara 

VPS13C ‡ 
(608879) 

PARK23 

Proteína 
homóloga C de 

clasificación 
vacuolar 13 

Transferencia de lípidos entre 
membranas; participa en la 
regulación de la mitofagia 
mediada por PINK1/PRKN 

AR 

Inicio 
temprano 
Progresión 

rápida 
(616840) 

Rara 

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

HGNC 
(MIM) 

Locus Proteína Función biológica Herencia 
Fenotipo 

clínico (MIM) 
Frecuencia 

ATP13A2 ‡ 
(610513) 

PARK9 
ATPasa tipo 

13A2 

Transportador lisosomal de 
cationes/poliaminas; 

homeostasis lisosomal y 
mitocondrial; 

homeostasis catiónica y 
mantenimiento de la 

integridad neuronal; regula la 
vía autofagia-lisosoma 

AR 

Inicio 
temprano 

Atípico (Kufor-
Rakeb). 

Demencia 
(606693) 

Muy rara 

PLA2G6 
(603604) 

PARK14 
Fosfolipasa A2 

del grupo VI 

Metabolismo de fosfolípidos 
neuronales; homeostasis de la 
membrana celular, integridad 
mitocondrial y transducción 

de señales 

AR 

Inicio 
temprano 

Atípico 
(612953) 

Rara 

FBX07 ‡ 
(605648) 

PARK15 Proteína F-box 7 
Parte del complejo ubiquitina 
ligasa; regula la proteostasis y 

la mitofagia 
AR 

Inicio 
temprano 

Atípico 
(260300) 

Muy rara 

SYNJ1 ‡ 
(604297) 

PARK20 
Synaptojanina 1 

(fosfatasa de 
fosfoinosítidos) 

Participa en la endocitosis 
mediada por clatrina 

AR 
Atípico 

(615530) 
Muy rara 

HTRA2* 
(606441) 

PARK13 
Proteasa de 
serina HtrA2 
mitocondrial 

Promueve la apoptosis, 
función neuroprotectora 

AR 
Clásico 

(610297) 
- 

 

PARK3, PARK10, PARK12, PARK16, y PARK22 se excluyen de la tabla porque se consideran factores de riesgo [5]. 
* Su implicación no se ha confirmado de forma concluyente; ‡ Función asociada al sistema autofagia-lisosomal (ALP). 
HGNC: HUGO gene nomenclature committee; OMIM: base de datos Online de Herencia Mendeliana en el Hombre, AD: 
autosómico dominante, MU: multifactorial, AR: autosómico 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 PÁRKINSON 

 

1.2.1. La vía autofagia-lisosoma: función en la homeostasis celular. 

Las vías por las que se degradan la mayoría de las proteínas citosólicas y mal plegadas 

son el sistema ubiquitina-proteasoma y la ALP. El primero es necesario para la 

eliminación de la mayoría de las proteínas citosólicas de vida media corta y de las 

proteínas mal plegadas, e implica la unión covalente de moléculas de ubiquitina, seguida 

de su degradación por el proteasoma. Por su parte, la ALP incluye una red coordinada 

de rutas autofágicas que convergen en el lisosoma, donde se eliminan proteínas más 

estables, de vida media larga, y orgánulos completos. En función 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). 

 

 

 

Figura 1. Representación gráfica 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 degradación de los 

componentes intracelulares para mantener la homeostasis celular y un equilibrio 

adecuado entre la síntesis y la degradación de proteínas. 

Por otro lado, la CMA es una forma altamente selectiva de autofagia que facilita la 

degradación de proteínas citosólicas específicas que portan el motivo KFERQ-like, 

reconocido por la chaperona hsc70. La traslocación del sustrato junto con la chaperona 

al lumen lisosomal es mediada por el complejo multimérico LAMP-2A, una proteína de 

membrana asociada al lisosoma [12,20], cuyos niveles en la membrana regulan la 

actividad CMA. 

Finalmente, la microautofagia se encarga de la degradación de regiones completas del 

citoplasma, incluidas proteínas y orgánulos, mediante la invaginación directa de la 

membrana lisosomal. 

La eliminación de proteínas mal plegadas, agregados y el recambio de orgánulos son 

procesos esenciales para garantizar la homeostasis celular. Debido a su morfología, alta 

demanda metabólica y estado postmitótico, las neuronas son particularmente 

vulnerables a la alteración de estos sistemas de degradación. Esta susceptibilidad 

favorece la acumulación patológica de proteínas, un proceso central en la patogénesis 

de numerosas enfermedades neurodegenerativas, como ocurre con la agregación de α-

sinucleína en la EP. 

 

1.2.2. Disfunción de la autofagia en Párkinson. 

La concentración intracelular de α-sinucleína se mantiene por un equilibrio entre su 

síntesis y degradación (Figura 2). Un desequilibrio en cualquiera de estos procesos 

conduce a un aumento en su concentración citoplasmática, favoreciendo la formación 

de especies oligoméricas y fibrilares, que resultan tóxicas para las neuronas y 

promueven la neurodegeneración. Entre las causas de este desequilibrio se incluyen la 

sobreexpresión del gen SNCA, causada por duplicaciones génicas o variaciones en la 

región promotora que afectan su síntesis, así como mutaciones puntuales, 

modificaciones postraduccionales y disfunción de los sistemas de recambio celular, que 

comprometen su degradación [6,7].  



24 

 

Figura 2. Mecanismos implicados en la acumulación y agregación de α-sinucleína y su contribución a la 
toxicidad celular en la enfermedad de Párkinson. 

 

La α-sinucleína monomérica se degrada por ambos sistemas, aunque 

predominantemente por la ALP. La selección de la vía depende de factores como la 

localización celular, las modificaciones postraduccionales y el estado oligomérico de la 

proteína. Las formas solubles se eliminan preferentemente mediante CMA, mientras 

que las especies agregadas sólo lo hacen por macroautofagia, ya que constituye la única 

vía degradativa intracelular capaz de eliminar agregados proteicos [16,22,23].  Por ello, 

algunos estudios concluyen que la inhibición de la función del proteasoma no resulta en 

una acumulación anormal de α-sinucleína, a diferencia de la inhibición de la CMA o de 

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

 

En este contexto, durante las últimas décadas se ha establecido una asociación entre la 

disfunción lisosomal y la EP, por la implicación 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 alteración de la proteína LRRK2 (LRRK2/PARK8), la causa genética más 

conocida de EP familiar, afecta a múltiples procesos celulares, incluyendo endocitosis, 

inflamación, apoptosis y autofagia [27]. Una de las variantes más frecuentes, p.G2019S, 

impide su propia degradación por la vía CMA y compromete, además, la eliminación de 
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otros sustratos como la α-sinucleína [28]. Las mutaciones por pérdida de función en 

genes como PRKN/PARK2 y PINK1/PARK6, involucrados en la vía de mitofagia 

dependiente de PINK1-Parkin, pueden provocar defectos en la degradación selectiva de 

mitocondrias dañadas [7,20,29]. La función de la proteína UCHL1 (UCHL1/PARK5) no se 

asocia directamente con CMA pero, al interactuar con LAMP2A para ser degradada por 

esta vía, 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, están asociadas a disfunción lisosomal y al síndrome 

parkinsoniano atípico Kufor-Rakeb [31,32]. Un número 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 hipótesis de que la disfunción de la ALP es un mecanismo central en la 

patogénesis de la EP. 

 

Figura 3. El sistema autofagia lisosoma y las proteínas relacionadas con enfermedad de Párkinson. 
Reproducción autorizada de Navarro-Romero et al.[7]. 
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1.2.3. El vínculo con las enfermedades de depósito lisosomal. 

La relación entre la disfunción lisosomal y la patogénesis de la EP se evidencia en las 

enfermedades de depósito lisosomal (lysosomal storage diseases, LSD). Este grupo 

heterogéneo engloba aproximadamente 70 enfermedades metabólicas hereditarias 

causadas por mutaciones en genes que codifican proteínas lisosomales, principalmente 

hidrolasas con actividad disminuida o ausente, aunque también otras no enzimáticas 

relacionadas con la función lisosomal, como proteínas de membrana [33]. El defecto 

primario conlleva a un patrón bioquímico común caracterizado por acumulación de 

sustratos no degradados. Las consecuencias dependen del tipo de sustrato, su 

localización celular y extensión, y su impacto sobre otros procesos celulares, lo que 

explica su heterogeneidad fenotípica, en cuanto a edad de inicio, gravedad y grado de 

afectación del sistema nervioso central (SNC). No obstante, muchas se presentan en 

pediatría con afectación neurológica acompañadas de visceromegalia.  

 

A nivel fisiopatológico, la acumulación de sustratos desencadena alteraciones 

secundarias comunes que contribuyen a la patogénesis de las LSD, como la disfunción 

mitocondrial, la neuroinflamación, la desregulación de vías de señalización, y la 

disfunción autofágica-lisosomal, con la consiguiente acumulación de proteínas alteradas 

y otros sustratos secundarios no relacionados con la proteína defectuosa (Figura 4). La 

supresión específica de la autofagia en el SNC provoca la acumulación de proteínas 

anómalas, disfunción celular general y neurodegeneración [21]. Por ello, la 

neurodegeneración constituye una de las manifestaciones principales en las LSD y, 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, están relacionadas con un mayor riesgo de desarrollar EP. Además, se 

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

Sachs, y Krabbe, entre otras [7,15,37]. 

 

 
Figura 4. Mecanismos implicados en la fisiopatología de las enfermedades de almacenamiento 
lisosomal (LSD). Las vías moleculares secundarias implicadas en las diferentes LSD presentan 
características comunes con la fisiopatología de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o 
el Párkinson. MPS: mucopolisacaridosis, NP: Niemann-Pick, MLD: leucodistrofia metacromática, MSD: 
deficiencia múltiple de sulfatasa, ML: mucolipidosis, NC: lipofuscinosis neuronal ceroidea, GM: 
gangliosidosis. Adaptada de Parenti et al. [38]. 

 

La evidencia más significativa de esta relación 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. Función fisiológica de GBA1 en el metabolismo de los 

glicoesfingolípidos (GSL) e implicación 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 depósito lisosomal (LSD) como factores de 
riesgo de EP. 

Gen Defecto primario Función LSD Evidencia 

Esfingolipidosis 

GBA1 
Glucocerebrosidasa ácida 

lisosomal 
Hidroliza la glucosilceramida 

lisosomal en ceramida y glucosa 
Gaucher +++ 

SMPD1 Esfingomielinasa 
Hidroliza la esfingomielina en 

ceramida 
Niemann-Pick tipo A/B ++ 

GLA α-galactosidasa A 
Hidroliza residuos terminales α-

galactosil de galactolípidos y 
glicoproteínas 

Fabry + 

GALC Galactocerebrosidasa 

Hidroliza enlaces éster de 
galactosa en glicolípidos como 

galactosilceramida y 
galactosilsfingosina 

Krabbe + 

ARSA Arilsulfatasa A 
Hidroliza sulfato de cerebrósido en 

cerebrósido y sulfato 
Leucodistrofia 
metacromatica 

+ 

ASAH1 Ceramidasa ácida 
Hidroliza ceramidas en esfingosina 

y ácidos grasos libres 
Farber + 

Lipofuscinosis neuronal ceroide 

ATP13A2 ATPasa tipo 13A2 
Transportador lisosomal de 

cationes/poliaminas 
Lipofuscinosis 

neuronal ceroide 12 
+++ 

CTSD Catepsina D Proteasa ácida lisosomal 
Lipofuscinosis 

neuronal ceroide 10 
+ 

Trastornos por proteínas integrales de membrana 

SCARB2 
LIMP-2 (proteína de 

membrana lisosomal 2) 
Receptor lisosomal independiente 
de manosa-6-fosfato para β-GCasa 

Síndrome mioclono-
insuficiencia renal 

++ 

SLC17A5 Sialina 
Exportador lisosomal de ácido 

siálico libre 
Salla + 

NPC1 
NPC Transportador 

intracelular de colesterol 1 
Tráfico intracelular de colesterol Niemann-Pick tipo C + 

Mucopolisacaridosis 

NAGLU α-N-acetil glucosaminidasa 
Hidroliza residuos terminales de N-
acetil-α-D-glucosamina en heparán 

sulfato 

Mucopolisacaridosis 
tipo IIIB/ Sanfilippo B 

+ 

GUSB β-glucuronidasa 
Hidroliza enlaces β-D-

glucuronósido en GAGs como 
dermatán y queratán sulfato 

Mucopolisacaridosis 
tipo VII / Sly 

+ 

Glicoproteinosas 

NEU1 Sialidasa-1 
Hidroliza residuos terminales de 
ácido siálico de glicoconjugados 

Sialidosis + 

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

 

más prevalentes [33], con una incidencia de 1/50.000 nacimientos en la población 

general y de 1/800 en judíos asquenazíes [39].  

Comprender la función de GBA1 requiere situarla dentro del metabolismo lipídico 

lisosomal y, en particular, en el de los glicoesfingolípidos (GSL). 
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Figura 5. Estructura básica de los esfingolípidos. A) Estructura básica de esfingosina d18:1 (izquierda) y 
su unión amida a un ácido graso, palmitoil como ejemplo, formando la estructura de ceramida 
d18:1/C16:0 (derecha). B) Clasificación de esfingolípidos en función de grupo de cabeza. Adaptada de 
Companioni et al. [40] y Merrill [41]. 

 

Los esfingolípidos son lípidos anfipáticos que constan de un aminoalcohol alifático de 

base (esfingosina) cuyos átomos de carbono varían 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 acilación de la base en la posición 2-amino y la unión mediante un enlace 

amida a un ácido graso (Figura 5A). 

El ácido graso incorporado presenta variaciones en longitud (C16-C24), saturaciones e 

hidroxilaciones, siendo el ácido esteárico (C18) el más abundante en mamíferos [42,43]. 

También hay pequeñas cantidades de lisoesfingolípidos, que carecen del sustituyente N-

acil [41].  

La unión covalente del grupo 1-hidroxilo de la ceramida a una fracción de fosfato 

(fosfocolina, fosfoetanolamina) o carbohidrato genera los fosfoesfingolípidos  y los GSL, 

respectivamente (Figura 5B).  

 

 

Figura 6. Rutas de biosíntesis de diferentes familias de esfingolípidos. La mayoría de las estructuras de 
GSL se basan en la unión inicial de glucosa a las ceramidas (GluCer), a partir de éste, la lactosilceramida 
(LacCer) constituye un punto de ramificación fundamental. Desde LacCer, la acción de diversas 
glicosiltransferasas y una sulfotransferasa conduce a la formación de las series de gangliósidos neuronales 
a, b y c, así como de otras series como globo-, isoglobo-, muco- y lacto-series. También se incluyen vías 
derivadas de GalCer hacia GM4 y sulfátidos. Adaptada de Sandhoff et al. [44], creada con 
https://BioRender.com. 
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Los GSL se originan a partir de ceramida que, mediante glucosilación en el aparato de 

Golgi o galactosilación en el retículo endoplasmático, da lugar a glucosilceramida 

(GluCer) o galactosilceramida (GalCer), respectivamente [45]. La heterogeneidad 

estructural de los GSL proviene no sólo de las isoformas de ácidos grasos y ceramidas, 

sino de la composición y secuencia de azúcares que se añaden al monosacárido inicial, 

describiéndose más 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 degradación de los GSL ocurre en los lisosomas, donde glicohidrolasas 

específicas eliminan los grupos glicano de forma secuencial. En este contexto, GBA1 

codifica la glucocerebrosidasa lisosomal (β-GCasa), que cataliza la hidrólisis de GluCer 

en ceramida y glucosa, y constituye el penúltimo paso en la degradación de los GSL 

complejos [47–49].  

Para ello, en condiciones fisiológicas (Figura 7) la enzima se ensambla en el retículo 

endoplasmático y se transporta al lisosoma unida al receptor de la proteína de membra– 

 

Figura 7. Actividad fisiológica de β-Gcasa en la vía autofagia-lisosoma. La β-Gcasa se sintetiza en el 
retículo endoplasmático, donde es reconocida por su transportador específico, LIMP-2. Ambos son 
transportados al lisosoma, donde el complejo β-Gcasa –LIMP-2 se disocia, permitiendo que la β-Gcasa 
interactúe con su coactivador, la saposina C. En el lisosoma, la β-Gcasa hidroliza la glucosilceramida 
(GluCer) en ceramida y glucosa. En condiciones fisiológicas, la vía principal para la degradación de la α-
sinucleína 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 unión β-GCasa — 

LIMP-2 es estable durante el tráfico a través del retículo y Golgi, pero se disocia al entrar 

en el ambiente ácido del lumen lisosomal [26]. La saposina C actúa como proteína 

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

Además de la β-GCasa lisosomal, otras dos glucosidasas citosólicas comparten una 

actividad enzimática similar y llevan a cabo la degradación de GluCer, pero no presentan 

homología estructural ni de secuencia [50]. GBA2 (EC3.2.1.45) codifica para una enzima 

no lisosomal localizada en la superficie citosólica del retículo endoplasmático y/o del 

aparato de Golgi [50], mientras que GBA3 (EC3.2.1.21) codifica una enzima citosólica 

relacionada con Klotho que se encuentra en el hígado, el bazo, el riñón y otros tejidos, 

pero cuya función no está clara en la actualidad. 

  

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

GluCer se acumula. Además, como mecanismo adaptativo celular, el exceso de GluCer 

 

Figura 8. La β-D-glucosilceramida (GluCer) es escindida por la enzima glucocerebrosidasa (β-GCasa, 
codificada por GBA1) para generar ceramida libre (Cer). En condiciones fisiológicas, se produce una 
rápida hidrólisis de la GluCer en Cer, que luego se convierte en esfingosina (Sph) mediante la enzima 
ceramidasa ácida (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 β-GCasa, como en la 
enfermedad de Gaucher, se produce una acumulación de GluCer, y se favorece parcialmente su 
conversión en β-D-glucosilesfingosina (GluSph) mediante desacilación. 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, β-D-glucosilesfingosina (GluSph, también denominada LysoGb1) [49] (Figura 

8).  

 

Clásicamente, se describen tres tipos de EG según la progresión clínica, aunque las 

evidencias respaldan que la EG es un espectro continuo de fenotipos y manifestaciones 

que abarcan desde la muerte fetal hasta adultos asintomáticos [52]. El tipo 1, el más 

frecuente, presenta afectación visceral, trombocitopenia, anemia, esplenomegalia, 

hepatomegalia y lesiones óseas, atribuibles a la infiltración de células de Gaucher en 

médula ósea, bazo e hígado. Los tipos 2 y 3 incluyen, además, manifestaciones 

neurológicas, si bien se diferencian por el momento de inicio y la velocidad de progresión 

de los síntomas: el tipo 2 se presenta como el fenotipo más severo, con inicio temprano 

y una evolución rápida y aguda en comparación con el tipo 3. Este espectro clínico se 

enmarca en la heterogeneidad genética del gen GBA1, localizado en el cromosoma 1q21 

y formado por 7 kb con 11 exones y 10 intrones, en el que se han identificado hasta la 

fecha más de 300 mutaciones patogénicas asociadas a pérdida o ganancia de función de 

la proteína [48]. Entre las variantes leves, la más representativa es p.N370S, asociada 

con la EG tipo 1, mientras que mutaciones más graves como p.L444P se relacionan con 

las formas neuropáticas de la enfermedad (EG tipos 2 y 3) [49,53,54]. Estas variantes 

patogénicas pueden impactar en la actividad β-GCasa lisosomal, describiéndose una 

correlación inversa entre la severidad de la mutación y el nivel de actividad enzimática 

[55]. Por ello, y aunque la secuenciación del gen GBA1 permite identificar las variantes 

bialélicas patogénicas, la medida de la actividad enzimática sigue siendo recomendable 

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

En este contexto fisiopatológico y clínico, se han propuesto varios biomarcadores para 

el diagnóstico y seguimiento de la EG, siendo la quitotriosidasa el primero descrito en 

1994 [56]. En comparación, GluSph ha emergido posteriormente como un biomarcador 

más sensible y específico, con mayor capacidad discriminante que su análogo acilado, 

GluCer [57]. Su concentración en plasma permite monitorizar la respuesta al 

tratamiento y varía según la dosis administrada, aunque no correlaciona con algunas 
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manifestaciones clínicas, como la respuesta inflamatoria, la enfermedad ósea o la 

afectación neurológica. 

 

1.2.5. GBA1 como factor de riesgo de Párkinson. 

La asociación clínica entre las mutaciones de GBA1 y la EP se observó 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 GBA1, y en 

heterocigosis también conferían 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 población y región geográfica [10,47,62–65]. En nuestra 

población, se estima entre el 10-12% de los enfermos de EP [66]. Entre las mutaciones 

patogénicas más 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 más prevalentes 

en pacientes con EP [48]. En Europa, p.D409H se ha descrito principalmente en el sur de 

España y Grecia [65]. La revisión 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/gba1browser/. 

 

 

Figura 9. Distribución de las mutaciones en el gen GBA1 asociadas a pacientes con enfermedad de 
Párkinson. Las mutaciones asociadas a enfermedad de Gaucher neuropática tipo 2 o 3 se indican en color 
rosa; las relacionadas con la forma leve no neuropática (como N370S), en marrón; las variantes de riesgo, 
en verde; y aquellas con fenotipo clínico no establecido, en negro. Adaptada de Liu et al. [68]. 
 

 

https://pdgenetics.shinyapps.io/gba1browser/
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Desde el punto de vista clínico, la EP asociada a variantes en GBA1 (EP-GBA) es 

difícilmente distinguible de la forma idiopática, aunque suele manifestarse, en 

promedio, cinco años antes, con un curso clínico más severo, y presenta una mayor 

frecuencia de síntomas no motores, como la disfunción autonómica y sexual, la 

hiposmia, los síntomas psiquiátricos, los trastornos del sueño, y el deterioro cognitivo 

[48,62,64,69–73] (Tabla 3). Estas características han llevado a considerarla una entidad 

clínica y biológicamente diferenciada [74]. En este contexto, recientemente se ha 

propuesto el término “síndrome de Sidransky” [75] para describir este fenotipo clínico 

característico, lo que ha contribuido a reconocer la EP-GBA como una forma 

diferenciada dentro del espectro parkinsoniano, con implicaciones clínicas, diagnósticas 

y terapéuticas relevantes. 

 

Tabla 3. Manifestaciones clínicas de EP-GBA y EP idiopático. 

 EP-GBA (Síndrome de Sidransky) EP idiopático (no GBA) 

Edad de inicio Más temprano (3-6 años)  

Muerte Más temprana (HR, 1,85)  

Síntomas motores 
Inicio más temprano; progresión más 
rápida; a menudo más grave. 

Inicio gradual con progresión más lenta 

Síntomas no motores 
Mayor prevalencia; aparición casi 
simultánea de síntomas motores y no 
motores. 

Típicamente, los síntomas no motores 
aparecen mucho antes que los motores 

Deterioro cognitivo 

Mayor afectación de la memoria de 
trabajo, funciones ejecutivas y 
habilidades visoespaciales, con mayor 
riesgo de demencia manifiesta. 

Común, pero generalmente menos 
severo. 

Trastornos del estado de 
ánimo 

Trastornos del estado de ánimo más 
frecuentes y graves, incluyendo 
depresión y ansiedad 

Común, pero generalmente menos 
severo. 

Trastornos del sueño 
Más graves y más frecuentemente 
reportados, especialmente el trastorno 
de conducta del sueño REM (RBD). 

Común, pero generalmente menos 
severo. 

Disfunción olfativa Más pronunciada. Común, pero menos pronunciada. 

Síntomas disautonómicos 
(incl. estreñimiento, 
disfunción vesical, 
hipotensión ortostática) 

Mayor carga de síntomas secundarios a la 
disfunción del sistema nervioso 
autónomo. 

Comunes, frecuencia similar, pero con 
menor sintomatología. 

Respuesta al tratamiento 
Menor eficacia con los tratamientos 
estándar de EP. 

Generalmente responde bien a los 
tratamientos clásicos de EP 

Adaptada de Skrahin et al. [74] y Huh et al. [76]. 
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El estudio de Cilia et al. [67], en  una cohorte de 2764 individuos, reportó 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].  

Además, la gravedad de la mutación 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 años 

más 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 judíos 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 neuropáticas, se han 

vinculado con un aumento del 217% en el riesgo de deterioro cognitivo [68].  A los 70 

años, 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] observó un 

aumento de α-sinucleína monomérica en tejido cerebral post mortem de pacientes con 

EG tipo I, sin manifestaciones neurológicas, mientras que en las formas neuronopáticas 

(tipos 2 y 3), el mayor compromiso del SNC se asoció con la acumulación de especies 

oligoméricas tóxicas. 

 

Los modelos murinos con mutaciones en Gba1, por lo general, presentan disfunción 

lisosomal y una acumulación de esfingolípidos, que es más marcada en homocigosis [78–

81], mientras que los modelos heterocigotos muestran mayor variabilidad, lo que 

sugiere que dependiendo de la copia funcional de Gba1 podría ser suficiente para evitar 

esta acumulación [82]. A pesar de la disfunción lisosomal observada en estos modelos, 

no desarrollan agregados fibrilares de α-sinucleína ni reproducen la neurodegeneración 

dopaminérgica característica de la EP, por lo que no presentan deterioro clínico en 

funciones como la cognición, el olfato o la coordinación motora [83]. Para modelizar 

estas interacciones se han empleado diferentes aproximaciones. El cruce del modelo 
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murino A53T-SNCA, que sobreexpresa α-sinucleína, con ratones knock-in (KI) de Gba1 

con variantes como L444P o D409H, ya sea en heterocigosis u homocigosis [83,84], así 

como la administración a este modelo A53T-SNCA de inhibidores farmacológicos de β-

GCasa, como condutirol β-epóxido (CBE) [85], exacerba los déficits motores, la 

neurodegeneración y la acumulación cerebral de GluCer en comparación con los ratones 

A53T-SNCA con Gba1 sin variantes, o A53T-SNCA no tratados con CBE, respectivamente. 

De forma complementaria, en ratones KI Gba1 D409V/D409V, la patología 

sinucleinopática se indujo bien mediante el cruce con mThy1-hSNCA, un modelo de 

sobreexpresión de α-sinucleína, o bien mediante la inyección de fibrillas preformadas 

de α-sinucleína (PFFs) en el estriado; en el primer caso, se observó un incremento de α-

sinucleína patológica acompañado de deterioro motor, sin evidencia de degeneración 

nigroestriatal, mientras que en el segundo la mutación no potenció en igual medida la 

carga patológica [86]. Por último, en ratones KI heterocigotos Gba1 L444P de 8 meses, 

la administración de la neurotoxina mitocondrial dopaminérgica MPTP (1-metil-4-

fenil,6-tetrahidropiridina) produjo una pérdida significativa de neuronas 

dopaminérgicas en comparación con los WT tratados, junto con una exacerbación de 

déficits conductuales y neuroinflamación; estos síntomas tipo EP inducidos por MPTP se 

atenuaron tras incrementar Gba1 mediante un vector AAV5-hGBA [87]. 

Estos hallazgos refuerzan el papel modulador de GBA1 en determinados contextos de 

sobreexpresión de α-sinucleína. En presencia de una condición patológica de base, la 

disfunción de β-GCasa se torna clínicamente relevante, y su modulación impacta más 

visiblemente en la progresión de la enfermedad. Así, las variantes en GBA1 no serían 

suficientes por sí solas para inducir la muerte de neuronas dopaminérgicas, pero sí 

aumentarían la susceptibilidad y la gravedad del fenotipo dependiendo de su interacción 

con otros factores, como el contexto genético, ambiental o el envejecimiento, lo que 

podrían explicar la variabilidad en la penetrancia y  la expresividad clínica observada.  
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1.2.6. Mecanismos subyacentes de la enfermedad de Párkinson asociada 

a GBA1. 

Dado que la actividad de la β-GCasa se ha identificado como un factor de riesgo para la 

EP, el desafío actual consiste en establecer los mecanismos subyacentes que explican 

esta asociación. Múltiples estudios han demostrado que la pérdida de actividad de β-

GCasa resulta en la acumulación de α-sinucleína patológica, 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 GBA1 que afectan a su expresión génica o su estructura-función, 

alteraciones del pH lisosomal, disfunción en el tráfico mediado por LIMP-2, o una menor 

disponibilidad o interacción con saposina C; alteraciones en cualquiera de estos pasos 

podrían afectar potencialmente a la actividad β-GCasa y, en consecuencia, favorecer la 

acumulación de α-sinucleína [10].  

 

Para explicar el vínculo entre GBA1 y la patogénesis de EP se han propuesto diferentes 

mecanismos moleculares, no excluyentes, asociados tanto a las consecuencias de la 

pérdida de función enzimática como a la ganancia de función tóxica por la presencia de 

proteína mutante [26,48,94–97].  

La pérdida de función de la β-GCasa conlleva a la acumulación de esfingolípidos y origina 

una disfunción lisosomal generalizada, que incluye alteraciones en el pH lisosomal, en el 

tráfico vesicular, en la actividad de otras hidrolasas lisosomales, y en la ALP 

[77,78,88,98–100].  

La alteración lipídica resultante en la membrana lisosomal favorece la degradación de 

LAMP2A, lo que compromete la CMA [26,78,101]. Además, se ha propuesto 

recientemente que la propia β-GCasa mutante pueda bloquear directamente este 

receptor [25]. La pérdida de actividad CMA conlleva la acumulación de sus sustratos, 

entre ellos la α-sinucleína. 

Los GSL forman parte de microdominios lipídicos junto con proteínas de membrana y 

desempeñan un papel clave en la señalización celular [46], por lo que su dishomeostasis 

altera también la estructura y funcionalidad de las membranas celulares. Además, esta 
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alteración modula la agregación de α-sinucleína, cuya unión a las bicapas es dependiente 

de su composición lipídica [26,48,102,103]. De hecho, múltiples estudios han 

demostrado que los GSL acumulados, como GluCer, GluSph y determinados 

gangliósidos, pueden interactuar directamente con α-sinucleína, estabilizar sus 

oligómeros e inducir su agregación, tanto in vitro como in vivo [77,78,91,104–107], 

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

La disfunción lisosomal suele ir acompañada de una reducción de la mitofagia, lo que 

deriva en disfunción mitocondrial, y a su vez, en un aumento de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y una disminución en la producción de ATP [26,95,108–110]. Por otro 

lado, tanto la acumulación de lípidos como la de α-sinucleína actúan como señales 

proinflamatorias, capaces de activar la microglía y promover la liberación de citocinas 

inflamatorias [48,90,111]. 

 

 

Figura 10. Detalle de las consecuencias de la deficiencia de β-Gcasa relacionadas con la vía autofagia-
lisosoma. La retención parcial de β-GCasa genera estrés en el retículo endoplasmático e inhibe el tráfico 
al Golgi. La pérdida de actividad lisosomal de β-GCasa provoca la acumulación de GluCer y de otros lípidos 
como GluSph, colesterol y gangliósidos, tanto dentro como fuera del lisosoma. Estos cambios en el 
metabolismo lipídico pueden inducir un bloqueo de la CMA, disfunción lisosomal, e interactúan 
directamente con los oligómeros de α-sinucleína 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 función. 

Las formas mutantes de la β-GCasa tienden a plegarse incorrectamente y quedar 

retenidas en el retículo endoplasmático, lo que genera estrés y activa la respuesta de 

proteínas mal plegadas (UPR) [77,78,98,112]. Este estrés puede inducir alteraciones en 

el tráfico retículo-Golgi y en la homeostasis del calcio [48,88,113]. A su vez, el estrés 

crónico del retículo endoplasmático puede impactar sobre otras vías interconectadas, 

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

Por último, la propia acumulación de α-sinucleína puede interferir con el tráfico de la β-

GCasa entre el retículo endoplasmático y el aparato de Golgi, reduciendo la cantidad de 

enzima que alcanza el lisosoma. Esto da lugar a un bucle de retroalimentación 

bidireccional, en el que la acumulación de α-sinucleína afecta a la función de la enzima 

y, a su vez, la disminución de la actividad de β-GCasa favorece la acumulación de α-

sinucleína [77] (Figura 11). 

 

Figura 11. Resumen de los mecanismos de ganancia y pérdida de función en la célula implicados en la 
patogénesis de EP-GBA. Se ilustran los mecanismos patológicos interconectados que forman un bucle de 
retroalimentación: retención parcial de β-GCasa mutante (mut Gcasa) en el retículo endoplasmático con 
activación de la respuesta al estrés, disfunción lisosomal, bloqueo de la autofagia, disrupción del tráfico 
vesicular retículo-Golgi-lisosoma, formación de agregados tóxicos de α-sinucleína, desequilibrio lipídico 
con acumulación de glicoesfingolípidos (GSL), disfunción mitocondrial (↓ATP, ↑ROS), dishomeostasis del 
calcio, y neuroinflamación mediada por activación 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 progresión de la 

enfermedad. En 2024 se registraron 136 ensayos clínicos activos en fases I-III, de los 

cuales el 44 % correspondieron a tratamientos modificadores de la enfermedad. De 

ellas, las estrategias más representadas se dirigieron a la diana α-sinucleína, a vías 

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

 

Tabla 4. Ensayos clínicos activos como tratamientos modificadores de EP, actualización de 2024.  

Categoría Ensayos (n) Ensayos (%) Fase I Fase II Fase III 

Dirigidos a α-sinucleína 9 15 1 8  

GBA1 7 12 2* 4** 1*** 

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 energía 4 7  4  

Factores neurotróficos 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 

*: PR001, Ambroxol; ** Ambroxol (3), BIA 28-6156; *** Ambroxol. Adaptada de McFarthing et al. [114]. 

 

Específicamente en EP-GBA, se están evaluando diversas estrategias terapéuticas en 

fases preclínicas y clínicas, muchas de ellas basadas en abordajes desarrollados 

previamente para la EG [74,115]. El número 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 II y III [114] (Tabla 4). Estas aproximaciones buscan incrementar 

la actividad de β-GCasa, reducir sus sustratos mediante la inhibición de su síntesis o 

mejorar su plegamiento y tráfico intracelular mediante chaperonas farmacológicas 

[115]. 

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

en la administración de la enzima recombinante. Sin embargo, las formulaciones 
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actuales (p. ej., imiglucerasa, velaglucerasa) no atraviesan la barrera hematoencefálica. 

En el contexto de la EP-GBA se investigan estrategias modificadas que optimicen la 

estabilidad y biodisponibilidad de la proteína 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 más avanzada [82]. PR001, de Prevail Therapeutics, emplea un vector AAV9 

para administrar copias funcionales de GBA1 en el SNC, favoreciendo la producción 

endógena de β-GCasa funcional; se encuentra actualmente en fase I/IIa del estudio 

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

El uso de chaperonas farmacológicas tiene como objetivo mejorar la estabilidad de β-

GCasa en el SNC. El ambroxol, originalmente desarrollado como mucolítico, ha 

demostrado  que puede unirse a β-GCasa y mejorar su función en líquido 

cefalorraquídeo (LCR) (ensayos en curso: fase I/II, NCT06193421; fase II, NCT02914366, 

NCT05830396, NCT05287503; fase III, NCT05778617) [74,114,117–120]. Otras 

chaperonas también han mostrado no sólo incrementar la actividad enzimática, sino 

también reducir el acúmulo de α-sinucleína en células derivadas humanas y en modelos 

murinos, con mejoría de las manifestaciones neurológicas [121–123]. Por otro lado, BIA 

28-6156, un activador alostérico, potencia la actividad actuando sobre la β-GCasa ya 

plegada, y se encuentra actualmente en fase II del ensayo ACTIVATE (NCT05819359) 

[74,114,124]. 

Por último, la terapia de reducción de sustrato (SRT) está diseñada 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 demostró efecto bioquímico y 

mayor penetración en el SNC [125], no se considera actualmente una vía prometedora 

tras la ausencia de beneficios clínicos durante el ensayo clínico de fase II MOVES-PD 

[126]. 
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1.3. ESTUDIO DE GLUCOSILCERAMIDA Y GLUCOSILESFINGOSINA 

EN LA ENFERMEDAD DE PÁRKINSON ASOCIADA A GBA1 

 

1.3.1. La importancia de la búsqueda de nuevos biomarcadores. 

Los síntomas motores de la EP aparecen tras la pérdida del 60–80% de las neuronas 

dopaminérgicas [10], aunque algunos estudios han demostrado que este umbral podría 

reducirse al 30% [115]. En fases previas a la degeneración neuronal tienen lugar 

alteraciones bioquímicas que podrían ser detectables. Su identificación permitiría 

objetivar el diagnóstico en etapas iniciales, cuando los criterios clínicos son menos 

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

La falta de biomarcadores dificulta tanto la selección (diagnóstico y estratificación) de 

pacientes candidatos como la monitorización objetiva de la eficacia de terapias 

emergentes modificadoras de la enfermedad, especialmente en esas fases iniciales, y en 

un contexto marcado por la heterogeneidad biológica y clínica de la EP. Esta limitación 

podría haber condicionado el fracaso de aproximaciones previas, al no haberse evaluado 

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

En la EP-GBA, además, estas necesidades son especialmente relevantes. Las diferencias 

fenotípicas respecto a la EP idiopática (Tabla 3) pueden facilitar la estratificación de 

subgrupos [127], con implicaciones pronósticas y terapéuticas, tanto para estimar la 

progresión de la enfermedad como para orientar potenciales tratamientos [115,128–

130]. 

Por ello, en los últimos años, ha aumentado el interés por explorar mediadores de 

distintos mecanismos fisiopatológicos de la EP como posibles biomarcadores, entre ellos 

la disfunción mitocondrial, la neuroinflamación, el estrés oxidativo, las alteraciones 

lipídicas o la agregación de α-sinucleína [128,131–138]. En este contexto, el 

conocimiento de los mecanismos implicados en la EP-GBA ha dirigido la investigación 

hacia biomarcadores relacionados con las vías moleculares asociadas a GBA1. Entre ellos 

se incluyen la concentración y actividad de la propia β-GCasa, la evaluación de la 

actividad de otras enzimas lisosomales, o la acumulación de esfingolípidos 

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

La actividad de β-GCasa ha sido uno de los principales biomarcadores explorados en EP-

GBA, por su vínculo directo con el gen GBA1. Se ha observado repetidamente una 

disminución de la actividad de la β-GCasa en tejidos cerebrales post-mortem [92,93,139–

144] y en fluidos biológicos, 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 β-GCasa disminuya en la sustancia nigra progresivamente con la 

edad [93,140,143,146,153], esta reducción es aún más pronunciada en pacientes con EP 

[93,143,149,154]. En concreto, Gegg et al. [140] observaron una reducción del 58 % en 

EP-GBA y del 33 % en EP idiopático frente a controles sanos, con un patrón 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 hipótesis de 

que la disfunción enzimática podría estar implicada en la fisiopatología de la EP más allá 

del contexto genético de GBA1, y la presencia de mutaciones en GBA1 estaría 

exacerbando este efecto. 

Por otro lado, algunos estudios han encontrado una asociación entre la actividad 

enzimática β-GCasa en DBS [55,154] o en LCR [151] y la gravedad de la mutación en 

GBA1. 

Aunque ciertos trabajos no han demostrado una relación clara entre baja actividad y el 

fenotipo clínico [156], otros han sugerido que esta disminución podría predecir una 

progresión más rápida hacia demencia y un fenotipo clínico más severo [154,155,157]. 

 

1.3.3. Características del sustrato de β-GCasa y otros GSL relacionados. 

La disfunción de β-GCasa ha motivado la cuantificación de su sustrato esfingolipídico, 

GluCer, y otros derivados. El acúmulo de esfingolípidos 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 y 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 epímeros que difieren únicamente en la posición axial o 

ecuatorial, respectivamente, del grupo hidroxilo en el C4 del anillo de piranosa [42,158] 

(Figura 12).  

 

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 hidrofóbicas: 

una derivada de la base esfingoide de cadena larga, habitualmente d18:1, y otra 

procedente de un ácido graso N-acilado, cuyas longitudes y grados de saturación pueden 

cuantificarse de forma conjunta, o individual (p. ej., C16:0). Los derivados desacilados 

de GluCer y GalCer, GluSph y galactosilesfingosina (GalSph o psicosina), 

respectivamente, también son isómeros. Según la metodología 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 están presentes en todos los tipos celulares, localizándose 

principalmente en membranas de orgánulos intracelulares, incluidos lisosomas y 

retículo endoplasmático. En el aparato de Golgi, GluCer actúa como precursor de GSL 

complejos, como gangliósidos y globósidos, mediante la acción de glucosiltransferasas 
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específicas [42] (Figura 6). Estos GSL desempeñan un papel fundamental en la 

estructura, composición y organización de las membranas, en la formación de 

microdominios (rafts) lipídicos, en la adhesión, señalización y comunicación celular, y en 

procesos como la diferenciación, inflamación y tráfico intracelular (Figura 13A). 

 

Figura 13. Modelo esquemático 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 organización de microdominios, la adhesión celular, la señalización y la comunicación intercelular. B) 
GalCer y sus derivados sulfátidos son los principales GSL de la mielina y, debido a su elevada 
hidrofobicidad, contribuyen a su compactación y estabilidad. Adaptado de Zhang et al. [161] y Grassi et 
al. [162]. 

 

En cambio, GalCer y GalSph se limitan a tejidos específicos de mamíferos. GalCer y sus 

derivados, como los sulfátidos, 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 compactación y estabilidad (Figura 13B) 

[160]. Por ello, en el cerebro y en el LCR, GalCer se encuentra en concentraciones mucho 

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

diferentes matrices. 

Los estudios sobre la cuantificación 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 comparación con las derivadas de individuos sanos [88]. En 

la línea celular BE(2)-M17, GBA1 knockout (KO) y con mutación L444P, se observó un 

incremento de HexCer, y especialmente HexSph, mientras que las concentraciones de 

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

En modelos murinos Gba1 KO  [163] y en Gba1 homocigotos para D409H, D409V, N370S 

y V394L [80], se ha documentado una acumulación destacada de GluCer y GluSph en 

diversos tejidos, como el cerebro, el hígado, los pulmones y el bazo. En cambio, en otro 

estudio con el modelo Gba1 D409V/D409V, se observó un aumento de GluSph  sin 

cambios en la concentración de GluCer en cerebro [82], patrón también reportado para 

las mutaciones L444P y N370S [79]. 

En matrices biológicas 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 comparación 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 

comparación con EP idiopático y sujetos sanos [166]. Además, se ha descrito un 

gradiente en la concentración de HexSph en DBS, con concentraciones más elevadas en 

portadores de mutaciones patogénicas (L444P, N370S), seguidas de portadores de 

variantes polimórficas (E326K, T369M), pacientes con EP idiopática y, finalmente, 

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

Estudios en muestras humanas (I): Sangre y células 

Ref. Matriz Observación 

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

[164]  Plasma 
EP-GBA (HZ N370S) (n=20) vs CS-GBA (HZ N370S) (n=20) vs EPi (n=20) vs EG-EP 
(HO N370S) (n=4) : GluSph ↑ (para ambos grupos GBA (HZ N370S)); GluCer y 
GluSph ↑  (en EG-EP). 

[165]  Plasma 
EP (n=80, siendo 12 GBA (HZ E326K) y 1 GBA (HZ N370S)) vs CS (n=25, siendo 5 
GBA (HZ E326K): GluCer ↑ (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)↑ 

[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 ↑ (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 Párkinson; EPi: pacientes con EP 
idiopático no-GBA, DBS: sangre seca; PBMCs: célula mononuclear de sangre periférica. 

 

En estudios sobre tejido cerebral, se han analizado diversas regiones asociadas a 

patología 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 patología Lewy en las tres primeras; y aunque no se observaron variaciones 

en GluCer, sí se registró 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 

comparación con el grupo control [142], así como un incremento de GluCer en EP-GBA 

y EP idiopático respecto a sujetos control [143]. Rocha et al. [93] reportaron elevaciones 

de GluSph tanto en sustancia nigra como en hipocampo en EP idiopático frente a 

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

Estudios en muestras humanas (II): Tejido cerebral 

Ref. Región Observación 

[91]  GC, CE 
EP-GBA (n=28, con y sin DC) vs EPi (n=37, con y sin DC) vs CS (n=19): GluSph 
↑, GluCer ≡ (excepto EP con DC: GluCer ≈↑) 

[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 ↑ y total GSL ↑ (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 región) 

[171]  CT 
EP (n=26) estadíos II (6), III (10) y IV (10)  vs CS (n=12): GluCer ≡, 
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 Párkinson; EPi: pacientes con EP 
idiopático 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 únicamente tendencias no significativas, 

posiblemente condicionadas por el tamaño muestral y la variabilidad interindividual. Por 

ejemplo, Boutin et al. [171] observaron una posible tendencia entre GluCer y la gravedad 

de la EP en la corteza temporal tras normalizar por las isoformas de GalCer, y 

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 patología cerebral (Tabla 7). En la cohorte del 

Párkinson’s Progression Markers Initiative (PPMI), Huh et al. [172] reportaron 

concentraciones significativamente elevadas de GluCer en EP-GBA en comparación con 

EP idiopática e individuos sanos, con un gradiente creciente según la gravedad de la 

mutación. La ratio entre GluCer y esfingomielina (SM), GluCer/SM, emergió como el 

mejor marcador, mostrando también una correlación negativa con los niveles de α-

sinucleína en LCR. Sin embargo, otros estudios no han encontrado diferencias en la 

concentración 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 único grupo sin 

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

 

Tabla 7. Resumen de estudios en líquido cefalorraquídeo humano para la medición de GluCer y GluSph 
en el contexto de EP. 

Estudios en muestras humanas (III): Líquido cefalorraquídeo 

Ref. Observación 

[151] 

Cohorte TUEPAC: 
EP-GBA (n=51) vs EPi (n=45):  GluCer ↑ (total  y C24:0). 
Variantes de riesgo(n=1) vs leves (n=19) vs severas (n=17): GluCer ≈↑ 
 
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 ↑ 

[166] EP-GBA (n=38) vs CS (n=39): GluCer ≈↑ 

[172] EP-GBA (n=38) vs EPi (n=189) vs CS (n=114):  GluCer ↑, GluCer/SM ↑ 

[173] EP (n=33) vs CS (n=22): GluCer ≡ 

[174] 
EP-GBA + DCL-GBA (n=84) vs EPi +DCLi (n=105) vs CS (n=40) vs EG-EP (n=5): GluCer ≡ (*sólo se mide 
GluCer C18:0); GluSph ↑ (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 Párkinson; EPi: pacientes con EP 
idiopático 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 comparación con pacientes EP idiopático, siendo mayores en aquellos 

portadores de mutaciones severas. Además, se reportó una reducción en los niveles de 

α-sinucleína total en el LCR de EP-GBA. Sin embargo, en un estudio multicéntrico más 

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), más allá 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 más larga, como C22:0, C23:0, C24:1 y C24:0 [139,151,166,171,173], se reconoce 

la necesidad de un enfoque dirigido específico para la cuantificación de estas especies 

[174]. Por otro lado, la cuantificación de GluSph en LCR ha sido poco explorada por la 
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complejidad metodológica, al presentar una concentración significativamente menor a 

la del plasma o tejido cerebral [175]; hasta la fecha, el estudio de Lerche et al. de 2024 

[174] es el único que reporta su cuantificación en pacientes con EP. 

 

Complementariamente a lo descrito, la extensa revisión de Muñoz et al. [176] recoge los 

datos publicados sobre la acumulación de α-sinucleína, lípidos y actividad de β-GCasa en 

diversas matrices biológicas. En modelos celulares, se ha descrito una correlación 

negativa entre la actividad de β-GCasa, la acumulación de α-sinucleína y la 

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

 

A pesar de esta variabilidad, los sustratos de β-GCasa se han propuesto como 

biomarcadores para la estratificación de la enfermedad, su monitorización, o la 

predicción de la severidad. Sin embargo, el uso de métodos analíticos no estandarizados 

ha dificultado establecer una relación concluyente entre la acumulación de GluCer, la 

patogénesis de la EP-GBA y su potencial utilidad como biomarcadores. 
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1.4. PARTICULARIDADES DEL DESARROLLO DE MÉTODOS IN-

HOUSE LC-MS/MS PARA LA CUANTIFICACIÓN DE GSL   

 

La compleja estructura de los esfingolípidos dificulta su cuantificación en muestras 

biológicas. Para superar estas limitaciones, se han desarrollado diversas estrategias 

analíticas, siendo la combinación de la cromatografía líquida acoplada a espectrometría 

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

 

 
Figura 14. Flujo de trabajo para el desarrollo y la evaluación 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 optimización y evaluación 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 Diagnóstico In Vitro (IVDR, 

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

más relevantes.  

Previamente al desarrollo de un método bioanalítico, es necesario definir las 

necesidades clínicas, los analitos de interés, las concentraciones esperables y las 

matrices biológicas a estudio. La revisión de estudios previos puede orientar la elección 

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]. Más 

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 desafíos en el análisis de 

esfingolípidos por LC-MS/MS incluyen la disponibilidad limitada de estándares y 

estándares internos (IS), la optimización de las condiciones de extracción para maximizar 

la recuperación de subclases específicas y minimizar interferencias, y el desarrollo de 

métodos cromatográficos que permitan la separación de compuestos isómeros e 

isóbaros que no puedan distinguirse únicamente por MS [41]. 

 

1.4.1. Optimización de parámetros del detector MS. 

Cuando los compuestos entran en el espectrómetro de masas (MS), son ionizados y 

posteriormente separados según su relación masa/carga (m/z). Los métodos de 

ionización a presión atmosférica más utilizados son la ionización por electrospray (ESI) y 

la ionización química a presión atmosférica (atmospheric pressure chemical ionization, 

APCI). En el análisis basado en LC-MS, la combinación de una fuente de ionización ESI y 

un detector de triple cuadrupolo es la estrategia más comúnmente utilizada, tanto para 

el análisis de esfingolípidos [41], como en otras aplicaciones en el contexto de los 

laboratorios clínicos [182].  La elección del modo de ionización ESI (positivo o negativo) 

depende de la subclase de esfingolípido. Los neutros (ceramidas, esfingomielinas, 

cerebrósidos 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 ácidos (principalmente gangliósidos y sulfátidos) requieren generalmente el 

modo negativo, que produce iones [M–H]⁻ y ofrece mejor sensibilidad [183]. Por ello, en 

esfingolipidómica, la combinación de ambos modos de ionización resulta especialmente 

útil como estrategia para abordar el análisis de diferentes subclases lipídicas [184]. 

En matrices biológicas complejas pueden producirse fenómenos de supresión o 

intensificación de la señal en la fuente de ionización, que afectan a la sensibilidad, 

selectividad y reproducibilidad del método [185]. Parámetros como el voltaje capilar, el 

flujo de gas nebulizador y la temperatura de la fuente y de la línea de desolvatación (DL) 

influyen directamente en la formación del aerosol, la dispersión de los iones, la 

evaporación del solvente y la volatilización de la muestra [177,186,187]. La composición 

de la fase móvil tiene un impacto en la eficiencia de ionización y debe considerarse de 

forma integrada con el diseño cromatográfico. La optimización de los parámetros de la 

fuente es esencial para reducir la contaminación, favorecer la estabilidad de los analitos, 

y evitar condiciones excesivas que puedan aportar energía adicional a las moléculas, lo 

que podría generar fragmentación interferente en la propia fuente (in-source fragments, 

ISF), cuya m/z pueda coincidir, ocasionalmente, con el de otros lípidos analizados en la 

muestra [190,191]. Aunque algunos de los métodos descritos anteriormente publican 

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

La optimización del voltaje en la celda de colisión (CID) permite la fragmentación 

adecuada de los iones precursores sin comprometer la sensibilidad, habiendo patrones 

de fragmentación característicos de cada subclase de lípido [43,191]. En la 

fragmentación, los GSL neutros tienden a perder el residuo de azúcar, la cadena acilo, y 

una molécula de H2O, generando un ión fragmento característico m/z 264, 

correspondiente a la base de esfingosina (d18:1) deshidratada, el cual se emplea para 

cuantificación por monitorización de reacciones múltiples (MRM), tal y como se ha 

descrito en las bases de datos de lipidómica (LIPID MAPS®) [192] y en publicaciones 

previas [43,79,171,183]. La SM típicamente produce al fragmentarse un ion 

característico de su grupo cabeza polar, la fosfocolina, a m/z 184, el mismo fragmento 

que generan también los fosfolípidos de colina (como fosfatidilcolina) [193]. En el caso 

de los lisoesfingolípidos, 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 fragmentación observado para GluSph, GluCerC18:0, y su análogo de 
deuterado, bajo ionización positiva. El esquema muestra las pérdidas neutras esperadas, los fragmentos 
característicos obtenidos y los iones hijos más representativos para la identificación por MRM. 

 

Los compuestos isoméricos e isobáricos pueden generar interferencias en el detector 

MS dificultando la identificación y/o cuantificación de las especies. Los isómeros son 

compuestos que presentan la misma fórmula molecular y, por tanto, la misma m/z, pero 

difieren en su estructura. Para su distinción, se requiere habitualmente una separación 

cromatográfica previa, como en el caso de la glucosa y la galactosa, y/o un análisis en 

tándem MS/MS para formar fragmentos lipídicos característicos. 

En cambio, la interferencia isobárica originada por la abundancia natural de los isótopos 

puede generar coincidencias en el m/z entre diferentes esfingolípidos no isómeros. Por 

ejemplo, el isotopólogo M+2 de la molécula insaturada HexCer C24:1 (que contiene dos 

átomos de 13C) puede coincidir con la m/z de la forma monoisotópica de la especie 

saturada HexCer C24:0. Este tipo de interferencia se conoce como solapamiento 

isobárico tipo II, y es típica entre especies de la misma clase lipídica con distinto grado 

de insaturación. Por su parte, el efecto isotópico tipo I se refiere a la distribución 
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isotópica dentro de una misma especie molecular [191]. A medida que aumenta el 

número de átomos (especialmente de carbono), y la abundancia relativa del isótopo 

minoritario en cuestión (como 13C, presente en un 1,1%), mayor es la probabilidad de 

que una molécula los contenga y, como consecuencia, disminuya su fracción 

monoisotópica. Este efecto no implica por sí mismo interferencias con otras moléculas, 

pero sí altera la intensidad relativa del pico base (M+0) respecto a sus isotopólogos 

[194]. En ambos casos, se recomienda aplicar factores de corrección basados en la 

abundancia isotópica natural para mejorar la exactitud de la cuantificación [191].  

Por otro lado, en lipidómica se utilizan habitualmente tampones de acetato o formiato 

de amonio para favorecer la formación de iones [M+H]+ y [M+NH4]+ en modo positivo, 

así 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 isobáricas adicionales si su 

m/z coincide con el de otras especies presentes; por ejemplo, dentro de una misma clase 

lipídica, un aducto de sodio puede solaparse con el ion protonado de otra especie que 

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

Por último, en el análisis de compuestos con múltiples isoformas lipídicas, la 

interferencia por product ion cross-talk, en este caso, debida a la coincidencia de los 

iones producto en modo MRM y a una elución cromatográfica cercana, puede suponer 

una dificultad analítica. La inclusión de una “transición ficticia” o dummy, que comparte 

el ion producto pero emplea un ion precursor no presente en la muestra, puede ser útil 

para detectar este tipo de interferencias [196]. Un tiempo de pausa (pause time) más 

largo puede prevenir el cross-talk al permitir la eliminación de iones residuales de un 

compuesto A en la CID antes de analizar la siguiente transición de un compuesto B 

[185,196,197]. Asimismo, un mayor tiempo de adquisición (o dwell time) mejora la 

sensibilidad y precisión de la señal, pero reduce la capacidad de monitorizar múltiples 

transiciones. 
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1.4.2. Optimización del pretratamiento. 

La preparación de la muestra es un paso crítico debido a la complejidad de las matrices 

biológicas. La elección del pretratamiento más adecuado dependerá de las propiedades 

fisicoquímicas del analito y de las consideraciones específicas del tipo de muestra [177]. 

Por ejemplo, el LCR presenta un contenido de lípidos bajo (0,2%) en comparación con el 

suero [198], por tanto, la recuperación de los analitos es crítica. En tejido, será necesario 

un paso previo de homogeneización, considerando la instrumentación, la temperatura, 

el solvente y el método de normalización de los resultados, que suele requerir la pesada 

de la muestra o la cuantificación de las proteínas totales.  

La optimización del pretratamiento permite garantizar la reproducibilidad en la 

recuperación de analitos [199]. Entre los parámetros críticos se incluyen el tipo de 

extracción y los solventes. La extracción líquido-líquido (LLE) con solventes orgánicos es 

el método más ampliamente empleado. Los métodos clásicos 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 considerándose 

estrategias robustas y eficientes para la extracción de lípidos, como se recoge en 

múltiples estudios y revisiones [43,194,198,199,202,203], y desde la iniciativa para 

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

También deben considerarse factores como la temperatura de los solventes y muestras 

durante el proceso de extracción, recomendándose temperaturas bajas que favorezcan 

la precipitación proteica por desnaturalización [198].  

Asimismo, el tiempo de agitación debe optimizarse, determinando tanto la etapa en la 

que se realiza (antes o después de la adición de agua), como los tiempos, para garantizar 

una partición eficiente de los lípidos evitando inducir su degradación [203].  

Es aconsejable evaluar el impacto de las extracciones secuenciales, ya que un mayor 

número de ciclos puede introducir una mayor variabilidad [199], pero, a su vez, puede 

suponer una mejora en la recuperación de los analitos [203].  
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1.4.3. Optimización de la cromatografía. 

Los técnicas cromatográficas son importantes para reducir la supresión iónica, separar 

especies isómeras e isóbaras, y enriquecer las moléculas de interés frente a 

interferentes. Determinados parámetros impactan en el rendimiento de un sistema de 

cromatografía líquida, afectando a la eficiencia de la separación y la resolución de los 

picos [185]. Entre los más críticos se encuentran la selección de la fase estacionaria o 

columna, la composición de la fase móvil (incluyendo el tipo y proporción de solventes, 

pH y aditivos), el tipo de elución (el gradiente mejora la selectividad y reproducibilidad, 

aunque requiere mayor tiempo de equilibrado), el flujo (que acelera el análisis, pero 

puede comprometer la resolución), el volumen de inyección (que mejora la detección, 

aunque puede sobrecargar la columna y/o comprometer la resolución) y la temperatura 

de la columna (que influye en la viscosidad de la fase móvil y en la interacción del analito 

con la fase estacionaria).  

En el análisis de esfingolípidos, el fraccionamiento y purificación del extracto lipídico se 

logra mediante técnicas de separación en off-line (extracción en fase sólida o SPE, 

cromatografía en capa fina) y/o on-line (cromatografía líquida de alta resolución o HPLC, 

cromatografía de fluidos supercríticos, o cromatografía de gases), siendo la HPLC la más 

utilizada [43]. Aunque para el análisis de esfingolípidos existen métodos que integran la 

SPE on-line [204], actuando como trap column, su aplicación se ha descrito 

mayoritariamente como procedimiento off-line, habitualmente como parte del 

pretratamiento de la muestra [199,205]. 

La HPLC permite la separación de los componentes de una muestra en función de su 

distribución entre una fase estacionaria sólida, o líquida adsorbida sobre un soporte 

sólido, y una fase móvil líquida. En la HPLC en fase reversa (RP-LC), la fase estacionaria 

es no polar y la fase móvil tiene una polaridad mayor, y el orden de elución de 

esfingolípidos depende en gran medida de la longitud y el grado de (in)saturación de la 

base esfingoide y/o del ácido graso. Así, a mayor longitud de cadena y menor número 

de insaturaciones, menor polaridad, y mayor retención en la fase estacionaria. El 

número y tipo de grupos funcionales polares también impacta en la polaridad e influyen 

en su orden de elución. 
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Las columnas más utilizadas en esfingolipidómica son C18 y C8 [43]. Aunque la RP-LC es 

ampliamente empleada para la separación de lípidos, su capacidad para discriminar 

entre determinadas variantes estructurales en los grupos de cabeza es limitada. Es el 

caso de la sustitución 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 cromatografía en fase normal (NP-LC), las especies lipídicas se separan 

principalmente según la polaridad de sus grupos de cabeza [41]. La fase estacionaria es 

más polar que la móvil, causando una mayor retención de los analitos polares a medida 

que disminuye la polaridad del eluente [187]. La cromatografía de interacción hidrofílica 

(hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC) se ha considerado históricamente 

como una variante de NP-LC porque emplea fases estacionarias polares (sílice, amino, 

ciano). No obstante, su fase móvil es similar a la de RP-LC, con altos porcentajes de 

acetonitrilo (95-97%) en agua [79,171–173,179], y su mecanismo de separación es más 

complejo [187], ya que depende de la distribución diferencial del analito entre la fase 

móvil rica en acetonitrilo y la capa acuosa adsorbida en la fase estacionaria hidrófila. 

Este fenómeno requiere tiempos de equilibrado prolongados para garantizar la 

reproducibilidad de los tiempos de retención (TR), lo que puede extender la duración 

del análisis [186,206]. Sin embargo, la cromatografía HILIC permite la separación de 

ambos isómeros glucosa y galactosa del grupo cabeza.  

 

Por todo lo descrito en este capítulo, el consorcio de la LSI [207] ha subrayado la elevada 

complejidad de los análisis lipídicos en comparación con otras ómicas, y la necesidad de 

protocolos que favorezcan su estandarización. La página web de la LSI incluye 

borradores preliminares con directrices y recursos de interés orientados a estimular este 

proceso [191,208]. No obstante, para su aplicación en el ámbito clínico, los métodos de 

lipidómica deben validarse de acuerdo con las guías regulatorias vigentes [207]. 
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1.5. EVALUACIÓN ANALÍTICA DE MÉTODOS IN-HOUSE BASADOS 

EN LC-MS/MS 

 

1.5.1. Revisión de las recomendaciones de las guías internacionales. 

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

asegurar su idoneidad para el propósito previsto. 

Los aspectos clave, recomendaciones y especificaciones de la validación analítica de los 

métodos LC-MS/MS in-house se recogen de forma detallada en la Tabla 8. Esta incluye 

las guías principales que competen directamente a los laboratorios clínicos por el 

Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI) [177,185], y las que aplican a los 

métodos bioanalíticos, según la regulación de la Agencia Europea de Medicamentos 

[209]  y la Administración de Alimentos y Medicamentos estadounidense (FDA) [210]. 

Aunque la FDA y la EMA habían publicado históricamente recomendaciones 

independientes para la validación de métodos bioanalíticos, ambas adoptaron en 2022 

la directriz del Consejo Internacional para la Armonización de los Requisitos Técnicos de 

los Productos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH), en la Validación de Métodos 

Bioanalíticos, documento M10, como referencia común para la UE y EE.UU., 

respectivamente. A lo largo de este trabajo, las menciones a la actualización de la guía 

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

 

Si bien dichas guías ofrecen recomendaciones para la regulación de los procedimientos 

de evaluación entre laboratorios, su aplicabilidad puede verse limitada en determinados 

contextos. Con frecuencia la complejidad de las evaluaciones en el caso de métodos que 

implican múltiples analitos, tiempos de elución prolongados, y un procesamiento e 

interpretación de datos complejo, sumada a las limitaciones de tiempo y recursos, 

dificulta la adherencia y la armonización en el laboratorio clínico. Además, la falta de 

protocolos específicos para matrices de baja disponibilidad de volumen o con analitos 

endógenos, característicos del entorno clínico [211], así como la descripción poco 

detallada de los protocolos existentes, o la ambigüedad entre los criterios de aceptación, 

dificulta su implementación. 
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En ese sentido, uno de los aspectos más críticos es el estudio del efecto matriz, por su 

impacto en la sensibilidad, veracidad y precisión del método. Su evaluación implica 

analizar los factores que influyen en el rendimiento global del método y en la 

cuantificación del analito, incluyendo los efectos absolutos y relativos sobre la 

ionización, la recuperación y la compensación aportada por el IS en cada uno de estos 

parámetros. Dada su complejidad, se desarrolla de forma específica en el siguiente 

apartado. 

 

1.5.2. Evaluación del efecto matriz, la eficiencia de la recuperación y la 

eficiencia del proceso. 

El efecto matriz se define como una alteración en la eficiencia de ionización del analito 

debido a la presencia de compuestos coeluyentes en la matriz, lo que puede traducirse 

en una disminución (supresión iónica) o una potenciación de la señal [212]. La ESI es más 

susceptible a la supresión iónica en comparación con otras, como la APCI [213–215], ya 

que los componentes de la matriz que coeluyen con el analito pueden competir por la 

transferencia de carga en las distintas etapas de la formación de iones en fase gaseosa, 

dando lugar a una supresión de la señal [216]. Además del mecanismo de ionización, 

influyen también otros factores, como las propiedades fisicoquímicas del analito, la 

composición del fluido, el pretratamiento de las muestras y las condiciones 

cromatográficas [217–222]. 

Las estrategias más eficaces para compensar o reducir parcialmente los errores 

asociados al efecto matriz incluyen la preparación de los calibradores y controles de 

calidad en una matriz equivalente a la de las muestras nativas; la optimización del 

pretratamiento (etapas de extracción y/o purificación) para eliminar contaminantes 

endógenos; la optimización de la separación cromatográfica para evitar la coelución 

entre analitos y/o componentes de la matriz, y la elección de un IS apropiado [223–225]. 
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Los dos enfoques más utilizados para evaluar el efecto matriz son la infusión post-

columna [219] y el spikeo pre- y post-extracción [213]. El primero proporciona 

información 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 guías, y los protocolos suelen simplificarse, centrándose principalmente en la 

evaluación de la parte instrumental. 

 

Además del efecto matriz, otros conceptos clave deben considerarse para valorar el 

rendimiento global del método: la recuperación, entendida como la fracción del analito 

recuperada tras el procedimiento de extracción; la eficiencia del proceso, que refleja el 

efecto combinado de la matriz y la recuperación; y la veracidad y precisión, que se 

evalúan a partir de las curvas de calibración y permiten estimar el impacto global del 

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

No siempre se disponen de metodologías que integren estos conceptos en un único 

diseño experimental, el cual permitiría una visión global del proceso y una comprensión 

más profunda de las causas y consecuencias del efecto matriz. Sin embargo, varios 

estudios han abordado esta integración, siendo especialmente relevantes aquellos que 

consideran la variabilidad entre lotes independientes de matriz y su normalización 

mediante el IS. Los trabajos de Matuszewski et al. [213,221,234] representan una 

contribución pionera en este ámbito, seguidos por estudios que han introducido 

modificaciones o enfoques complementarios [235–240]. 

 

Dado que los diferentes enfoques aportan información complementaria, una evaluación 

robusta debería integrar varias estrategias. Esto facilitaría la identificación de las causas 

subyacentes de dichos efectos, permitiendo así su minimización o, al menos, su control. 

Así, la integración de estrategias sistematizadas en los protocolos internos de validación 

podría promover la armonización de estos procesos en el laboratorio clínico. 
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En conjunto, los aspectos abordados a lo largo de esta introducción, incluidos los 

desafíos asociados al desarrollo y evaluación de métodos in-house, evidencian la 

complejidad de la identificación y cuantificación de nuevos biomarcadores. El avance en 

el conocimiento de los mecanismos fisiopatológicos de la EP-GBA ha dirigido el interés 

hacia aquellos relacionados con la disfunción lisosomal, entre los cuales destaca la 

concentración de esfingolípidos sustratos y derivados de la actividad β-GCasa. Estas 

alteraciones podrían detectarse en muestras biológicas, lo que permitiría 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 

comparación de grupos, dificultando la interpretación 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 armonización en los métodos in-house. 
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2.1. HIPÓTESIS 

 

La cuantificación de esfingolípidos en distintas matrices biológicas mediante métodos 

LC-MS/MS in-house robustos permite obtener información relevante en modelos 

experimentales y en estudios clínicos, apoyando su aplicación tanto en investigación 

preclínica como clínica sobre la EP-GBA. 

 

 

2.2. OBJETIVOS 

 

El objetivo general de la presente tesis es contribuir a la armonización y validación de 

métodos in-house basados en LC-MS/MS para la cuantificación de esfingolípidos, en el 

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

 

Los objetivos específicos son los siguientes:  

 

1. Describir métodos basados en LC-MS/MS para la cuantificación 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 investigación básica y traslacional dirigidos a la 

caracterización de modelos y a la evaluación de la eficacia terapéutica. 

 

2. Desarrollar y evaluar un método basado en LC-MS/MS para la cuantificación de 

isoformas de GluCer y GalCer en LCR humano, cumpliendo con los requisitos de 

selectividad, límite de cuantificación, linealidad, precisión, veracidad y estabilidad 

establecidos en las guías de validación de métodos bioanalíticos, para su aplicación en 

el ámbito clínico. 
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3. Implementar una estrategia sistematizada para la evaluación del efecto matriz, la 

recuperación y la eficiencia del proceso, integrando un flujo de trabajo que facilite la 

estandarización del análisis, el cálculo de los parámetros y la interpretación de los 

resultados, y aplicarla a la evaluación del método de cuantificación de isoformas de 

GluCer y GalCer en LCR humano. 

 

4. Aplicar el método desarrollado para la cuantificación de isoformas de GluCer y GalCer 

en LCR humano como prueba de concepto, analizando las diferencias de concentración 

entre controles y pacientes con EP, y explorando su potencial utilidad como biomarcador 

de la enfermedad. 
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3 
Materiales y 

métodos 
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Este capítulo incluye los Materiales y Métodos de uso general (apartado 3.1), así como 

los relativos a los métodos LC-MS/MS para la cuantificación de muestras en estudios 

preclínicos (apartado 3.2), vinculados a la Sección I de Resultados y al primer objetivo 

específico de la tesis, y los aplicados en estudios clínicos (apartado 3.3), los cuales se 

asocian a la Sección II de Resultados y al segundo, tercer y cuarto objetivos.  
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3.1. MATERIALES Y MÉTODOS GENERALES 

 

3.1.1. Estándares y reactivos. 

Los estándares 1-β-D-Glucosilesfingosina (d18:1) (2086) y Liso-globotriaosilesfingosina 

(d18:1) (LysoGb3) (1520) se obtuvieron de Matreya. Esfingosilfosforilcolina (d18:1) 

(LysoSM) (860600), C16 Glucosil(β)-Ceramida (d18:1/16:0) (860539), C18 Glucosil(β)-

Ceramida (d18:1/18:0) (860547), C24:1 Glucosil(β)-Ceramida (d18:1/24:1(15Z)) 

(860549), C24:1 Galactosil(β)-Ceramida (d18:1/24:1(15Z)) (860432), C17 Glucosil(β)-

Ceramida (d18:1/17:0) (860569) y los IS deuterados Glucosil(β)-Esfingosina-d5 (860636), 

C18 Glucosil(ß)-ceramida-d5 (860638), Liso-globotriaosilesfingosina-d7 (860682), 

Esfingosilfosforilcolina-d7 (860639) se adquirieron en Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, 

EE.UU.). C22 Glucosil(β)-Ceramida-d4 (d18:1/22:0-d4) (9003462) y C22 Galactosil(β)-

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, procedían de VWR 

Chemicals (Radnor, PA, EE.UU.). El ácido fórmico (FA, pureza: >99%) se adquirió 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 

generó utilizando un sistema Mili-Q (Millipore).  

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

 

3.1.2. Equipamiento. 

Los esfingolípidos se analizaron por LC-MS/MS utilizando un sistema HPLC Nexera X2 

acoplado a un espectrómetro de masas de triple cuadrupolo LCMS-8050 (Shimadzu 

Corporation, Japón). Las columnas cromatográficas Mediterranea Sea18 Column 1,8µm 

5 x 0,21 cm (TR-010902) y HALO® HILIC, 90 Å, 2 µm, 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. Preparación de las soluciones stock de estándares e IS. 

Las soluciones stock se prepararon disolviendo los estándares e IS puros en 

MeOH:CHCl3(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 

máximo de 12 meses. 

 

3.1.4. Preparación de soluciones intermedias. 

Las soluciones intermedias de cada estándar e IS se prepararon diluyendo las soluciones 

stock en MeOH:CHCl3(1:2, v/v) a distintas concentraciones finales: 1,085x10⁵ nM para 

GluSph (1/100 de stock), 1,428x10⁵ nM para GluCer C16:0 (1/50 de stock), 1,373x10⁵ nM 

para GluCer C18:0 (1/50 de stock), 1,234x10⁵ nM para GluCer C24:1 (1/50 de stock) y 

1,234x10⁵ nM para GalCer C24:1, 7,002x10⁴ nM para GluCer C17:0 (1/100 de stock), 

3571 nM para GluSph-d5 (1/600 de stock), 4,547x10⁴ nM para GluCer C18:0-d5 (1/30 de 

stock) y 4,229x10⁴ nM tanto para GluCer C22:0-d4 como para GalCer C22:0-d4 (1/30 de 

stock). Las soluciones intermedias se conservaron a -20ºC durante un máximo de 6 

meses.  

 

3.1.5. Optimización de los métodos. 

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

las soluciones de trabajo (WS) y las curvas de calibración, incluyendo MeOH:CHCl₃, 
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MeCN, H2O o matrices subrogadas como el aLCR. Asimismo, se optimizaron tanto la 

composición como el volumen de los solventes  empleados en la cromatografía, así 

como para la preparación de las distintas WS, curvas de calibración, y pretratamientos. 

También se optimizaron otras condiciones del pretratamiento, como el modo y los 

tiempos de agitación, homogeneización y extracción. La concentración final de los IS en 

los WS(IS) se ajustó en cada caso para generar señales 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 parámetros de detección MS y las 

condiciones cromatográficas se ajustaron empleando soluciones concentradas en 

MeCN, tanto de estándares individuales puros como de mezclas conjuntas (tunning mix), 

con el objetivo de maximizar la señal durante la optimización. 

Algunos aspectos derivados de las fases de optimización, como la concentración 

seleccionada para los WS, las concentraciones de las muestras de control de calidad (QC) 

o el rango de las curvas de calibración, se describen en las secciones 3.2 y 3.3 del 

presente capítulo 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 MÉTODOS SECCIÓN I: RELATIVOS A LOS 

MÉTODOS LC-MS/MS PARA LA CUANTIFICACIÓN DE GSL EN 

MODELOS PRECLÍNICOS 

 

3.2.1. Obtención de las muestras de modelos preclínicos. 

3.2.1.1. Muestras de pellets celulares. Los pellets celulares se obtuvieron a partir de la 

línea celular de neuroblastoma humano BE(2)-M17, con código ECACC (European 

Collection of Authenticated Cell Cultures) 95011816. Esta línea, WT para GBA1, junto con 

las líneas 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 líneas y la obtención 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 ratón. El modelo animal utilizado fue el modelo 

murino KI para la mutación Gba1 D409V (Jackson Laboratory, stock #019106). Se 

obtuvieron muestras de suero, hígado, bazo y cerebro de ratones con los tres genotipos: 

WT, heterocigoto (HZ) y homocigoto (HO) para la mutación. El manejo de los animales y 

la obtención de las muestras fue realizada en el laboratorio del grupo de Enfermedades 

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

 

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

de tejido de modelo de ratón.  

3.2.2.1. Cuantificación de proteínas. La concentración total de proteínas en los lisados 

celulares y en los homogenados de los tejidos se midió mediante el ensayo colorimétrico 

de ácido bicinconínico (BCA), utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como estándar. 

Este procedimiento fue realizado en el laboratorio del grupo de Enfermedades 

Neurodegenerativas del VHIR, siguiendo las indicaciones del fabricante. La 
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concentración de proteínas se empleó para normalizar y expresar la cuantificación de 

esfingolípidos en relación con la cantidad de muestra analizada. 

 

3.2.2.2. Preparación de las soluciones WS(STD)CT-RP y WS(IS)CT-RP. Las WS específicas 

para el estudio de pellets celulares y tejido con RP-LC, tanto de estándares, WS(STD)CT-

RP, como de IS, WS(IS)CT-RP, se prepararon a partir de las soluciones intermedias, 

mediante mezclas de estándares e IS, respectivamente. La WS(STD)CT-RP incluyó una 

mezcla de GluSph, GluCer C16:0, C18:0, y C24:1 en MeOH:CHCl3 (1:2, v/v) a una 

concentración final de 200 nM. Esta solución se utilizó para preparar la curva de 

calibración. La WS(IS)CT-RP contenía una mezcla de GluSph-d5, GluCer C18:0-d5, GluCer 

C22:0-d4 y GluCer C17:0 en MeOH:CHCl3 (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 analítica y se utilizaron una única vez. El volumen de WS(IS)CT-RP se 

preparó en función del número de muestras de la serie. La Figura 16 muestra un 

esquema representativo de la preparación de las distintas soluciones empleadas en este 

y en los demás métodos descritos en la tesis. 

 

3.2.2.3. Preparación de la curva de calibración y los controles de calidad internos. El 

punto inicial de la curva de calibración se estableció con el WS(STD)CT-RP a 200 nM, y a 

partir de este, se prepararon por dilución seriada seis puntos adicionales a  50; 5; 0,5; 

0,1; 0,05 y 0,025 nM, y un blanco, en MeOH:CHCl3. La curva fue de un solo uso para cada 

serie analítica. 

Los QC internos se prepararon a partir de un pool leucocitos sonicados de muestras 

sobrantes del laboratorio asistencial, a los que se les añadió 5 y 10 pmol de los 

estándares GluSph, GluCer C16:0, C18:0, y C24:1. Se alicuotaron y se mantuvieron 

congelados a -80ºC. Los QC se emplearon para evaluar la precisión del método. 

 

3.2.2.4. Monitorización analítica. Los métodos empleados en el análisis de muestras 

preclínicas no fueron validados siguiendo las guías bioanalíticas internacionales, dado 

que su aplicación se limitó a estudios preclínicos exploratorios. No obstante, se 



82 

implementaron procedimientos de monitorización interna para verificar la coherencia 

analítica a lo largo del tiempo. 

Entre los años 2020 y 2025, se analizaron la precisión y veracidad interserie de las 

concentraciones retrocalculadas de los estándares a partir de 12 curvas de calibración 

correspondientes a 12 series analíticas independientes distribuidas a lo largo de ese 

período. Asimismo, se calcularon los CV (%) interserie de los controles internos ajustados 

por un factor de normalización. Este factor se definió en cada serie como la media de los 

cocientes entre la concentración nominal y la concentración medida en ambos niveles 

de QC, analizados al inicio y al final de la secuencia, y se aplicó a los propios QC y a todas 

las muestras correspondientes. 

 

3.2.3. Cuantificación de HexSph en suero de ratón. 

El método in-house basado en LC-MS/MS para la cuantificación simultánea de 

lisoesfingolípidos, HexSph, LysoGb3 y LysoSM en suero humano, previamente validado 

en el entorno asistencial para el diagnóstico y seguimiento de las enfermedades de EG, 

Fabry y Niemann-Pick tipo A/B, respectivamente, fue aplicado sin modificaciones para 

la cuantificación de HexSph en muestras de suero de ratón procedentes de estudios 

preclínicos. 

A continuación, se describen la preparación de las soluciones y las condiciones del 

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

 

3.2.3.1. Preparación de soluciones WS(STD)SUE-RP y WS(IS)SUE-RP. A partir de las 

soluciones stock de los estándares GluSph, LysoGb3 y LysoSM, se generan tres WS 

(WS(STD)SUE-RP) 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 QC y la curva 

de calibración. 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 preparó 

una única  WS(IS)SUE-RP en 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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máximo de 6 meses. Las soluciones de trabajo WS(STD)SUE-RP y WS(IS)SUE-RP se prepararon 

frescas para cada serie analítica. La Figura 16 muestra un esquema representativo de la 

preparación de las distintas soluciones empleadas en este y en los demás métodos 

descritos en la tesis.. 

 

3.2.3.2. Preparación de la curva de calibración y los controles de calidad internos. La 

matriz de los QC y calibradores se obtuvo a partir de suero humano deplecionado con 

carbón activo. La curva de calibración se preparó mediante diluciones seriadas a partir 

de los WS(STD)SUE-RP, a 10 concentraciones (400; 200; 100; 50; 10; 5; 1; 0,5; 0,25 y 0,125 

nM), e incluyendo un blanco. Los QC se prepararon a cinco concentraciones (200; 20; 5; 

1 y 0,5 nM). 

 

3.2.3.3. Pretratamiento. 50 µl de muestra, QC, o calibrador, incluyendo el blanco, se 

precipitaron añadiendo 250 µl de WS(IS)SUE-RP, vorteando durante 10 segundos, y 

sonicando posteriormente en baño de ultrasonidos durante 15 minutos. 

Posteriormente, se centrifugaron 15 min a 13000 rpm a 4ºC, y se trasvasaron 200 µl de 

sobrenadante a viales de cromatografía para su análisis.  

 

3.2.3.4. Condiciones LC-MS/MS. Se inyectaron 3 µL en el sistema cromatográfico, 

equipado con una columna C18 de fase reversa y un gradiente binario: fase móvil A (H₂O 

+ 0,1% FA) y fase móvil B (MeCN + 0,1% FA), a un flujo de 0,4 mL/min y un tiempo de 7 

minutos. El MS se configuró 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 MÉTODOS SECCIÓN II: RELATIVOS AL 

MÉTODO LC-MS/MS PARA LA CUANTIFICACIÓN DE ISOFORMAS 

DE GLUCER Y GALCER EN LCR HUMANO 

 

3.3.1. Muestras humanas y ética. 

Se recogieron muestras de LCR de la Colección VHIP (Vall d'Hebron Iniciative for 

Parkinson) del VHIR, incluyendo: 6 controles sanos (CS), 22 pacientes con EP idiopática 

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

La punción lumbar para la obtención de LCR se realizó en el espacio L4, entre las 8:00 y 

las 10:00 de la mañana, con el objetivo de minimizar las posibles fluctuaciones 

circadianas. El LCR se recogió en tubos de polipropileno y se procesó 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 extracción, las muestras se dividieron en alícuotas de 0,5 mL 

en criotubos de polipropileno, y se almacenaron a −80 °C hasta su análisis. 

La clasificación de la severidad de la variante se basó en el estudio previo de Parlar et al. 

[54]. El estudio fue aprobado por el Comité de Ética del Hospital Vall d’Hebron, con 

referencia PR(AG)170-2015, y todos los participantes dieron su consentimiento 

informado por escrito. 

 

3.3.2. Preparación de las soluciones WS(STD)LCR-HIL y WS(IS)LCR-HIL. 

Para cada serie, se prepararon en fresco una WS(STD)LCR-HIL y WS(IS)LCR-HIL a partir de las 

respectivas soluciones intermedias. La WS(STD)LCR-HIL contenía una mezcla de estándares 

GluCer C16:0, C18:0, C24:1 y GalCer C24:1 en matriz aLCR a una concentración de 2000 

nM. El WS(IS)LCR-HIL, que contenía GluCer C22:0-d4 y GalCer C22:0-d4, se preparó en 

MeCN a una concentración final de 170 nM. Las WS se prepararon de forma fresca para 

cada serie analítica y se utilizaron una única vez. La Figura 16 muestra un esquema 

representativo de la preparación de las distintas soluciones empleadas en este y en los 

demás métodos descritos en la tesis. 
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3.3.3. Preparación de las curvas de calibración 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 endógenas 

observadas. A partir del WS(STD)LCR-HIL se prepararon siete concentraciones de estándar 

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

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

cero (matriz añadiendo únicamente IS).  

Las muestras de QC interno se prepararon en matriz aLCR a partir de WS(STD)LCR-HIL 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 

analítica, así como la precisión y veracidad intra e interserie, su estabilidad a distintas 

condiciones de conservación, y el límite de cuantificación del método. 

 

3.3.4. Evaluación analítica del método. 

La evaluación se realizó según las recomendaciones sobre validación de métodos 

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

 

3.3.4.1. Linealidad. Las curvas de calibración se generaron trazando la relación entre el 

área del pico de los estándares de calibración y el IS frente a las concentraciones 

nominales [185]. La veracidad de las concentraciones retrocalculadas se evaluó por su 

desviación porcentual de las concentraciones nominales, con una desviación 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 verificó 

comparando la variabilidad del cociente de áreas (CV, %) entre la matriz aLCR y dos 

matrices nLCR, a dos concentraciones (50 nM y 100 nM). En las matrices nativas se 

corrigió la presencia de compuestos endógenos. 

 

3.3.4.2. Límite de blanco, límite de detección y límite de cuantificación. El límite de 

blanco (LoB) para cada isoforma se estimó a partir del percentil 95 de las mediciones de 
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muestra cero (n=8) en 3 días independientes. A partir de este valor, el límite de 

detección (LoD) se estimó como el LoB más 3 desviaciones estándar de los resultados de 

la muestra cero. El límite de cuantificación (LoQ) se determinó basándose en los criterios 

de precisión y veracidad (<20%) [209] mediante el procesamiento de 5 réplicas del LLQC 

en dos series analíticas independientes, asegurando además una señal ruido (S/N)>10:1. 

 

3.3.4.3. Precisión y veracidad. Para evaluar la precisión y la exactitud, se prepararon 

cinco réplicas independientes de LQC, MQC y HQC en fresco, y se analizaron en tres días 

distintos. La precisión se expresó como el coeficiente de variación (CV, %) de las réplicas 

y la veracidad se calculó como la desviación porcentual respecto a la concentración 

nominal dentro de cada serie y entre las tres series. El criterio de aceptación se 

estableció en ≤15%. 

 

3.3.4.4. Selectividad. Se emplearon diferentes estrategias para evaluar la selectividad. 

Para la identificación del analito se compararon los TR entre los calibradores estándar y 

las muestras de LCR dentro de la misma serie. Para verificar la ausencia de interferencias 

de la matriz en la señal de cualquiera de las transiciones m/z, se inyectó una muestra 

blanco en cada serie. Además, puesto que todos los compuestos compartían el mismo 

ion producto, y en algunos casos los picos se solapaban, se incluyó al final de cada ciclo 

de scan una transición ficticia, o dummy, que compartía el mismo ion producto (m/z 

600>264.3) para el análisis de posible interferencia cruzada de MS [196]. Una respuesta 

aceptable se definió como ausente o <20% del área del analito y del <5% del área del IS 

en la muestra LLQC. Por último, se inyectaron soluciones individuales de cada estándar 

e IS a 200 nM y se evaluó la contribución de cada estándar a la respuesta de las 

transiciones restantes. 

 

3.3.4.5. Estabilidad de los analitos en la muestra. Se analizaron alícuotas duplicadas de 

HQC almacenadas en distintas condiciones: tras 24 horas a 25 °C, 48 horas a 4 °C, 14 días 

a    –20 °C, 2 meses a –80 °C y tras un ciclo de congelación-descongelación. Los resultados 

se ajustaron frente a los obtenidos para los QC de cada serie analítica, con el fin de 

reducir la influencia de la variación interdiaria, y se estimó la desviación respecto a la 
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concentración nominal. Asimismo, se verificó la estabilidad en el automuestreador 

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

 

3.3.4.6. Arrastre. Para evaluar el arrastre, se realizaron inyecciones alternas del patrón 

de concentración más alta (200 nM) y muestras de blanco, tres veces de forma 

consecutiva. La señal observada en la muestra de blanco tras la inyección del estándar 

concentrado no debía superar el 20% del LoQ ni el 5% de la señal del IS. 

 

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

Aunque el estudio del efecto matriz, la eficiencia de la recuperación y la eficiencia del 

proceso forman parte de la evaluación analítica del método, en esta tesis se presenta en 

un apartado independiente debido al diseño experimental. La evaluación se realizó 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 concentración fija de IS (30 nM). Para el estudio, se 

prepararon tres grupos de muestras (sets) para cada uno de los lotes de matriz y 

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

 

3.3.5.1. Preparación de las soluciones de trabajo. La Figura 17 ilustra la preparación de 

las soluciones de trabajo WS(STD)ME, WS(IS)ME, Sol1ME y 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, y la 

WS(IS)ME, por GluCer C22:0-d4 a la misma concentración; ambas se utilizaron para la 

preparación de los sets 1 y 2. Para el set 3, se utilizaron las dos Sol1ME y Sol2ME, con una 

mezcla de estos mismos estándares de GluCer, a 800 y 1600 nM, respectivamente, y del 

IS (GluCer C22:0-d4), a concentración fija de 480 nM. 

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

prepararon frescas y no se conservaron. 
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Figura 17. Esquema de la preparación de las diferentes soluciones utilizadas para los sets 
experimentales del estudio de efecto matriz. Creada con https://BioRender.com. 

 

3.3.5.2. Preparación de los sets de muestras. A partir de las soluciones WS(STD)ME, 

WS(IS)ME, Sol1ME y Sol2ME, se prepararon los tres sets de muestras para cada lote de 

matriz, incluyendo en cada lote las dos concentraciones de estándar y una 

correspondiente muestra de blanco para restar la señal endógena basal. La Figura 18 

muestra de forma esquemática el protocolo seguido para la obtención de los sets, que 

se detalla a continuación. 

Set 1. El set 1 se preparó añadiendo diferentes volúmenes de WS(STD)ME y un volumen 

fijo de WS(IS)ME a la fase móvil B del método, por triplicado, para obtener las 

concentraciones finales de estándar seleccionados (50 y 100 nM). Por ello, en total, se 

prepararon siete muestras (3 lotes x 2 concentraciones estándar, más 1 muestra de 

blanco, compuesta únicamente por fase móvil). Una vez mezcladas, las soluciones se 

transfirieron a viales de cromatografía para su análisis. 
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Figura 18. Esquema del protocolo para la preparación de los tres sets de muestras. Adaptado del enfoque 
de Matuszewski et al. [213]. MBP: Fase móvil B, CSF: líquido cefalorraquídeo. Creada con 
https://BioRender.com. 

 

Set 2. Previamente a la preparación del set 2, es necesario obtener los extractos de 

matriz de cada uno de los lotes individuales, para ello, cada lote se sometió al 

pretratamiento desarrollado para este método (descrito en el subapartado 5.1.1). 

Brevemente, se añadieron 80 µL de muestra de LCR a tubos de plástico de 1,5 mL que 

contenían 15 µL de MeCN, en lugar del WS(IS)LCR-HIL, y se aplicó un proceso de extracción 

LLE en dos pasos utilizando MeOH:CHCl₃ (1:2, v/v). Las fases orgánicas obtenidas se 

combinaron, evaporaron bajo N₂ y se reconstituyeron en fase móvil B. El set 2 se preparó 

añadiendo diferentes volúmenes de WS(STD)ME y un volumen fijo de WS(IS)ME a cada 

extracto de matriz correspondiente para obtener las concentraciones estándar finales 

seleccionadas (50 y 100 nM). Además, se preparó una matriz en blanco para cada lote 

añadiendo 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 cromatográficos 

para su inyección. 
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Set 3. El set 3 se preparó añadiendo las Sol1ME y Sol2ME a los mismos tres lotes de matriz 

empleados en el set anterior, esta vez antes de la extracción, para obtener 

concentraciones finales de 50 y 100 nM, respectivamente. Para cada lote, se preparó 

también una muestra blanco a la que se añadió MeCN en lugar de las Sol1ME o Sol2ME. 

Así, se prepararon nueve muestras (3 x 3) que se sometieron a extracción, siguiendo el 

mismo pretratamiento descrito para el set 2, y los extractos reconstituidos se 

transfirieron a viales de cromatografía para su análisis. 

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

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

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

Set Concentración (nM) Lote de matriz ID 

1 

0 (Blanco) Fase móvil S1 FM BLANCO 

50 

Fase móvil S1 FM1 50 

Fase móvil S1 FM2 50 

Fase móvil S1 FM3 50 

100 

Fase móvil S1 FM1 100 

Fase móvil S1 FM2 100 

Fase móvil S1 FM3 100 

Vial de lavado (FM) 

2 

0 (Blanco) 

LCR 1 S2 L1 BLANCO 

LCR 2 S2 L2 BLANCO 

LCR 3 S2 L3 BLANCO 

50 

LCR 1 S2 L1 50 

LCR 2 S2 L2 50 

LCR 3 S2 L3 50 

100 

LCR 1 S2 L1 100 

LCR 2 S2 L2 100 

LCR 3 S2 L3 100 

Vial de lavado (FM) 

3 

0 (Blanco) 

LCR 1 S3 L1 BLANCO 

LCR 2 S3 L2 BLANCO 

LCR 3 S3 L3 BLANCO 

50 

LCR 1 S3 L1 50 

LCR 2 S3 L2 50 

LCR 3 S3 L3 50 

100 

LCR 1 S3 L1 100 

LCR 2 S3 L2 100 

LCR 3 S3 L3 100 
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3.3.5.3. Cálculos aplicados para su evaluación. A partir de las áreas obtenidas de cada 

compuesto tras la inyección de la serie analítica, se aplicaron diversos cálculos para 

evaluar el efecto matriz, recuperación y eficiencia del proceso, conforme a las directrices 

de las principales guías internacionales [177,185,209,210,242] y publicaciones previas 

[213,234]. Por claridad expositiva, los cálculos se presentan estructurados en tres 

estrategias; éstas son el resultado del flujo de trabajo diseñado para su integración, 

descrito en el capítulo 6. 

Primera estrategia. Se calcularon los CV (%) de las áreas absolutas y de las áreas ratio 

estándar/IS entre lotes de matriz, en cada set y para cada concentración. Además, se 

analizaron las relaciones entre las respuestas del estándar y del IS mediante diagramas 

de dispersión. Además, para cada lote de matriz se estimaron las pendientes de las 

curvas construidas con las áreas ratio a las concentraciones seleccionadas, y su variación 

entre lotes se expresó como precisión (CVs), siguiendo el enfoque descrito por 

Matuszewski et al. [234]. 

Segunda estrategia. Este enfoque se adaptó 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 áreas ratio de un lote, tomando como referencia la curva 

correspondiente al lote con mayor diferencia en la pendiente. De ellas, se estimó la 

desviación porcentual respecto a los valores nominales en cada concentración, 

siguiendo la recomendación de la EMA [209]. 

Tercera estrategia. Para cada analito, se calcularon el efecto matriz absoluto (ME), la 

recuperación (RE) y la eficiencia global del proceso (PE) a partir de las medias de las áreas 

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

𝑀𝐸 (%) =  
𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 á𝑟𝑒𝑎 𝑒𝑛 𝑠𝑒𝑡 2

𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 á𝑟𝑒𝑎 𝑒𝑛  𝑠𝑒𝑡 1
 𝑥 100 

𝑅𝐸 (%) =  
𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 á𝑟𝑒𝑎 𝑒𝑛 𝑠𝑒𝑡 3

𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 á𝑟𝑒𝑎 𝑒𝑛 𝑠𝑒𝑡 2
 𝑥 100 

𝑃𝐸 (%) =  
𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 á𝑟𝑒𝑎 𝑒𝑛 𝑠𝑒𝑡 3

𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 á𝑟𝑒𝑎 𝑒𝑛 𝑠𝑒𝑡 1
 𝑥 100 
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La posible relación entre los valores de ME y RE para cada compuestos y concentración 

se analizó mediante diagramas de dispersión. Además, se calcularon los factores de 

efecto matriz (MEF), de recuperación (REF) y de eficiencia del proceso (PEF), 

normalizando los valores de ME, RE y PE obtenidos para cada estándar frente a los 

correspondientes del IS: 

𝑀𝐸𝐹 =
𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑀𝐸 (%) 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑀𝐸 (%) 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝐼𝑆
 

𝑅𝐸𝐹 =
𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑅𝐸 (%) 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑅𝐸 (%) 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝐼𝑆
 

𝑃𝐸𝐹 =
𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑃𝐸 (%) 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑃𝐸 (%) 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝐼𝑆
 

 

Por otro lado, el efecto matriz relativo (rME), la recuperación relativa (rRE) y la eficiencia 

relativa del proceso (rPE) se expresaron como CV (%) a partir de la comparación 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 cálculos y diagramas de dispersión 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 capítulo 6. 

 

3.3.5.5. Criterios de aceptación. En este estudio, se consideró que el método presentaba 

un rendimiento analítico adecuado cuando el CV y sesgo fue inferior al 15%, de acuerdo 

con las recomendaciones de las guías [185,209], indicando una compensación efectiva 

por parte del IS a lo largo del proceso. 

 

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

El análisis de las muestras de LCR de la cohorte del estudio se realizó en una sola serie. 

Se aplicó el mismo pretratamiento y análisis LC-MS/MS a todas las muestras, curvas y 

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

Para el análisis de medianas en la evaluación de la estabilidad y en el análisis de las 

muestras, se emplearon pruebas no paramétricas Mann-Whitney y Kruskal-Wallis con el 

programa GraphPad Prism (v8), considerando p<0,05 como estadísticamente 

significativo. Durante la validación del método, los valores atípicos se identificaron 

mediante el test de Grubbs y solo se eliminaron cuando se detectó un sesgo sistemático 

en todos los estándares, permitiendo un máximo de un replicado por serie analítica, 

asumiendo que dichos valores se debían a errores de pipeteo durante la preparación del 

QC. En los gráficos de dispersión del estudio del efecto matriz se realizó un test de 

correlación de Pearson. 
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El capítulo incluido en esta Sección I presenta los resultados obtenidos en el desarrollo 

secuencial de métodos para la cuantificación de GSL en matrices biológicas de modelos 

preclínicos (apartados 4.1 y 4.2), así como los resultados de su aplicación en estudios de 

investigación básica y traslacional (apartado 4.3), y está vinculado al primer objetivo 

específico de la tesis.   
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en modelos preclínicos  
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4.1. DESARROLLO Y OPTIMIZACIÓN DE MÉTODOS PARA LA 

CUANTIFICACIÓN DE HEXCER Y HEXSPH EN PELLET CELULAR Y 

TEJIDO MURINO MEDIANTE CROMATOGRAFÍA DE FASE REVERSA  

 

4.1.1. Optimización del protocolo de pretratamiento para pellets 

celulares. 

Para abordar la cuantificación de GSL en modelos celulares in vitro, se llevó a cabo una 

optimización del pretratamiento de la muestra basada en la metodología descrita por 

Gorrochategui et al. [244]. Con este objetivo, se compararon distintas condiciones 

experimentales, incluyendo distintos volúmenes y proporciones de los solventes de 

extracción y reconstitución, el tipo de sonicación, y los tiempos de agitación. Entre las 

estrategias evaluadas, la sonicación del pellet celular mediante sonda, seguida de una 

extracción LLE con MeOH:CHCl₃ (1:2, v/v), mostró ser la opción más reproducible y con 

mayor rendimiento. 

En concreto, los pellets celulares se resuspendieron en 600 µL del WS(IS)CT-RP en tubos 

tipo eppendorf, se agitaron con vórtex durante 30 segundos y se dejaron en incubación 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación, las muestras se 

sometieron a sonicación 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 

transfirió a tubos de vidrio, evitando el pellet, se evaporó con nitrógeno, y se 

reconstituyó en 500 µL de MeOH:CHCl₃ (1:2, v/v). 

 

4.1.2. Optimización del protocolo de pretratamiento para tejido de ratón. 

El método fue adaptado posteriormente para su aplicación en tejido de modelos 

animales, optimizando el pretratamiento. Para ello, se incorporó una etapa de 

homogeneización previa a la extracción LLE con MeOH:CHCl₃ (1:2, v/v), en la cual se 

ajustó el volumen de agua en función del peso del tejido y se estableció el número de 

ciclos necesarios para su disgregación. 
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El protocolo resultante consistió en la homogeneización de los tejidos congelados en 

agua desionizada utilizando un homogeneizador tipo Dounce de borosilicato con doble 

pistón (15+15 golpes). En el caso del tejido cerebral, se estableció de forma consistente 

un volumen de 600 µL de agua; para otros tejidos de mayor tamaño y variabilidad, como 

el hígado, se aplicó una proporción ajustada de 30 µL 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 corrección en el cálculo de las concentraciones. 

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

muestras de modelos preclínicos se presenta en la Figura 19. 

 

 
Figura 19. Esquema gráfico del procedimiento de extracción lipídica en diferentes matrices biológicas 
utilizadas en estudios preclínicos. Se representa el pretratamiento para suero (para lisoesfingolípidos), 
pellets celulares y tejido (para HexSph y HexCer). 

 

Los esfingolípidos se extrajeron a partir de un protocolo adaptado de Basit et al. [202].  

Se evaluaron distintas condiciones experimentales para maximizar el rendimiento de 

extracción y la reproducibilidad de las áreas. Estas pruebas incluyeron la comparación 
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entre diferentes volúmenes y composiciones de los solventes de extracción, el número 

de repeticiones de la extracción LLE, así como distintos tratamientos aplicados a los 

extractos obtenidos (comparando entre su inyección directa o su evaporación y 

reconstitución posterior). Además, se probaron diferentes tipos y tiempos de agitación 

durante la mezcla del homogeneizado con el solvente de extracción, incluyendo vórtex 

y sonicación mediante ultrasonidos. El procedimiento optimizado consistió en la 

transferencia de 100 µL del homogeneizado a tubos eppendorf que contenían 120 µL de 

H₂O y 600 µL de WS(IS)CT-RP. Las muestras se vorteaban durante 30 segundos y se 

centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. A continuación, se recuperaron 

350 µL de la fase orgánica, que se transfirieron a tubos de vidrio, se evaporaron bajo 

corriente de nitrógeno y se reconstituyeron en 500 µL de MeOH:CHCl₃ (1:2, v/v). 

Finalmente, se transfirieron 200 µL a viales para el análisis cromatográfico. 

 

4.1.3. Optimización de los parámetros del detector MS y de las 

condiciones cromatográficas en fase reversa. 

Como punto de partida, se utilizaron las condiciones cromatográficas y del detector de 

MS previamente validadas para la cuantificación de lisoesfingolípidos en suero humano 

(descrito en subapartado 3.2.3.). A partir de ahí, se amplió el perfil analítico con la 

incorporación de isoformas de ácido graso de HexCer, lo que requirió la optimización de 

los parámetros del detector y de las condiciones cromatográficas mediante soluciones 

concentradas de mezclas de estándares. Se ajustaron las masas y los voltajes para cada 

estándar 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 H2O, y correspondiente al fragmento de la fracción de esfingosina 

(m/z 264), tal como se describe en las bases de datos de lipidómica [192] y 

anteriormente [79,171]. En aquellas especies sin estándar comercial, se asignaron las 

masas según su peso molecular, utilizando los mismos decimales y condiciones que los 

de sus análogos estructurales más próximos. Finalmente, se optimizaron distintos 

parámetros de la fuente de ionización mediante la monitorización continua de la 

transición con menor intensidad de respuesta.  
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En paralelo, se ajustaron las condiciones cromatográficas tras evaluar distintas 

composiciones y gradientes de fase móvil. La fase móvil B se modificó, sustituyendo 

MeCN por una mezcla de IPA y MeCN, y se optimizó el gradiente para aumentar la 

proporción de fase B al inicio y al final del análisis; estos ajustes permitieron adelantar 

la elución de los lisoesfingolípidos, más polares, al primer minuto, y lograr una 

separación de las isoformas de HexCer en función de la longitud de su cadena, dentro 

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

 
Figura 20. Optimización de la cromatografía en fase reversa. A partir del método de lisoesfingolípidos en 
suero humano (izquierda), se optimizaron las condiciones cromatográficas para incluir las isoformas de 
HexCer dentro del perfil (derecha). 

 

Se inyectaron 3 µL de cada muestra, calibrador o control en el sistema cromatográfico 

con una columna de fase reversa (Teknokroma, TR-10902) y gradiente binario 

consistente en fase móvil A con H₂O con 0,1% FA y fase móvil B con IPA:MeCN (3:1, 0,1% 

FA). El MS operó en modo de ionización por ESI(+).  

La Tabla 10 recoge los parámetros cromatográficos y del detector MS optimizados. Estos 

parámetros 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. Parámetros optimizados de HPLC (RP-LC) y MS/MS para la cuantificación de isoformas de 
HexSph y HexCer en pellets celulares y tejidos para estudios preclínicos. 

Columna Teknokroma Mediterranea Sea18 1,8 μm 2x50mm 

Temp. columna 35°C 

Fase móvil A H2O 0,1%FA 

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

Solvente de lavado IPA:MeCN (60:40) 

 

Gradiente Tiempo (min) %B 

 0 60 

 1 a 4,2 100 

 4,2 a 5,5 80 

 5,5 a 7 60 

Flujo (mL/min) 0,3 

Vol. de inyección (µL) 3 

Tiempo de análisis (min) 7 

Temp. automuestreador (°C) 10 

 

*IS en estudio, no disponible al inicio del desarrollo 

Analito Transición 
MRM (m/z) 

Q1 
(V) 

CE 
(eV) 

Q3 
(V) 

TR 

(min) 

Fuente 

HexSph 462.3 > 282.2 -18 -22 -20 0,81 Modo de ionización 
ESI 
+ 

GluSph-d5 467.3 > 287.2 -18 -22 -20 0,82 Flujo de gas 
nebulizador (L/min) 

2,5 

HexCer C16:0 700.6 > 264.3 -26 -35 -19 3,45 Flujo de gas de secado 
(L/min) 

5 

HexCer C18:0 728.6 > 264.3 -26 -36 -19 3,60 Flujo de gas de 
calentamiento (L/min) 

15 

HexCer C20:0 756.7 > 264.3 -26 -36 -19 3,85 Temp. interfase (°C) 300 

HexCer C22:0 784.7 > 264.3 -30 -38 -19 3,93 Temp. línea de 
desolvatación (°C) 

200 

HexCer C23:0 798.7 > 264.3 -30 -38 -19 4,05 Temp. bloque 
calefactor (°C) 

500 

HexCer C24:0 812.7 > 264.3 -30 -40 -19 4,14    

HexCer C24:1 810.7 > 264.3 -30 -40 -19 3,91 

Tiempo adquisición /  

 dwell time (ms) 
15 

GluCer C18-d5 (IS) 733.6 > 269.3 -26 -36 -19 3,62 

GluCer C22-d4 (IS) 788.7 > 264.3 -30 -38 -19 3,94 

GluCer C17 (IS)* 714.6 > 264.3 -26 -35 -19 3,52 
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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 calibración; las isoformas GluCer C22:0, C23:0 y C24:0 se semicuantificaron 

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

 

4.1.4. Curva de calibración y controles de calidad internos. 

Se optimizó una única curva de calibración para la cuantificación de esfingolípidos 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 concentración seleccionados, preparados en 

MeOH:CHCl₃ tal y como se describe en el subapartado 3.2.2.3., se transfirieron a tubos 

de vidrio para su evaporación 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 análoga a las muestras. Para el análisis de una 

serie analítica de pellets celulares, se añadieron 600 µL de WS(IS)CT-RP, se agitaron con 

vórtex, se centrifugaron, y se transfirieron los sobrenadantes, sin arrastrar pellet, a 

tubos de vidrio. 

Para análisis de tejido, se incorporaron 200 µL de agua, seguidos de 600 µL de        

WS(IS)CT-RP. Tras vortear y centrifugar, se recuperaron las fases orgánicas, que se 

transfirieron a tubos de vidrio. 

En los tubos de vidrio, todas las muestras, incluidas los QC y los estándares de la curva, 

se evaporaron completamente bajo nitrógeno. Posteriormente, se reconstituyeron con 

500 µL de MeOH:CHCl₃ y se transfirieron 200 µL a viales de cromatografía para su 

análisis. 

 

4.1.5. Normalización de los resultados. 

La estrategia de normalización se ajustó a lo largo del proceso. Inicialmente se utilizó el 

peso del tejido, pero posteriormente se adoptó la cuantificación de proteínas a partir 

del homogenado restante, al comprobarse que el contenido proteico proporcionaba una 

medida más precisa de la cantidad de tejido analizado. 

 

4.1.6. Monitorización analítica. 

Los resultados que se presentan a continuación deben considerarse exclusivamente 

como una monitorización interna del método y no constituyen una validación formal 

conforme a guías bioanalíticas internacionales. 

En la Tabla 11 se presentan la concentración promedio retrocalculada, la imprecisión 

(CV, %) y la desviación respecto al valor nominal (sesgo, %) para cada estándar de las 

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

Conc. 
nominal 
(pmol) 

HexSph HexCer C16:0 

Media 
(pmol) 

CV (%) Sesgo (%) 
Media 
(pmol) 

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 

0,4 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. 
nominal 
(pmol) 

HexCer C18:0 HexCer C24:1 

Media 
(pmol) 

CV (%) Sesgo (%) 
Media 
(pmol) 

CV (%) 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 imprecisión 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 concentración 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 imprecisión 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% y 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. Imprecisión de los QC internos y resumen de los factores de normalización 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 intercuartílico). 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 imprecisión interserie osciló entre el 7,8% y el 16,9%, 

siendo inferior al 12% en el QC2, de concentración más alta. La evaluación de los factores 

de normalización aplicados entre series mostró una respuesta analítica más estable para 

HexSph y más variable para las isoformas. 
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4.2. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 

HILIC PARA LA CUANTIFICACIÓN DE GLUCER Y GALCER EN TEJIDO 

CEREBRAL DE RATÓN 

 

Al abordar el estudio de muestras de tejido cerebral, la separación cromatográfica de 

GalCer adquirió especial relevancia, dado que se presenta en concentraciones 

superiores a las de GluCer.  Para resolver la coelución de estos isómeros estructurales 

se implementó cromatografía HILIC y se optimizaron las condiciones experimentales. Los 

TR se confirmaron con estándares específicos de GalCer (Figura 22). 

Basado en las publicaciones de Hamler et al. [79] y Boutin et al. [171], en los que se 

proponían métodos independientes para la cuantificación de GluCer y GluSph, se 

planteó un protocolo en gradiente unificado que permitiera la detección simultánea de 

ambas familias lipídicas en un único cromatograma. 

 
Figura 22. Separación cromatográfica de las isoformas GluCer C24:1 y GalCer C24:1 (m/z 810.7>264.3) 
mediante fase reversa y HILIC. En cromatografía en fase reversa (izquierda), ambas isoformas coeluyen 
(HexCer C24:1). Con cromatografía HILIC (derecha) ambos isómeros presentan tiempos de elución 
diferentes. 

 

Se prepararon la fase móvil A (orgánica), compuesta por MeCN:MeOH:H₂O:FA 

(95:2,5:2,5:0,5) con 5 mM de formiato amónico, y la fase móvil B (acuosa), compuesta 

por MeCN:MeOH:H₂O:FA (5:47,5:47,5:0,5) con 5 mM de formiato amónico. Se evaluaron 
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variantes del gradiente cromatográfico ajustando el inicio del aumento de la fase móvil 

B. Partiendo de una condición empírica, retrasar dicho inicio prolongó la elución de los 

lisoesfingolípidos; mientras que adelantarlo, y fijarlo sobre el minuto 2, redujo el tiempo 

de elución entre ambos grupos (≈1,5 min). A continuación se compararon gradientes 

escalonados y rampas lineales para optimizar la resolución entre isómeros (Figura 23A). 

Bajo las condiciones representadas en la Figura 23B se obtuvo la mejor separación de 

las isoformas, incluyendo la elución de los lisoesfingolípidos en el mismo cromatograma. 

GluSph fue ser cuantificable, aunque con una pérdida significativa de señal respecto al 

método basado en RP-LC. 

 

Figura 23. Optimización del gradiente en HILIC para la separación de GluCer/GalCer y lisoesfingolípidos. 
A) Esquema de gradientes evaluados durante la optimización (%B). B) Gradiente seleccionado (%B) y 
cromatograma representativo de elución de un WS de los estándares de las isoformas GluCer/GalCer y de 
GluSph, LysoGb3 y LysoSM a 200nM. 
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Aunque la cromatografía se desarrolló para la cuantificación en tejido, se mantuvo el 

procesamiento de las muestras con el método basado en RP-LC para asegurar la 

continuidad con estudios previos. La optimización completa del método LC-MS/MS 

basado en cromatografía HILIC se centró en la cuantificación de las isoformas de GluCer 

y GalCer en matriz LCR humana, con el objetivo de generar resultados aplicables a 

estudios clínicos de la cohorte VHIP. 

 

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

Tabla 13. 

.  
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4.3. APLICACIÓN DE LOS MÉTODOS LC-MS/MS CON 

CROMATOGRAFÍA DE FASE REVERSA EN MODELOS PRECLÍNICOS 

 

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 evaluación de eficacia 

terapéutica hasta la caracterización de modelos preclínicos y el desarrollo de 

investigación básica sobre los mecanismos patogénicos de GBA1. 

 

Tabla 14. Resumen de las muestras procesadas. 

Método* Tipo de muestra n Área 

I Suero ratón 347 Traslacional 

II Líneas celulares 46 Básica 

II Líneas celulares 255 Traslacional 

III Tejido ratón (Hígado, bazo, cerebro) 344 Traslacional 
 

* I: Lisoesfingolípidos en suero de ratón; II: HexSph y HexCer en pellet celular; III: HexSph y HexCer en tejido 
de ratón, resumidos en la Tabla 13. 

 

Los resultados obtenidos en las distintas series experimentales han contribuido al 

conocimiento que sustenta esta línea de investigación y, durante este período, han dado 

lugar a la presentación de varios pósters en congresos (Anexo) y a dos publicaciones 

científicas en colaboración [78,121]. Estos estudios ejemplifican la aplicabilidad de los 

métodos desarrollados en distintos modelos y matrices. A continuación, se resumen los 

principales hallazgos publicados. 

 

4.3.1. Caracterización de un modelo celular con déficit de β-GCasa. 

El estudio de Navarro et al. [78], en el marco de investigación básica, proporciona una 

explicación mecanicista de cómo la deficiencia de β-GCasa contribuye a la alteración 

lisosomal, especialmente de la CMA, y como resultado favorece la acumulación de α-

sinucleína. Este estudio fue evaluado en la línea celular BE(2)-M17, con variantes en 

GBA1 KO, N370S y L444P. La disminución de la actividad de β-GCasa se asoció con un 

incremento en los niveles de HexCer y HexSph (Figura 24). La línea GBA1 KO mostró una 
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acumulación drástica de HexCer y HexSph. Sin embargo, las líneas celulares mutantes 

para N370S y L444P presentaron concentraciones similares a las líneas 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 esfingolípidos en las 

distintas líneas celulares, sugiriendo que la acumulación es más evidenciable de forma 

local.   

 

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

 

4.3.2. Caracterización de un modelo murino con déficit de β-GCasa. 

El modelo murino Gba1 D409V KI fue caracterizado antes de su uso en los proyectos 

traslacionales relacionados con evaluación de eficacia terapéutica (subapartados 4.3.3. 

y 4.3.4.).  
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Para la caracterización basal del modelo animal, se analizaron, entre otros, la actividad 

enzimática de β-GCasa en muestras de mesencéfalo ventral (VMB) de animales WT, 

heterocigotos y homocigotos para la variante en Gba1 D409V (Figura 25A). Los ratones 

HZ y HO presentaron una clara disminución de la actividad de β-GCasa en el VMB. 

También se evaluó la concentración de HexSph, tanto en muestras de VMB (Figura 25B) 

como de suero (Figura 25C). En ambos casos, los animales HO presentaron una 

acumulación significativa de HexSph. 

 

 
Figura 25. Caracterización del modelo murino Gba1 D409V KI. A) Ensayo de actividad enzimática β-GCasa 
en el mesencéfalo ventral (VMB) de ratones Gba1 D409V KI homocigotos (HO), heterocigotos (HZ) y 
controles (WT). Los resultados se expresan como cambio relativo respecto a los niveles de WT. 
Concentración de GluSph B) en el VMB y C) en suero de ratones Gba1 D409V KI HO, HZ y WT. Los 
diagramas se presentan como media ± error estándar de la media. Se aplicó test ANOVA de una vía con 
prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. 
Adaptado de la tesis doctoral de Marta Montpeyó Garcia-Moreno (2024). 

 

4.3.3. Evaluación de chaperonas alostéricas para GBA1. 

Una segunda línea de investigación del Grupo de Enfermedades Neurodegenerativas del 

VHIR, en colaboración con la empresa farmacéutica Gain Therapeutics, tiene como 

objetivo diseñar y caracterizar nuevas chaperonas moleculares alostéricas y específicas 

de β-GCasa que puedan llegar al SNC para incrementar la actividad β-GCasa neuronal en 

el contexto de la EP.  En este proyecto, la cuantificación de GSL en muestras biológicas 

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 más eficaz en función de su capacidad para 

incrementar la actividad enzimática y reducir la concentración 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 reducción significativa de HexSph en células mutantes  (Figura 26) y 

una mejora en la viabilidad celular [121].  

 

 
Figura 26. Concentración de HexSph y HexCer en células BE(2)M17 tras el tratamiento con chaperonas 
A y B. Resultados de la cuantificación de A) HexCer y B) HexSph, en las cuatro líneas neuronales (WT, 
N370S, L444P y D409V) tras 10 días de tratamiento con las chaperonas seleccionadas A y B a 25 μM. El 
control es el tratamiento con solución vehicular (VEH). Los resultados se presentan como media ± 
desviación estándar de experimentos independientes. Se aplicó test ANOVA de dos vías con prueba de 
comparaciones múltiples de Dunnett. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. Adaptada de la 
tesis doctoral de Marta Montpeyó Garcia-Moreno (2024). 

 

Además, las chaperonas seleccionadas durante el proceso de validación in vitro se 

evaluaron posteriormente in vivo en el modelo murino Gba1 D409V KI, para estudiar la 

biodistribución y capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica mediante la 

cuantificación de la actividad enzimática y la reducción de los esfingolípidos 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 vía oral, dos 

veces al día durante 12 días consecutivos, con suero salino, solución vehicular (VEH), o 

chaperona A. Veinticuatro horas después de la última dosis, se procedió a su eutanasia 

y disección, sin haberse observado signos de toxicidad. Aunque no se detectó un 

incremento en la actividad β-GCasa (A, D y G), se observaron reducciones en las 

concentraciones de ambos esfingolípidos en el VMB (B-C), hígado (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 enzimática de β-
GCasa (izquierda) y de la cuantificación de esfingolípidos (derecha) realizados en mesencéfalo ventral 
(VMB) de animales tratados con vehículo (VEH) o chaperona A. (D-I) Resultados de los ensayos de 
actividad enzimática de β-GCasa (izquierda) y cuantificación de esfingolípidos (derecha) en órganos 
periféricos (hígado y bazo) de animales tratados con VEH o chaperona A. En todos los casos, los resultados 
se presentan como media ± desviación estándar. Se aplicó test t student no pareado. * p<0,05, ** p<0,01, 
*** p<0,001, **** p<0,0001. Adaptada de la tesis doctoral de Marta Montpeyó Garcia-Moreno (2024). 
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4.3.4. Evaluación de nanoconjugados para terapia de reemplazo 

enzimático (ERT).  

Otra línea de investigación del Grupo de Enfermedades Neurodegenerativas del VHIR 

tiene como objetivo desarrollar nuevas formulaciones basadas en ERT con β-GCasa 

recombinante, denominada nanoGBA, con el fin de mejorar su estabilidad, distribución 

y eficacia terapéutica. La cuantificación de esfingolípidos con estos métodos ha 

permitido estudiar los efectos de dicho fármaco experimental en modelos in vitro y e in 

vivo. 

En la Figura 28 se presentan los resultados para la cuantificación de HexCer y HexSph in 

vitro, a los 1, 3 y 7 días tras tratamiento con nanoGBA. La acumulación total de HexCer 

y HexSph en la línea celular BE(2)-M17 KO fue elevada en comparación con las líneas WT 

y mutantes, por lo que el efecto de nanoGBA se evidenció como una reducción 

significativa de estos lípidos, siendo más pronunciado con el tiempo. En cambio, en las 

líneas WT y mutantes, donde el grado de acumulación es menor, el efecto de nanoGBA 

fue menos marcado. 

 
Figura 28. Concentración de esfingolípidos tras tratamiento con nanoGBA in vitro. A) HexCer y B) HexSph 
fueron cuantificadas tras 1, 3 y 7 días de tratamiento, en líneas celulares GBA1 WT, KO, N370S y L444P, 
comparadas con líneas no tratadas control. Los datos se expresan como media ± error estándar de la 
media de triplicados. Adaptada del trabajo de fin de máster de Pablo Castillo-Sánchez (2022). 
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In vivo, se llevó a cabo un estudio para comparar el comportamiento de nanoGBA con 

GBA (como ERT convencional) tras su administración intravenosa. No se detectaron 

aumentos de actividad β-GCasa a los 7 días con ninguno de los dos fármacos, pero el 

efecto global pudo evaluarse al cuantificar los niveles de HexSph en tejidos y suero. El 

tratamiento con nanoGBA redujo de forma más marcada la concentración de HexSph en 

hígado y bazo en comparación con GBA, lo que sugiere una mayor eficacia a largo plazo 

en órganos diana (Figura 29A-B). En suero, ambos tratamientos redujeron 

significativamente HexSph a los 1 y 3 días respecto a los ratones HO control; a los 7 días, 

solo el tratamiento con nanoGBA mantuvo una reducción significativa, reflejando una 

mayor duración del efecto sistémico que con ERT convencional (Figura 29C). 

 

 
Figura 29. Evaluación del tratamiento nanoGBA in vivo. Los ratones GBA D409V KI HO fueron tratados 
por vía intravenosa con 25 µg de GBA o de nanoGBA y sacrificados a los 1, 3 o 7 días tras la administración. 
Los ratones WT y D409V HO tratados con vehículo se utilizaron como controles positivo y negativo, 
respectivamente.  A-B) Cuantificación de HexSph en hígado y bazo una semana después de la 
administración de nanoGBA o de GBA. Se aplicó ANOVA, con comparaciones múltiples de Games-Howell. 
*p < 0,05; **p < 0,01. C) Cuantificación de HexSph en suero en los días 1, 3 y 7 después de la administración 
de nanoGBA o de GBA. Los datos se expresan como media ± desviación estándar. Entre los grupos GBA y 
nanoGBA se aplicó ANOVA de dos factores con comparaciones múltiples de Tukey. Adaptada de la tesis 
doctoral de Eddi Pradas-Gracia (2025).  
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Los capítulos incluidos en esta Sección II presentan los resultados del desarrollo y 

evaluación del método LC-MS/MS para la cuantificación de GluCer y GalCer en LCR 

humano (capítulo 5), la integración de estrategias de evaluación del efecto matriz 

(capítulo 6) y la aplicación del método en estudios clínicos (capítulo 7). Estos capítulos 

están vinculados al segundo, tercer y cuarto objetivos específicos, respectivamente. 
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5.1. DESARROLLO Y OPTIMIZACIÓN DEL MÉTODO PARA LA 

CUANTIFICACIÓN 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 incubación en frío durante la extracción, el número de 

extracciones secuenciales por LLE y las proporciones de MeOH:CHCl₃ en ellas (2:1/2:1, 

1:1/2:1, 1:1/1:1 y 3:1/2:1), la proporción de volumen solvente/muestra, o los tiempos 

de agitación.  El protocolo optimizado consistió en añadir 80 µL de calibradores, QC o 

muestras de LCR a tubos eppendorf. Se incorporaron 15 µL de WS(IS)LCR-HIL y 120 µL de 

agua desionizada, vorteando tras cada adición. A continuación, se añadieron 600 µL de 

MeOH:CHCl₃ (1:2, v/v), y las muestras se agitaron en vórtex durante 2 minutos. 

Posteriormente, se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos a 4 °C y se recuperó 

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

En un segundo paso, se añadieron 600 µL de MeOH:CHCl₃ (1:2, v/v) a la fase acuosa 

remanente, repitiendo la agitación y la centrifugación en las mismas condiciones. Ambas 

fases orgánicas resultantes se mezclaron, se evaporaron bajo nitrógeno, se 

reconstituyeron en 250 µl de fase móvil orgánica y se transfirieron a viales 

cromatográficos. 

 

5.1.2. Optimización de los parámetros cromatográficos y del detector.  

Las especies GluCer y GalCer se separaron utilizando una columna HALO HILIC 90A de 

2,7 µm, 4,6x150 mm (Advanced Materials Technology, EE.UU.). Las fases móviles A y B 

consistieron en MeCN:MeOH:H₂O:FA (5:47,5:47,5:0,5) con 5 mM de formiato de 

amonio, y MeCN:MeOH:H₂O: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 lisoesfingolípidos presentaron una señal indetectable en 

LCR, atribuible a su baja concentración en esta matriz. Por ello, se evaluó el rendimiento 



126 

Tabla 15. Parámetros optimizados de HPLC y MS/MS y transiciones MRM para la cuantificación de 
isoformas de GluCer y GalCer y sus correspondientes IS en muestras de LCR.  

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

Temp. columna 35°C GluCer C16:0 3,322 

Fase móvil A 
MeCN:MeOH:H2O:FA (5:47,5:47,5:0,5) 

5mM Formiato de amonio 
GalCer C16:0 3,586 

Fase móvil B 
MeCN:MeOH: H2O:FA (95:2,5:2,5:0,5) 

5mM Formiato de amonio 
GluCer C18:0 3,268 

Solvente de lavado IPA GalCer C18:0 3,506 

 GluCer C20:0 3,187 

Gradiente a Tiempo (min) %B GalCer C20:0 3,424 

 0 a 2 100 GluCer C22:0 3,125 

 2,01 a 3,01 70 GalCer C22:0 3,362 

 3,02 a 4,02 40 GluCer C23:0 3,126 

 4,03 a 5,09 5 GalCer C23:0 3,326 

 5,10 a 7,5 100 GluCer C24:0 3,084 

Flujo (mL/min) 0,7 GalCer C24:0 3,301 

Vol. de inyección (µL) 10 GluCer C24:1 3,107 

Tiempo de análisis (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 

a  Los cambios en el % de B son inmediatos. 

Analito 
Transición MRM 

(m/z) 
Q1 (V) CE (eV) Q3 (V)  Fuente 

GluCer C16:0 700.6 > 264.3 -26 -35.0 -19  Modo de ionización ESI + 

GalCer C16:0 700.6 > 264.3 -26 -35.0 -19  Flujo de gas nebulizador 

(L/min) 
3 

GluCer C18:0 728.6 > 264.3 -26 -36.0 -19  Flujo de gas de 

calentamiento (L/min) 
5 

GalCer C18:0 728.6 > 264.3 -26 -36.0 -19  Flujo de gas de secado 

(L/min) 
15 

GluCer C20:0 756.7 > 264.3 -26 -36.0 -19  Temp. interfase (°C) 300 

GalCer C20:0 756.7 > 264.3 -26 -36.0 -19  Temp. línea de 

desolvatación (°C) 
150 

GluCer C22:0 784.7 > 264.3 -30 -38.0 -19  Temp. bloque calefactor 

(°C) 
500 

GalCer C22:0 784.7 > 264.3 -30 -38.0 -19    

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

GalCer C23:0 798.7 > 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 adquisición / 

dwell time (ms) 
15 

GluCer C24:1 810.7 > 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 C22:0-d4 (IS) 788.7 > 264.3 -30 -38.0 -19    
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de una extracción independiente mediante precipitación directa, incluyendo también la 

incorporación de una etapa adicional de evaporación y reconstitución en un volumen 

mínimo de 30 µl de fase móvil orgánica, para concentrar los analitos. Esta modificación 

duplicó la señal obtenida de un estándar a 400 nM (áreas de 563.429 a 1.106.908) 

respecto a la precipitación directa clásica, pero no resultó suficiente para su inclusión en 

el análisis, dadas las concentraciones considerablemente más bajas previstas en LCR.  

Ante esta limitación, se evaluó una elución isocrática para la separación de las isoformas 

que, al no mejorar la resolución de los analitos, fue descartada, también con el propósito 

de mantener una estrategia metodológica lo más homogénea posible entre matrices. 

 

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

analizador de masas operó en modo de ESI(+), y en modo de adquisición MRM.  

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 H2O, y 

correspondiente al fragmento de la fracción de esfingosina (m/z 264), tal como se 

describe en las bases de datos de lipidómica [192] y anteriormente [79,171]. Los detalles 

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

 

5.1.3. Curvas de calibración y controles de calidad internos.  

La optimización resultó en el diseño de cuatro curvas de calibración en matriz subrogada 

(aLCR) con un intervalo de medida de 2,5 a 200 nM, cuya preparación se detalla en el 

subapartado 3.3.3.. Las curvas preparadas con estándares independientes y mediante 

dilución seriada fueron equivalentes, por lo que se optó por la segunda estrategia para 

reducir el volumen de matriz empleado. Las isoformas de GluCer se cuantificaron 

utilizando sus respectivas curvas de calibración, con excepción 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 utilizó GluCer C22:0-d4 como IS. 

Las isoformas de GalCer se semicuantificaron utilizando la curva de calibración de GalCer 

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

muestras. 

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

 

 

Figura 30. Cromatograma del estándar de 200 nM, en el que se indican los tiempos de retención de las 

isoformas de GluCer y GalCer. 
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5.2. EVALUACIÓN DEL MÉTODO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE 

GLUCER Y GALCER EN LCR HUMANO 

 

5.2.1. Separación cromatográfica 

El método logró la elución 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 isómeros estructurales GalCer, en una 

ventana de elución de 4 minutos y un análisis total de 8 minutos (Figura 32). 

 

5.2.2. Linealidad de la curva. 

Las curvas de calibración 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 determinación (R²) ≥ 0,995 (Figura 31). 

 
Figura 31. Linealidad de las curvas de calibración. El LLLI (límite inferior del intervalo de linealidad) se 
estableció en 2,5 nM, el LoQ  (límite inferior de cuantificación) en 5 nM y el ULoQ (límite superior de 
cuantificación) en 200 nM. Se presentan los intervalos de confianza del 95 % (IC95 %) de las pendientes y 
las ordenadas al origen obtenidas mediante regresión lineal. 
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Figura 32. Cromatogramas representativos indicando los tiempos de retención de las isoformas de 
GluCer y GalCer detectadas mediante HILIC-ESI-MS/MS. A) Cromatograma de una muestra de LCR 
humano. B-I) Ampliación de los cromatogramas correspondientes a cada isoforma, donde se observa una 
separación eficiente de ambos isómeros, con las isoformas de GluCer eluyendo antes que sus 
correspondientes isómeros de GalCer. 
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Tanto la precisión como las desviaciones de las concentraciones retrocalculadas 

respecto a la concentración nominal en las curvas de calibración se consideraron 

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

 

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

 

 

En el estudio de equivalencia entre matriz artificial y nativa, una de las muestras de aLCR 

mostró un exceso de analitos endógenos en el blanco y fue excluida del estudio. La 

presencia de compuestos endógenos también dificultaron los cálculos a 50 nM. Por 

tanto, sólo fue posible estudiar la variabilidad entre las áreas ratio de cada estándar a 

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

 

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

 

 

 

 

Conc. nominal 
(nM) 

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

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 

 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 



132 

5.2.3. Límite de blanco, límite de detección y límite de cuantificación. 

El LoB se estimó entre 0,29 y 1,05 nM, y el LoD, entre 0,53 y 1,93 nM (Tabla 18). El LoQ 

se fijó en 5 nM, con una veracidad y precisión interserial ≤16% para todas las isoformas 

(Tabla 19) y una relación señal/ruido (S/N) >10:1. 

 

Tabla 18. Estimación de la capacidad de detección 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. Precisión y veracidad.  

La precisión y la veracidad entre series analíticas oscilaron entre el 10,9 % y el 12,5 % y 

entre el 0,6 % y el 9,0 % a 20 nM; entre el 9,2 % y el 11,3 % y entre el 0,6 % y el 6,4 % a 

50 nM; y entre el 8,5 % y el 11,6 % y entre el 3,0 % y el 8,5 % a 100 nM, respectivamente 

(Tabla 19). 

 

5.2.5. Selectividad. 

La identificación de los compuestos se confirmó mediante la coincidencia de los TR en 

las muestras de LCR con los correspondientes estándares, con una variación inferior al 

±2,5% (Figuras 30 y 32). Las señales obtenidas para las transiciones de los analitos en 

muestras de blanco no fueron distinguibles del ruido de fondo. Asimismo, la transición 

ficticia permitió descartar la presencia de interferencias en los TR correspondientes a los 

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

Muestra Analito Serie 
Intraserie a Interserie b 

Media, nM CV, % Sesgo, % CV, % Sesgo, % 

 

LL
Q

C
 –

 5
n

M
 

n
=1

0
 

GluCer C16:0 
1 5,77 18,6 15,4 

15,2 16,0 
2 5,83 13,9 16,6 

GluCer C18:0 
1 4,36 10,4 -12,9 

12,5 -8,8 
2 4,76 13,9 -4,7 

GluCer C24:1 
1 5,51 11,9 10,1 

16,5 13,4 
2 5,83 21,2 16,7 

GalCer C24:1 
1 5,11 14,2 2,3 

16,6 2,4 
2 5,13 20,9 2,5 

LQ
C

 -
 2

0
n

M
 

n
=1

5
 

GluCer C16:0 

1 18,88 8,1 -5,6 

12,5 -5,9 2 19,52 12,9 -2,4 

3 18,14 12,1 -9,3 

GluCer C18:0 

1 18,16 13,2 -9,2 

11,2 -9,0 2 18,82 12,8 -5,9 

3 17,60 8,8 -12,0 

GluCer C24:1 

1 20,45 5,3 2,2 

12,2 -0,6 2 21,09 12,2 5,4 

3 18,22 13,5 -8,9 

GalCer C24:1 

1 21,11 6,6 5,5 

10,9 4,0 2 21,56 10,5 7,8 

3 19,81 14,3 -1,0 

M
Q

C
 -

 5
0

n
M

 

n
=1

5
 

GluCer C16:0 

1 42,76 9,9 -14,5 

11,3 -6,4 2 52,29 5,0 4,6 

3 45,39 7,8 -9,2 

GluCer C18:0 

1 47,65 9,3 -4,7 

9,2 -3,8 2 52,18 6,2 4,4 

3 44,44 2,2 -11,1 

GluCer C24:1 

1 46,09 7,1 -7,8 

10,1 0,6 2 55,74 4,3 11,5 

3 49,12 7,5 -1,8 

GalCer C24:1 

1 46,85 8,3 -6,3 

7,2 -1,9 2 51,50 7,1 3,0 

3 48,83 3,2 -2,3 

(Cont.) 
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a Cinco réplicas reportadas para cada serie analítica independiente. b Combinación de los datos de todas 
las series 

 

 

 

 

 

 
Figura 33. Monitorización de la transición ficticia. Cromatograma resultado de la monitorización de la 
transición ficticia (m/z 600>264.3) durante la inyección del calibrador de concentración más alta en el 
ensayo de validación de cross-talk.   

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

Muestra Analito Serie 
Intraserie a Interserie b 

Media, nM CV, % Sesgo, % CV, % Sesgo, % 

H
Q

C
 -

 1
0

0
n

M
 

n
=1

5
 

GluCer C16:0 

1 90,90 7,7 -9,1 

11,2 -5,6 2 101,31 9,0 1,3 

3 89,30 13,9 -10,7 

GluCer C18:0 

1 96,43 7,8 -3,6 

11,6 3,0 2 108,31 14,9 8,3 

3 116,02 3,9 16,0 

GluCer C24:1 

1 104,72 5,3 4,7 

8,5 3,3 2 105,75 8,7 5,7 

3 98,83 11,5 -1,2 

GalCer C24:1 

1 111,54 6,7 11,5 

9,8 8,5 2 112,56 9,9 12,6 

3 100,42 9,9 0,4 
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Al evaluar la posible contribución cruzada de cada estándar individual y del IS a las 

transiciones restantes, todas las señales resultaron ser despreciables (≤1%), con la única 

excepción de la transición de C24:0, cuya señal representó <8% tras la inyección del 

estándar de C24:1 a la concentración más 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 congelación-descongelación, y tras la reinyección de muestras 

reconstituidas dejadas durante la noche en el automuestreador. Se observaron pérdidas 

estadísticamente 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 detectó un 

aumento leve pero significativo tras 24 horas a temperatura ambiente (Figura 34 y Tabla 

21). 

 

0

50

100

150

C
o

n
c

. 
(n

M
)

S1 (n=2) S2 (n=2) S3 (n=2)

GluCer C16:0

S4 (n=2)

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

*

S5 (n=2)

*
* *

*

 
 

Figura 34. Representación gráfica del estudio de estabilidad de las muestras. Los boxplots se presentan 
como media±SD. 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 congelación-descongelación. *p<0,05 respecto a la concentración basal (100 nM). 
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Tabla 21. Resultados de la evaluación de la estabilidad de las muestras. 

Analito 
S1 

(n=2) 
S2 

(n=2) 
S3 

(n=2) 
S4 

(n=2) 
S5 

(n=2) 

GluCer C16:0 

Media, nM 101,2 30,8 105,5 102,7 109,8 

CV, % 1,8 8,4 1,1 5,7 1,0 

Sesgo, % 1,2 -69,2 5,5 2,7 9,8 

p-valor 0,5255 0,0170* 0,0920 0,6293 0,0519 

GluCer C18:0 

Media, nM 98,5 30,8 99,3 98,4 110,1 

CV, % 2,3 4,2 1,4 6,0 8,2 

Sesgo, % -1,5 -69,2 -0,7 -1,6 10,1 

p- valor 0,5205 0,0087* 0,6112 0,7724 0,3559 

GluCer C24:1 

Media, nM 111,6 34,1 100,4 100,6 105,3 

CV, % 2,6 6,4 2,0 4,5 2,8 

Sesgo, % 11,6 -65,9 0,4 0,6 5,3 

p- valor 0,1140 0,0150* 0,8228 0,8820 0,2402 

GalCer C24:1 

Media, nM 118,1 32,9 104,9 103,0 101,0 

CV, % 1,1 4,1 1,5 3,5 0,7 

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 variación (CV, %) y la desviación (sesgo, %) respecto a la concentración 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 congelación-descongelación. 

 

5.2.7. Arrastre. 

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

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

respecto a la señal-ruido (Figura 35). 

 

 
Figura 35. Estudio de arrastre. Cromatograma de una muestra de blanco tras la inyección del calibrador 
de mayor concentración en el ensayo de arrastre. Se muestran todas las transiciones monitorizadas. 
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6.1. RESULTADOS TEÓRICOS DEL DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

La integración en un único diseño experimental de los cálculos derivados de las diversas 

recomendaciones para evaluar el efecto matriz, recuperación y eficiencia del proceso, 

resultó en un flujo de trabajo formado por tres estrategias que permitió evaluar de 

manera conjunta y complementaria los factores que influyen en el rendimiento del 

método. A continuación, se presentan los resultados teóricos del flujo propuesto, 

esquematizado en la Figura 36. 

 

6.1.1. Primera estrategia. 

Esta estrategia permite analizar de forma aditiva la contribución 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 áreas absolutas reflejaron la variabilidad del 

sistema analítico, que incluye tanto la preparación de las muestras como el rendimiento 

cromatográfico y del detector de masas. El set 2 incorporó el efecto matriz relativo, 

representando la variabilidad introducida por la matriz cuando se añade la misma 

cantidad del compuesto estudiado. Por último, el set 3 integró la variabilidad derivada 

de las recuperaciones entre diferentes lotes, sirviendo así como indicador de la precisión 

global del método  asociada a la medición del estándar. De esta manera, cada set 

acumuló las fuentes de variabilidad de los anteriores. Los CV de las áreas ratio 

estándar/IS permitieron evaluar en cada etapa la capacidad del IS para compensar estas 

variaciones. Además, mediante los diagramas de dispersión se analizó la correlación 

entre las respuestas del estándar y del IS, observándose posibles patrones compartidos 

en la respuesta. La presencia de una tendencia positiva indicaría que las variaciones del 

IS entre lotes siguen un comportamiento paralelo al del estándar, sugiriendo una 

compensación efectiva por parte del IS frente a la variabilidad observada. Por último, la 

variabilidad de las pendientes obtenidas a partir de las áreas ratio en cada concentración 

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 cómo la variabilidad acumulada a lo largo de todo el 

procedimiento experimental, incluyendo el efecto matriz, la recuperación y el 

rendimiento del sistema analítico, influye en la cuantificación final del analito. 

 

6.1.3. Tercera estrategia. 

Esta estrategia profundiza en el análisis individual del efecto matriz, la recuperación y la 

eficiencia global del proceso, así como en su comportamiento relativo frente al IS. Los 

parámetros ME, RE y PE representan, respectivamente, el efecto de la matriz sobre la 

eficiencia de ionización del analito, la fracción del compuesto recuperada tras las etapas 

de extracción y procesamiento del método, y la eficiencia global resultante de la 

combinación de ambos factores.  

La relación entre ME y RE (identificada mediante diagramas de dispersión) puede 

proporcionar información sobre la relación entre la recuperación de interferentes de la 

matriz que influyen en la ionización de los analitos. Una correlación positiva sugiere que 

una mayor recuperación se asocia a un menor efecto matriz, lo que indicaría una mayor 

eficacia del proceso en la eliminación de compuestos interferentes. En cambio, una 

correlación negativa implicaría que una mayor recuperación conlleva un aumento del 

efecto matriz, posiblemente debido al arrastre de componentes endógenos que afectan 

negativamente a la eficiencia de ionización del analito. 

Para estimar en qué medida estos procesos afectan diferencialmente al analito en 

relación con el IS, se calcularon los factores normalizados de efecto matriz (MEF), 

recuperación (REF) y eficiencia del proceso (PEF). Valores próximos a 1 reflejarían una 

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

Finalmente, se calculó 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 diseñó una plantilla de hoja de cálculo de Microsoft Excel de uso libre, de acuerdo 

con la estructura de las estrategias descritas (Figura 37). Esta herramienta automatiza 

los cálculos y la generación de los diagramas de dispersión para facilitar la obtención de 

los datos y armonizar su análisis. Está disponible para su descarga como Material 

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

 
Figura 37. Vista ilustrativa de la herramienta Excel para el estudio integral del efecto matriz, eficiencia 
de recuperación y eficiencia del proceso. A) Introducción de datos del estudio (concentraciones, analitos, 
matrices), y ejemplo para la introducción de áreas del set 1. B) Captura de la primera estrategia, para el 
cálculo del CV de áreas absolutas y áreas ratio, con el ejemplo de C16:0 (cont.). 
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Figura 37 (Cont.). Vista ilustrativa de la herramienta Excel para el estudio integral del efecto matriz, 
eficiencia de recuperación y eficiencia del proceso. (cont.) C) Captura de la segunda estrategia, para el 
cálculo de la influencia global en la cuantificación del analito, con el ejemplo de C16:0. D) Captura de la 
tercera estrategia, para el cálculo de ME, MEF, rME y rMEF en el ejemplo de C16:0.   
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6.2. APLICACIÓN EN LA EVALUACIÓN DEL MÉTODO CLÍNICO 

 

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

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

 

6.2.1. Primera estrategia. 

La Tabla 22 presenta los CV obtenidos a partir de las áreas absolutas de los estándares y 

del IS (A), así como de las áreas ratio estándar/IS (B) en los sets 1, 2 y 3, evaluados entre 

diferentes lotes de LCR. 

 

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

A. Áreas absolutas (CV, %) 

 
B. Áreas ratio (CV,%) 

 

 

En los sets 1 y 2, los CV de las áreas 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 según la concentración: 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 áreas ratio fueron inferiores a los de las áreas absolutas 

en todos los casos, salvo en el set 1 a 50 nM. En el set 3, la reducción de la variabilidad 

tras normalización con IS fue particularmente marcada (entre 1,3 % y el 6,1 %). 

Conc. 
C16:0 C18:0 C24:1 C22:0-d4 

Set 1 Set 2 Set 3 Set 1 Set 2 Set 3 Set 1 Set 2 Set 3 Set 1 Set 2 Set 3 

50 nM 10,0 7,0 18,5 9,1 9,8 15,7 6,5 10,4 16,6 5,2 6,4 14,8 

100 nM 13,7 6,6 30,8 11,5 8,0 33,8 9,6 7,6 32,1 5,7 8,7 34,1 

Conc. 
C16:0/C22:0-d4 C18:0/C22:0-d4 C24:1/C22:0-d4 

Set 1 Set 2 Set 3 Set 1 Set 2 Set 3 Set 1 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 3,3 2,6 6,2 4,1 3,3 



147 

Estas observaciones fueron consistentes con los patrones de correlación entre las áreas 

del analito y del IS (Figura 38). En el set 1 se identificó una correlación 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 correlación (r) en el set 3 de entre 0,994 y 0,999.  

 

 

Figura 38. Diagramas de dispersión de las áreas de los picos absolutos de los estándares y del IS para 
cada set y concentración. Se indican los coeficientes de correlación de Pearson (r). Correlaciones 
positivas, especialmente cuando son estadísticamente significativas, sugieren que la respuesta del IS sigue 
un patrón paralelo al de los estándares, lo que indicaría una compensación efectiva del IS frente a la 
variabilidad del estándar. 

 

En cuanto a las curvas generadas, los CV de las pendientes entre lotes (Tabla 23) 

siguieron un patrón similar al observado para las áreas ratio, con los valores más bajos 

en el set 3, aunque con una variabilidad en general más elevada. 
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Tabla 23. Precisión (CV %) de las pendientes obtenidas con distintos lotes de matriz. 

Lote 
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 

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 estándares como para ambas concentraciones evaluadas. 

 

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

 

a Conc calculada del área ratio de LCR2 con ecuación de la curva de LCR1 y = 0,17x + 0,44; b Conc calculada 
del área ratio de LCR3 con ecuación de la curva de LCR2 y = 0,16x – 0,10; c Conc calculada del área ratio 
de LCR3 con ecuación 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 estándares se 

situaron entre el 77,6 y el 100,0 %, con mayor supresión iónica en C18:0. Los valores de 

RE y PE de los estándares variaron entre el 27 y el 30,6%, y entre el 21,3 y el 29,3%, 

respectivamente. 

 

 

Conc. nominal (nM) 

C16:0 a C18:0 b C24:1 c 

Conc. Calc. 

(nM) 

Sesgo 

(%) 

Conc. Calc. 

(nM) 

Sesgo 

 (%) 

Conc. Calc. 

(nM) 

Sesgo 

 (%) 

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

50 nM C22:0-d4 C16:0 C18:0 C24:1 

 ME ME MEF ME MEF ME MEF 

media 61,7 88,9 1,4 77,6 1,3 97,8 1,6 

CV (%) 7,4 14,7 12,6 12,7 8,4 12,2 7,5 

 RE RE REF RE REF RE REF 

media 17,0 28,9 1,7 28,0 1,6 30,6 1,8 

CV (%) 20,8 25,4 5,8 23,7 8,6 25,3 6,9 

 PE PE PEF PE PEF PE PEF 

media 10,4 25,1 2,4 21,3 2,1 29,3 2,8 

CV (%) 16,8 13,6 13,7 10,7 14,0 12,7 9,4 
 

100 nM C22:0-d4 C16:0 C18:0 C24:1 

 ME ME MEF ME MEF ME MEF 

media 58,2 94,7 1,6 84,4 1,4 100,0 1,7 

CV (%) 13,2 18,2 8,6 18,0 8,2 16,1 8,1 

 RE RE REF RE REF RE REF 

media 17,3 29,8 1,8 27,0 1,6 27,9 1,6 

CV (%) 42,6 36,6 6,3 41,2 1,5 38,8 4,0 

 PE PE PEF PE PEF PE PEF 

media 9,8 26,9 2,8 21,7 2,3 26,7 2,8 

CV (%) 31,1 18,9 14,4 23,7 8,9 23,4 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 estándar y concentración. ME: efecto matriz; 
RE: recuperación; PE: eficiencia del proceso; MEF: factor de efecto matriz; REF: factor de recuperación; 
PEF: factor de eficiencia del proceso. 

 

 

Para el IS fueron notablemente más bajos, situándose en torno al 60 %, 17 % y 10 %, 

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

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

refleja una eficiencia del proceso global superior del estándar frente al IS (Figura 39). 
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Figura 39. Representación gráfica (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 (media±SD) muestran la 
variabilidad entre lotes de matriz (n = 3). La línea 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 
comparación con los estándares 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 concentración (mayor a 100 nM que a 50 nM) 

se corrigió tras la normalización con el IS. Además, 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 más altos que los de rMEF y rREF, no 

superaron el 15 % de CV. 

Los diagramas de dispersión mostraron una tendencia negativa entre los valores de ME 

y RE para cada estándar en ambas concentraciones, lo que indica que los lotes con mayor 

recuperación también presentaban un mayor efecto matriz, y viceversa (Figura 40). Los 

coeficientes de correlación 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 dispersión de la correlación entre ME y RE. La relación negativa entre ambos 
parámetros se evidenció mediante coeficientes de correlación de Pearson r ≥ -0,9 en todos los estándares 
y concentraciones. En el caso del IS, esta correlación no fue tan marcada.  
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7.1. CARACTERÍSTICAS DE LA COHORTE CLÍNICA 

 

En la Tabla 26 se resumen las características demográficas y clínicas de los pacientes 

incluidos en la cohorte del estudio. 

 

Tabla 26. Datos demográficos y clínicos de los pacientes.  

 CS EPi EP-GBA 

n 6 22 5 

Sexo, (varones/mujeres) 2/4 14/8 3/2 

Edad (años) 56,50 ± 10,05 56,40 ± 8,80 61,60 ± 14,11 

Edad de inicio (años) - 54,45 ± 9,33 56,00 ± 12,35 

Duración enfermedad 
(años) 

- 0,70 ± 1,78 5,60 ± 6,84 

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

MDS-UPDRS III [246] - 28,5 (16,5) *** 31,5 (22,5) ** 

MoCA [247] 29 (2) 27 (2,75) 27 (1,5) 

Genotipos GBA1 N/A N/A 

Variantes de riesgo GBA1: 
E326K en ID: 30, 33 

Mutaciones leves GBA1: 
Y205C en ID: 31 

Mutaciones severas GBA1: 
V15ter en ID: 29 

D409H/T369M en ID: 32 
 

Los datos se expresan como media ± desviación estándar o mediana (rango intercuartílico), según 
corresponda. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p≤0,001 frente a CS. CS: Controles sanos; EPi: Enfermedad de 
Párkinson idiopática sin variantes en GBA1; EP-GBA: Enfermedad de Párkinson asociada a variantes en 
GBA1; MDS-UPDRS-III: Escala Unificada para la Evaluación de la Enfermedad de Párkinson III; MoCA: 
Evaluación Cognitiva de Montreal; N/A: No aplicable; ID: Identificador. 

 

En los grupos EPi y EP-GBA se recogieron datos clínicos, incluyendo la escala Hoehn & 

Yahr, la puntuación MDS-UPDRS-III y el test MoCA. En el grupo EP-GBA se identificaron 

distintas variantes en el gen GBA1, clasificadas en función de su gravedad: variantes de 

riesgo (E326K), mutaciones leves (Y205C) y mutaciones severas (V15Ter, 

D409H/T369M).   
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7.2. RESULTADOS DE LA CUANTIFICACIÓN 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 observó que GalCer presentaba concentraciones 

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

 

No se detectaron diferencias estadísticamente 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 isómeros de GalCer, 

se observó una tendencia creciente en las medianas de las ratios en CS, EPi y EP-GBA 

(0,05±0,02; 0,07±0,05; 0,08±0,03, respectivamente) (Figura 41B). En la Tabla 28 se 

muestran los resultados de las ratios. 

Las ratios de isoformas específicas, como C22:0, C23:0 o C24:0, también resultaron de 

particular interés debido a su tendencia a presentar medianas más elevadas en EP-GBA 

en comparación con CS (Figura 41C). 
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A      B 

 

 

C 

 

 
Figura 41. Representación gráfica de las concentraciones de GluCer y las ratios GluCer/GalCer en los tres 
grupos de la cohorte clínica. Los boxplots se presentan como mediana y rango intercuartílico. A) 
Concentración total de las isoformas de GluCer. B) GluCer total normalizada por GalCer total. C) Ratios 
GluCer/GalCer para cada isoforma, con especial atención a C22:0, C23:0 y 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. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los datos grupales se expresan como mediana (rango intercuartílico). 
Las muestras con concentraciones entre el LoD y el LoQ se trataron como el 50% del LoQ.  
  

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 
4 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 

(2,92) 
2,50 

(2,09) 
7,09 

(2,27) 
31,39 

(12,67) 
2,50 
(0,0) 

9,60 
(2,56) 

5,189 
(2,60) 

20,35 
(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 
(0,0) 

2,50 
(3,74) 

5,72 
(4,57) 

29,96 
(18,15) 

2,50 
(0,0) 

8,32 
(7,30) 

2,50 
(0,0) 

16,17 
(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 9,86 26,83 
33 11,32 9,65 14,06 71,80 5,50 18,43 15,15 47,43 

 
7,66 

(4,59) 
4,97 

(3,40) 
8,31 

(2,66) 
42,85 

(17,91) 
2,50 
(0,0) 

10,60 
(2,95) 

6,55 
(7,36) 

26,83 
(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. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los datos grupales se expresan como mediana (rango intercuartílico). 
  

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 
4 <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 
(0,0) 

14,03 
(7,44) 

7,81 
(7,17) 

305,90 
(152,66) 

2,50 
(0,0) 

65,32 
(41,54) 

30,95 
(13,80) 

435,08 
(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 
(0,0) 

13,09 
(7,82) 

6,12 
(5,23) 

297,96 
(229,29) 

2,50 
(0,0) 

60,89 
(36,37) 

22,46 
(9,03) 

431,57 
(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 

(2,86) 
19,45 
(9,08) 

10,25 
(10,61) 

453,78 
(222,63) 

2,50 
(4,42) 

95,16 
(63,01) 

37,08 
(31,82) 

643,03 
(327,76) 

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

Los datos grupales se expresan como mediana (rango intercuartílico). 
 

  

ID C16:0 C18:0 C20:0 C22:0 C23:0 C24:1 C24:0 Total 

CS 

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 

4 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 

(1,15) 
0,20 

(0,08) 
0,26 

(0,07) 
0,15 

(0,14) 
0,18 

(0,06) 
0,02 

(0,01) 
0,04 

(0,01) 
0,05 

(0,02) 

EPi 

7 0,39 0,10 0,18 0,08 0,11 0,02 0,02 0,03 

8 1,00 0,37 1,00 0,28 0,36 0,04 0,07 0,10 

9 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 

(0,52) 
0,18 

(0,10) 
0,37 

(0,62) 
0,17 

(0,22) 
0,23 

(0,23) 
0,02 

(0,02) 
0,05 

(0,07) 
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 

(0,85) 
0,24 

(0,05) 
0,26 

(0,06) 
0,30 

(0,09) 
0,26 

(0,10) 
0,02 

(0,02) 
0,07 

(0,03) 
0,08 

(0,03) 
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En la Tabla 29 se presentan los datos de las ratios en el grupo EP-GBA subclasificado 

según el tipo de variante. De nuevo, se observa una tendencia no estadísticamente 

significativa en las ratios totales, y especialmente en isoformas específicas como C22:0, 

C23:0 o C24:0, con valores más elevados en los pacientes portadores de mutaciones 

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

 
Tabla 29. Ratios de concentración GluCer/GalCer de las isoformas en LCR en el grupo EP-GBA, 
subclasificado según la gravedad de la mutación 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) 

C23:0 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 único 
subgrupo debido al tamaño muestral limitado. Los datos se expresan como mediana (rango 
intercuartílico). 

 

Dentro del grupo EPi, se identificaron dos pacientes portadores de variantes en 

ATP13A2, gen que codifica una proteína lisosomal (Tabla 1). Estos casos presentaron una 

mediana de las ratios más elevada en comparación con el resto del grupo (0,16±0,02 y 

0,07±0,03, respectivamente), si bien la diferencia no alcanzó significación estadística. 

Dado el número reducido de casos, estos resultados debe considerarse como una 

observación 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 normalización 

por GalCer permitió identificar tendencias crecientes, especialmente en el subgrupo EP-

GBA y en portadores de mutaciones severas. 
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En este capítulo se discuten los resultados relacionados con la Sección I (apartado 8.1), 

vinculados al primer objetivo específico, y los relativos a la Sección II (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. MÉTODOS PRECLÍNICOS COMO PRUEBA DE CONCEPTO 

 

El desarrollo de métodos preclínicos en una primera fase del presente trabajo ha 

proporcionado un marco experimental útil para la detección de alteraciones 

cuantificables en analitos como GluSph o HexSph y las isoformas de GluCer o HexCer. La 

implementación de métodos en matrices como tejido cerebral o pellets celulares 

requirió adaptaciones específicas a  partir del método asistencial en suero en función de 

sus características, incluyendo ajustes en los protocolos de pretratamiento, en las 

condiciones cromatográficas y en los parámetros de adquisición del MS (Figura 42). 

Estos métodos se encuentran en fase de prevalidación, por lo que podrían considerarse 

ajustes metodológicos en el futuro que mejoren su rendimiento. 

 

Figura 42. Esquema de la optimización secuencial de los métodos LC-MS/MS desarrollados para la línea 
EP-GBA, partiendo del método asistencial in-house para la cuantificación de esfingolípidos en suero de 
pacientes de nuestro centro. RP-LC: cromatografía líquida en fase reversa; HILIC cromatografía líquida de 
interacción hidrofílica. Las regiones atenuadas y líneas discontinuas indican los métodos que están en 
fases de desarrollo. 

 

8.1.1. Principales consideraciones en su desarrollo y monitorización. 

8.1.1.1. Curva de calibración. El rango lineal de las curvas se ajustó para abarcar la 

cuantificación 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 imprecisión interserie aceptable, con un LoQ de 

0,0275 pmol. Para las isoformas, la imprecisión fue inferior al 20% para concentraciones 

superiores a 0,4 pmol, lo que indicó un buen ajuste en ese intervalo de medida, y 

garantizó cuantificaciones robustas, dado que todas las muestras analizadas 

presentaron concentraciones por encima de este límite (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 podría conducir a sesgos en la 

cuantificación, al no reflejar adecuadamente los efectos de la propia matriz biológica, ni 

las posibles pérdidas de analito durante la extracción. La construcción de curvas en la 

matriz nativa permitiría minimizar estos sesgos.  

La falta de matriz nativa o subrogada se debió principalmente a limitaciones en su 

obtención, recursos y tiempo. Esta estrategia presenta limitaciones prácticas, ya que 

requiere un gran número de pellets WT para preparar un pool, y en el caso de analitos 

endógenos, un volumen aún mayor para, idealmente, deplecionar la matriz. 

Alternativamente, restar la señal basal del blanco a los puntos de calibración podría no 

ser suficiente para discriminar concentraciones bajas entre grupos. Algunos estudios 

similares han construido las curvas en matriz biológica humana [171] o en matrices 

derivadas de modelos animales o celulares [248], y aunque no es la práctica más 

habitual, constituye la estrategia más adecuada.  

En el caso del suero de ratón, no se construyó una curva específica en esa matriz, dado 

que las concentraciones observadas estaban dentro del intervalo del método asistencial 

previamente validado en suero deplecionado humano. Obtener un volumen suficiente 

para la construcción de una curva específica en su matriz habría requerido el sacrificio 

de un número elevado de animales; no obstante, cabe señalar que otras publicaciones 

han recurrido a matrices subrogadas para evitar esta opción [186]. En cualquier caso, 

sería recomendable realizar estudios de equivalencia para descartar posibles efectos de 

matriz. 

Por otro lado, además de aplicar el mismo procedimiento de extracción que en las 

muestras, podrían introducirse modificaciones en los protocolos de pretratamiento para 
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reducir la variabilidad asociada. En las células, el solvente con IS se añadió directamente 

al pellet antes de la sonicación, a diferencia del tejido, donde la homogeneización previa 

se realiza con agua. Una alternativa sería dividir el pretratamiento celular en dos etapas, 

reproduciendo la secuencia aplicada en tejido. Estas modificaciones, junto con ajustes 

en la construcción de curvas, contribuirían a reforzar la armonización y robustez de los 

métodos. 

 

8.1.1.2. Monitorización analítica: controles de calidad internos y factores de 

normalización. Los QC, preparados a partir de un pool de leucocitos sonicados, se 

emplearon para generar un factor de normalización específico de cada serie, que se 

aplicó tanto a la corrección de los propios QC como a las concentraciones calculadas de 

las muestras. La magnitud de dichos factores de corrección obtenidos, cercano a 1 para 

HexSph y superiores o inferiores a 1 dependiendo de la isoforma (Tabla 12), podría 

reflejar los sesgos derivados de las diferencias entre la matriz utilizada para la curva y la 

matriz biológica utilizada en los QC (eficiencias de ionización y de extracción). La 

variabilidad de dichos efectos entre series se evidenció en la dispersión de los factores, 

mayores en el caso de las isoformas.  

La aplicación del factor puede compensar parcialmente estos sesgos en la cuantificación 

de los QC; sin embargo, no garantiza que dicha corrección sea adecuada para las 

muestras, especialmente en aquellas con una matriz distinta, como las derivadas de 

modelos celulares neuronales o de diferentes tejidos. Además, debe considerarse que 

los pool de leucocitos pueden contener concentraciones endógenas desconocidas de 

analitos, lo que también puede introducir sesgos en la cuantificación del QC y, 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 reflejarían la imprecisión residual atribuible al 

pretratamiento (pipeteo, variabilidad en la eficiencia de extracción) y al instrumento, no 

representen la imprecisión asociada a las muestras con distinta matriz.  

En este contexto, sería recomendable preparar tanto las curvas de calibración como los 

QC en matrices equivalentes a las nativas, e incorporar, siempre que sea posible, 

análogos deuterados específicos para cada compuesto, con el fin de compensar estos 

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

y recuperación, así como evaluar la selectividad y la posible presencia de interferencias. 

A pesar de las limitaciones metodológicas descritas, estos métodos han resultado útiles 

para su propósito principal: la comparación exploratoria entre grupos de muestras, con 

distintas mutaciones y/o protocolos de tratamiento. Los resultados obtenidos han 

contribuido a establecer una base sólida tanto en los aspectos metodológicos como en 

su aplicación preclínica, como se discute a continuación. 

 

8.1.2. Resultados obtenidos en su aplicación preclínica.  

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 acumulación 

depende del tipo de alteración genética y del modelo considerado, lo que subraya la 

importancia de validar los biomarcadores en diferentes niveles experimentales antes de 

su traslación clínica.  

Con estas aplicaciones, se caracterizó que las diferencias se acentuaban en la fracción 

lisosomal [78] (Figura 24), lo que sugiere que ciertos cambios lipídicos podrían 

expresarse de forma localizada a nivel de célula o subcompartimento específicos, un 

aspecto relevante para la interpretación de resultados en matrices complejas, como 

homogenados de tejido [26]. Además, en el caso de los modelos animales y muestras 

humanas, la acumulación  de esfingolípidos se ve modulada por otros factores más 

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) apuntó a que la cuantificación de esfingolípidos podía 

reflejar de manera fiable la alteración enzimática. En heterocigotos, los cambios fueron 

intermedios respecto al WT y homocigoto, lo que apoyó la validez del modelo para 
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representar distintos grados de deficiencia enzimática. Posteriormente, este modelo se 

empleó 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 β-GCasa (subapartado 4.3.3) y nanoGBA 

como ERT (subapartado 4.3.4). 

En el caso de las chaperonas alostéricas, tras 12 días de tratamiento in vivo, no se 

detectó un incremento en la actividad enzimática 24 horas después de la última dosis 

(Figura 27). Sin embargo, la disminución de los HexCer y HexSph en VMB y órganos 

periféricos confirmó un efecto terapéutico medible. De manera similar, con nanoGBA, 

tampoco se observaron incrementos de actividad enzimática a los 7 días de tratamiento, 

pero sí una reducción 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 concentración de sustratos y derivados ofreció una medida más 

representativa de la modulación de la actividad enzimática, cuyo incremento suele ser 

transitorio y, por tanto, difícil de determinar, mientras que la reducción del acúmulo de 

sustratos reflejó el efecto sostenido del tratamiento. 

 

En conjunto, este desarrollo ha contribuido a avanzar en la comprensión de los 

mecanismos fisiopatológicos asociados a GBA1, evaluar posibles aproximaciones 

terapéuticas y, en general, reforzar su aplicabilidad y establecer una base experimental 

sólida para su transferencia clínica. 
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8.2. IMPACTO DE LA VARIABILIDAD EXTRA-ANALÍTICA Y 

ANALÍTICA EN ESTUDIOS CLÍNICOS 

 

Las diferencias en los resultados publicados hasta la fecha en estudios clínicos (Tablas 5-

7) pueden atribuirse a múltiples factores extra-analíticos relacionados con el diseño 

experimental, entre ellos la heterogeneidad de las muestras empleadas, el tamaño 

limitado y las características de las cohortes (estados de progresión, severidad, criterios 

de inclusión/exclusión, edad), o la diversidad genética en GBA1 y otros genes implicados 

en ALP. Además, hay que añadir la falta de armonización metodológica en aspectos 

como los protocolos de pretratamiento, los materiales de calibración, 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-analíticas. 

El tipo de muestra constituye un factor determinante en la detección de la disfunción. 

Algunas alteraciones relevantes podrían ser menos evidentes fuera de compartimentos 

o fluidos biológicos específicos [26,78]. En tejido cerebral humano, se han analizado 

diferentes regiones, algunas asociadas a patología 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 según 

la población [64,65,250] y difieren en su impacto funcional sobre la actividad enzimática. 

Aunque algunos estudios han relacionado la gravedad de la mutación con las 

alteraciones lipídicas resultantes, habiendo mayor acúmulo en variantes consideradas 

más severas [55,147,151], esta información no siempre se reporta en trabajos donde se 

cuantifican GSL, limitando su interpretación. En una cohorte española de más de 1000 

pacientes, las mutaciones más 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 cuantificación de 
esfingolípidos en el contexto de EP-GBA. La región cerebral es solo una de las variables que pueden 
afectar los resultados; algunas zonas están vinculadas con patología de Lewy y Párkinson, 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 
información observada para cada estudio. 

 

y PRKN (18%); entre los portadores de GBA1, el 43% presentaban variantes severas y 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 línea, 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 disfunción lisosomal y, en 

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

Por último, con la edad, se ha descrito una disminución progresiva de la actividad β-

GCasa y del metabolismo lipídico. Las diferencias en actividad enzimática y niveles 

plasmáticos 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 

podría introducir un sesgo en la interpretación. No obstante, el tamaño limitado de la 

muestra no permitió 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 diseño experimental, ya 

que su omisión puede limitar la detección de asociaciones significativas o dificultar la 

interpretación de los resultados. 

 

8.2.2. Variables analíticas. 

Por otro lado, las discrepancias observadas entre estudios publicados sobre 

esfingolípidos en muestras humanas en el contexto de la EP pueden atribuirse, al menos 

en parte, a la ausencia de estandarización en los procedimientos analíticos empleados 

[158]. Esta variabilidad metodológica limita la obtención de datos comparables y 

reproducibles entre estudios. Muchos trabajos no describen adecuadamente los 

métodos de cuantificación ni sus características analíticas, lo que limita la 

reproducibilidad de los resultados. Un ejemplo ilustrativo es el reanálisis 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 metodológicos, 

destacando que el estudio original se basó en una aproximación semicuantitativa de 

lipidómica no dirigida (aunque no definida como tal en el apartado de Métodos), 

mientras que el estudio posterior empleó un enfoque dirigido con cuantificación 

específica de GluCer d18:1/C18:0. 

Además 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 digestión 

enzimática específica de glucosa y oligosacáridos; sin embargo, no permite la distinción 

entre isoformas. Esto es relevante ya que algunas isoformas de cadena más larga, como 

C22:0, C23:0 y 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 interpretación de los resultados es el uso del término 

“GluCer” sin especificar si la metodología empleada permite distinguir entre los dos 

isómeros estructurales [82,163]. En distintas matrices biológicas, como plasma [167], 

DBS [147], fibroblastos [169], o modelos celulares [78,121], se ha demostrado la 

potencial utilidad de su análisis agrupado bajo el término “HexCer”. En el contexto del 

diagnóstico diferencial de enfermedades de depósito, separar GluSph de GalSph en 

plasma no se considera obligatorio [251], dado que las entidades clínicas asociadas, EG 

y enfermedad de Krabbe, no presentan manifestaciones clínicas solapadas dentro del 

algoritmo diagnóstico diferencial. Sin embargo, la abundancia relativa de galactosa en 

el LCR [41,158] y el valor añadido descrito en estudios previos [171,181], dos aspectos 

que hemos observado en nuestros datos (Figura 32, Tabla 27), justifican su inclusión en 

el análisis, aún cuando en otras matrices biológicas esta diferenciación no se considere 

crítica.  

Por último, la heterogeneidad en la presentación de los resultados, ya sea en términos 

de concentración molar [151,166,173,174], concentraciones de masa [151,175], o a 

valores normalizados a la cantidad de proteína total [78,121,139,143], tejido [79,171], o 

respecto a otros lípidos [171,172], dificulta la comparación 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 cuantificación e interpretación de los 
resultados de esfingolípidos en estudios clínicos de EP-GBA. Se incluyen factores asociados al tipo de 
analitos medidos y muestras utilizadas,  las técnicas y condiciones analíticas, así como elementos propios 
de la cohorte en estudio. Creada con https://BioRender.com. 
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8.3. EVALUACIÓN DEL MÉTODO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE 

ISOFORMAS DE GLUCER Y GALCER EN LCR 

 

La variabilidad analítica condiciona directamente la capacidad del método para 

discriminar entre grupos clínicos; es fundamental que los resultados observados reflejen 

variaciones biológicas reales y no artefactos introducidos por el propio análisis. En este 

sentido, el uso de métodos validados permite interpretar los resultados de forma fiable 

para valorar la aplicabilidad clínica de un biomarcador. 

 

La información metodológica 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 precisión, 

veracidad, linealidad, estabilidad y efecto matriz, y el de Boutin et al. [171], que 

incorpora además eficiencia de recuperación y determinación del LoQ. No obstante, en 

ambos casos, las especificaciones utilizadas son menos exigentes que las recomendadas 

por las guías internacionales, con un menor número de réplicas y niveles de QC, 

evaluación de un único estándar, una estimación del LoQ basada en la señal del blanco 

y la ausencia de una descripción detallada del estudio de efecto matriz, si este se 

menciona. El estudio de Matsumoto et al. [175], por su parte, establece la imprecisión y 

veracidad del método a partir de un mayor número de réplicas y niveles de QC, 

incluyendo la definición del LoQ conforme a estos criterios. Sin embargo, el efecto matriz 

es calculado a una única concentración mediante la evaluación del IS, sin utilizar ratios 

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

 

En este trabajo, se llevó a cabo la evaluación de los siguientes parámetros del método 

desarrollado para cuantificar las isoformas de GluCer y GalCer en LCR: linealidad, LoQ, 

precisión, veracidad, selectividad, estabilidad del analito en la muestra, arrastre, efecto 

matriz y eficiencia de recuperación. La validación se llevó a cabo siguiendo las 

recomendaciones de la CLSI y la EMA para la validación de métodos bioanalíticos. A 

continuación, se discuten los aspectos más relevantes derivados de esta evaluación. 
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8.3.1. Separación cromatográfica. 

Los métodos HILIC permiten la separación de isómeros, pero típicamente requieren 

tiempos de cromatografía más largos [186]. Por ello, aunque nuestro método logró la 

elución 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 había sido utilizada en estudios previos [79,171,175]; 

sin embargo, existen otras columnas comerciales que podrían presentar buena 

resolución [186]. 

 

8.3.2. Linealidad y curva de calibración.  

La curva de calibración y los QC se prepararon utilizando una matriz artificial de LCR 

(aLCR), ante la dificultad de obtener volúmenes suficientes de LCR nativo debido a las 

estrategias de depleción requeridas. Para reducir el volumen de LCR necesario, también 

preparamos curvas de calibración por dilución seriada, asegurando la equivalencia 

previa con la preparación mediante la adición de estándares independientes. 

Cuando se utilizan matrices subrogadas, sintética comercial o de preparación 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 concentración real del analito en las muestras 

[185]. Sin embargo, la presencia de compuestos endógenos dificultó la generación de 

curvas robustas en el estudio de equivalencia, especialmente en el intervalo bajo, lo que, 

junto con las limitaciones de volumen, representa un desafío metodológico. En este 

sentido, se recomienda seleccionar lotes de nLCR con concentraciones endógenas 

mínimas para los compuestos de interés. Por ello, sólo se incluyó la comparación de la 

variabilidad de las áreas ratio a una concentración de 100 nM entre el aLCR y el nLCR, 

que sugirió que el aLCR era adecuado para cuantificar muestras de pacientes (Tabla 17). 

Esta variabilidad debe considerarse como una aproximación, e investigaciones futuras 

deben explorar la adición de más concentraciones estándar y la investigación de nuevas 

matrices nLCR. De forma complementaria, y como se discute más adelante en el estudio 
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del efecto matriz, se evaluó la variabilidad introducida por tres lotes adicionales de 

matriz nativa. Una posible propuesta futura sería integrar la matriz artificial como un 

lote adicional dentro del diseño experimental del efecto matriz, optimizando así el uso 

de recursos. 

Por último, cabe destacar que la mayoría de estudios continúan utilizando un único 

estándar e IS para la cuantificación de múltiples isoformas [171,173,180]. Esta estrategia 

requiere recurrir a un mayor número de semicuantificaciones basadas en curvas 

estándar de otros compuestos, lo que puede comprometer la veracidad de los 

resultados. En caso de evaluarse el método, con un estándar inevitablemente se limita 

el estudio de aspectos relevantes como el impacto en la eficiencia de la ionización, la 

recuperación, o las interferencias entre isoformas e isómeros, entre otros. 

 

8.3.3. Límite de blanco, límite de detección y límite de cuantificación.  

Existen distintas estrategias para estimar la capacidad de detección de un método, entre 

ellas la relación S/N, y la desviación estándar 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], guía orientada a la 

validación analítica de procedimientos, no específicamente dirigida a bioanálisis. De 

hecho, la CLSI C62 únicamente recomienda la estimación del LoD en el contexto de 

métodos bioanalíticos LC-MS/MS como apoyo para la definición del LLMI. Varios autores 

han recopilado de forma exhaustiva las aproximaciones y recomendaciones que se 

establecen entre las principales guías [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 estándar de mediciones de réplicas de muestras 

de blanco. El análisis se realizó en diferentes series analíticas para reflejar la variabilidad 

interdiaria, y aumentar la fiabilidad de su evaluación. Es importante considerar que 

factores como las características técnicas del detector MS, la eficiencia de recuperación 

de los analitos y los efectos de supresión iónica durante la ionización en la fuente pueden 

influir significativamente en el LoD y LoQ, los cuales podrían variar a lo largo del tiempo 

en función del estado del equipo. 
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Tanto el LoD como el LoQ cumplieron con las relaciones S/N recomendadas para esta 

aproximación, de 3:1 y 10:1, respectivamente [185,252] (Tabla 18). Además, el LoQ se 

validó en términos de precisión y veracidad entre series (Tabla 19), a diferencia de otros 

estudios en los que únicamente se calcula a partir de la ecuación basada en las 

desviaciones estándar de la señal blanco [171,189]. En nuestro caso, siguiendo esta 

aproximación, el LoQ podría haberse establecido entre 1,0 y 3,9 nM, dependiendo de la 

isoforma, pero dichos valores no cumplirían con los criterios de robustez requeridos. Las 

concentraciones de GluCer en LCR se sitúan cerca del límite inferior del intervalo de 

medida en varias isoformas y muestras, por lo que la ausencia de validación bajo 

criterios de precisión y veracidad puede comprometer la robustez de los resultados, y 

por tanto, a su interpretación clínica.  

 

8.3.4. Precisión y veracidad. 

La comparación con otros estudios ha sido limitada por la escasa información 

metodológica y de validación disponible. Entre las referencias más completas destaca el 

estudio de Boutin et al. [171], que analizó cinco isoformas de GluCer en términos de 

abundancia relativa. Sin embargo, la curva de calibración se construyó a partir del 

estándar comercial GalCer(C15:0), pudiéndose evaluar la precisión con muestras en 

algunos analitos endógenos, mientras que la veracidad únicamente pudo determinarse 

en dicho compuesto. En nuestro caso, se construyeron curvas de calibrado a partir de 

estándares comerciales de GluCer C16:0, GluCer C18:0, GluCer C24:1 y GalCer C24:1, lo 

que permitió validar de forma individual la veracidad y la precisión de cada una de estas 

isoformas.  

 

8.3.5. Selectividad. 

La selectividad es uno de los parámetros menos evaluados de forma sistemática, pese a 

su relevancia en el análisis de isoformas e isómeros estructurales. Su evaluación requiere 

considerar distintos enfoques para identificar posibles interferencias derivadas de la 

matriz o de los estándares empleados. Durante la validación, los TR de los compuestos 
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puros coincidieron con los observados en muestras de LCR, con una variación dentro del 

±2,5 %, lo que confirmó la identidad de dichos analitos. Sin embargo, sería de interés 

poder confirmar la identidad de aquellas isoformas para las que no se dispone de 

estándar comercial. La isoforma C23:0 se incluyó en el perfil en base a estudios previos 

[79,151,173,181], aunque no había sido considerada en otros trabajos [166,171]. 

Actualmente ya hay estándar disponible comercialmente, por lo que en futuros estudios 

podría descartarse la posibilidad de que se trate de otra estructura, como C22:0 

metilado (C22:0)Me, cuya elucidación estructural mediante MS/MS ha sido previamente 

descrita para globotriaosilceramida y galabiosilceramida [255–257]. 

La evaluación de la interferencia entre canales en el análisis por MS/MS no evidenció 

cross-talk con la transición ficticia (Figura 33), y la contribución individual de cada 

estándar, así como del IS, a las señales de los canales MRM restantes fue despreciable 

(≤1 %) en todos los casos, excepto en la transición correspondiente a C24:0, donde se 

detectó una señal inferior al 8 % tras la inyección de C24:1 (Tabla 20). La falta de estándar 

comercial de C24:0 impidió confirmar su impacto en la cuantificación. Esta interferencia 

podría deberse a un solapamiento isobárico por isótopos naturales (posiblemente de 

C24:1 con dos átomos de ¹³C [194]) o a trazas residuales del estándar, ya sea por el grado 

de pureza de fábrica o por inestabilidad del stock. Futuras investigaciones podrían 

abordar esta cuestión 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 validación 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 guías de validación 

bioanalítica [177,185,209,210,242], junto con otros estudios de referencia relevantes en 

este campo [213,234] en un único diseño experimental y flujo de trabajo.  El volumen 

limitado del LCR y la complejidad estructural de las isoformas endógenas de GluCer 

proporcionaron un entorno práctico para abordar los retos del diseño experimental y 

evaluar de manera integrada la información proporcionada por estos enfoques. 

 

8.4.1. Primera estrategia. 

Esta estrategia examinó la variabilidad de las áreas y áreas ratio entre diferentes lotes 

de matriz para evaluar la influencia del sistema analítico, los efectos relativos de la 

matriz y la recuperación en la precisión del método. 

 

8.4.1.1. Variación de las áreas absolutas. Impacto en la eficiencia de ionización y 

recuperación en la precisión del método. Se esperaba que la variabilidad de las áreas 

absolutas aumentara progresivamente del set 1 al set 3, ya que en cada uno se 

introducía, de forma acumulativa, uno de los principales factores de variabilidad: el 

sistema analítico, el efecto matriz y la recuperación. Esta hipótesis, respaldada por 

estudios previos [213], se vio reflejada en nuestros resultados (Tabla 22A). El incremento 

de los CV en las áreas absolutas del set 3 respecto al set 2 fue claramente mayor que el 

observado entre el set 2 y el set 1, lo que sugirió que la recuperación entre lotes 

introducía una variabilidad más significativa que la atribuible al efecto matriz. 

 

8.4.1.2. Variación de las áreas ratio y las pendientes, y compensación del IS.  

Variación en áreas ratio. Asimismo, se esperaba que los CV obtenidos a partir de las 

áreas ratio fueran menores que los correspondientes a las áreas absolutas, reflejando la 

capacidad del IS para compensar parte de la variabilidad introducida en los estándares 

(Tabla 22B). En el set 2, los CV de las áreas ratio fueron efectivamente algo menores en 
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todos los compuestos y concentraciones, lo que indicó que el IS logró atenuar 

parcialmente la variabilidad derivada del sistema analítico y del efecto matriz. Esta 

reducción fue aún más pronunciada en el set 3, coincidiendo con una correlación 

positiva entre las señales del estándar y del IS (Figura 38), lo que sugirió que el IS también 

ayudó a corregir la variabilidad asociada a la recuperación. Sin embargo, se observó una 

excepción en el set 1 a 50 nM, donde los CV de las áreas ratio superaron a los de las 

áreas absolutas; además, algunos CV del set 1 fueron superiores a los del set 2. Estas 

diferencias podrían estar relacionadas con las adaptaciones realizadas en los protocolos 

experimentales debido a la limitación de volumen de muestra, que condicionaron el 

diseño de cada set. En los sets 1 y 2, las soluciones WS(STD)ME y WS(IS)ME se prepararon 

por separado; en cambio, en el set 3 se empleó una única solución mixta que contenía 

todos los compuestos, incluido el IS, con el fin de minimizar el volumen sin alterar 

significativamente la composición de la matriz. Además, el set 2 se diseñó con un 

volumen de extracto más reducido, también con el objetivo de limitar el volumen total 

de LCR requerido. Ambas adaptaciones pudieron influir en los resultados, bien por la 

introducción de variabilidad asociada a errores de pipeteo [243], o bien por posibles 

diferencias en las interacciones entre analitos, matriz y fase móvil durante su 

preparación. Cabe recordar que el solvente puro también actúa como matriz y puede 

afectar al comportamiento analítico [238,243]. En matrices más accesibles, como el 

plasma, sería conveniente preparar los sets de forma más consistente, minimizando así 

la variabilidad asociada a estos factores. 

En el set 3, los CV de las áreas absolutas fueron claramente distintos entre 

concentraciones, lo que indicó una posible relación entre la concentración del analito y 

la variabilidad de la recuperación entre lotes. A concentraciones más altas, la cantidad 

recuperada fue más variable, una tendencia ya descrita en la literatura [258]. Sin 

embargo, esta dependencia de la concentración no se observó en las áreas ratio, cuyos 

CV fueron similares en ambas concentraciones, indicando que el patrón de variación fue 

compartido por los estándares y el IS. En este contexto, la variabilidad observada en las 

áreas ratio del set 3 constituye una estimación directa de la precisión intraserie global 

del método, incluyendo la variabilidad entre lotes de matriz. Este tipo de variabilidad no 

suele contemplarse en las guías internacionales de validación, que se centran en la 

evaluación interserie, considerando fuentes de variación como las calibraciones, el 
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operador o las condiciones ambientales. Sin embargo, su inclusión puede aportar una 

visión más completa de la precisión del método en condiciones reales de aplicación. 

 

Variación en pendientes. Por último, la mayor variabilidad observada en las pendientes 

estimadas (Tabla 23) en comparación con las área ratio a cada concentración (Tabla 22B) 

pudo ser debido a que se generaron a partir de dos concentraciones, dada la limitación 

de volumen. Aunque un mayor número de puntos de calibración podría haber reducido 

esta variabilidad, la presencia de señal atribuida a analitos endógenos dificultó la 

construcción de curvas fiables a bajas concentraciones. Esta limitación ha sido descrita 

por otros autores, que no recomiendan esta evaluación especialmente cuando no se 

dispone de una matriz blanco [223] o cuando la concentración del estándar añadido es 

baja en relación con el contenido endógeno del analito [243]. Si bien algunos autores 

han propuesto el uso del CV de las pendientes entre lotes como indicador más 

representativo del efecto matriz relativo y de la precisión global [235,237], los resultados 

de nuestro estudio deben interpretarse como una aproximación. Aun así, la precisión 

observada se mantuvo por debajo del 15%, lo que se consideró aceptable. 

La tendencia decreciente observada en los CV entre sets, con los valores más bajos 

registrados en el set 3, tanto para áreas 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 analítico, contribuyendo así a una mejora en la precisión del método. 

 

8.4.2. Segunda estrategia. 

Esta estrategia evaluó la influencia de la precisión global del proceso en la cuantificación 

del analito. 

Aunque las pendientes presentaron una mayor variabilidad que las áreas ratio, esta 

diferencia no tuvo un impacto relevante en la cuantificación. Al emplear las dos 

pendientes más divergentes entre sí para calcular las concentraciones, la desviación 

respecto al valor nominal fue inferior al 10% en todos los estándares 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 calibración construidas únicamente con dos niveles de concentración. 

Cabe señalar que el cálculo de la desviación porcentual respecto a la concentración 

nominal se ajusta a las recomendaciones de la EMA [209] y al planteamiento de 

Matuszewski et al. [213]. Sin embargo, una estrategia alternativa, más representativa de 

la influencia de la precisión global en la cuantificación del analito, consiste en calcular 

las concentraciones a partir de las dos curvas de calibración correspondientes a los lotes 

con mayor diferencia de pendiente, aplicando a ambas las área ratios de un lote 

restante, y determinando posteriormente la desviación 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 

sugirió que la máxima diferencia entre las pendientes puede considerarse un indicador 

de la mayor variación esperada en la concentración del analito entre lotes, causada por 

el efecto relativo de la matriz (es decir, variaciones en las eficiencias de ionización y 

recuperación). Estudios futuros deberían explorar la contribución de la ordenada en el 

origen, además de la variabilidad de la pendiente, a estas diferencias a lo largo del 

intervalo evaluado. 

 

8.4.3. Tercera estrategia. 

Esta estrategia permitió calcular tanto los valores absolutos y relativos del efecto matriz, 

la recuperación 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 ionización y de recuperación como la variación de dichos efectos 

entre los distintos lotes. 

 

8.4.3.1. Impacto del efecto matriz, la recuperación y la eficiencia del proceso en el 

rendimiento del método: implicaciones en su desarrollo. Los resultados (Tabla 25) 

mostraron una supresión iónica más intensa en el IS que en los estándares, como 

indicaron los valores de MEF superiores a 1. Esta diferencia podría deberse a la coelución 



184 

de otros componentes de la matriz, que compiten por la ionización [221], o bien a una 

coelución parcial entre analitos, ya que se observó cierto solapamiento en las áreas de 

algunos picos cromatográficos, lo que podría haber provocado supresión iónica mutua 

[258,259]. 

Si la interferencia de matriz afectase de forma significativa a los estándares, el uso de un 

estándar interno marcado con isótopos estables (SIL-IS) puede contribuir a mitigarla al 

experimentar una supresión iónica similar; no obstante, esta estrategia no evita la 

pérdida de señal asociada ni, por tanto, la reducción en la capacidad de detección del 

método [260], sino que mejora la robustez compensando su impacto en la 

cuantificación. En nuestro estudio, la mayor supresión se observó en el IS, lo que, en 

principio, no debería comprometer directamente al LoQ del método, ya que una 

concentración constante de IS es añadida a todas las muestras, calibradores y QC. No 

obstante, una reducción en su señal podría afectar a la robustez del método a 

concentraciones bajas [243], especialmente si el sistema instrumental no opera bajo 

condiciones óptimas, al incrementar la variabilidad en la normalización del analito. 

Para mitigar este efecto, podrían introducirse modificaciones cromatográficas 

orientadas a mejorar la resolución de los picos y minimizar la coelución entre 

compuestos. Aunque esta estrategia puede resultar eficaz, también debe considerarse 

que la eficiencia de ionización está influida por la composición de la fase móvil. Por ello, 

si no se dispone de IS para cada compuesto, los cambios en la composición de la fase 

móvil durante la cromatografía de gradiente pueden influir en la eficiencia de ionización 

e introducir un posible sesgo en la cuantificación del analito. 

Plantear una revisión del protocolo de pretratamiento podría ser otra opción, ya que la 

extracción lipídica constituye una etapa especialmente crítica en matrices como el LCR, 

donde las concentraciones de analitos son considerablemente bajas. 

Los valores de RE obtenidos fueron bajos, lo que sugirió pérdidas significativas durante 

la extracción y, en consecuencia, una reducción de la PE, con probable impacto sobre el 

LoQ [212]. Por otro lado, el análisis de la relación entre ME y RE, representado mediante 

los diagramas de dispersión, mostró una tendencia negativa: en general, los lotes con 

mayor recuperación tendieron a presentar una supresión iónica más pronunciada, y 

viceversa (Figura 40). Esta relación podría deberse a que una mayor eficiencia de 
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extracción facilita también la coextracción de compuestos interferentes que compiten 

en el proceso de ionización.  

La extracción LLE basada en MeOH/CHCl3 está ampliamente considerada como un 

método de extracción 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 combinación de ambas [180]. Durante la fase de desarrollo del 

método se ensayaron distintas condiciones de extracción LLE, en consonancia con los 

recursos disponibles, con el objetivo de maximizar la recuperación empleando el menor 

volumen de muestra posible. Bajo estos criterios, se seleccionó el procedimiento actual 

como la opción más adecuada. Aunque en un estudio [171] se describió una menor 

respuesta analítica al emplear LLE en comparación con SPE, las tasas de recuperación 

fueron comparables a las reportadas en SPE en dicho trabajo. Además, esta pérdida de 

señal fue atribuida a una supresión iónica más marcada y no a una posible reducción en 

la eficiencia de recuperación; sin embargo, no se evaluó de forma específica la eficiencia 

de ionización ni se presentaron datos comparativos de recuperación entre ambos 

procedimientos. 

 

8.4.3.2. Impacto del efecto matriz, la recuperación y la eficiencia del proceso: 

capacidad compensatoria del IS. La recuperación del IS fue aproximadamente la mitad 

que la de los estándares, lo que indicó diferencias en la eficiencia de extracción. Como 

resultado, la PE del IS fue considerablemente inferior, con valores de PEF superiores a 2 

(Tabla 25 y Figura 39). Es probable que el IS seleccionado difiera de los analitos de interés 

en términos de estructura química, propiedades fisicoquímicas, eficiencia de ionización 

y TR; estas diferencias pueden influir tanto en la recuperación como en la susceptibilidad 

al efecto matriz. Además, la estabilidad de los análogos marcados con deuterio puede 

ser limitada. Se han descrito fenómenos de intercambio isotópico durante la extracción, 

en la interfaz del MS, o en la fase gaseosa, lo que puede afectar la señal del IS deuterado 

y generar variabilidad en su respuesta [185,221]. Todo ello podría contribuir a que el IS 

y los estándares no se comporten de forma equivalente a lo largo del proceso analítico. 

Las guías internacionales [185,209,210] recomiendan el uso de IS marcados con isótopos 

estables (SIL-IS), priorizando aquellos que contienen ¹³C, ¹⁵N o ¹⁷O, y aceptando los 



186 

isótopos deuterados como alternativa cuando los anteriores no están disponibles. Estos 

se seleccionan basados en la similitud estructural con el analito para compartir 

propiedades fisicoquímicas, lo que garantiza TR y efectos de matriz similares [41]. En 

nuestro caso, la disponibilidad comercial limitada restringió las opciones, por lo que se 

optó por el uso de IS deuterados. Durante el desarrollo del método, se evaluaron 

distintas opciones comerciales (GluCer C18:0-d₅ y GluCer C17:0), sin observar mejoras 

en la reproducibilidad. 

 

8.4.3.3. Variabilidad del efecto matriz, la recuperación y la eficiencia del proceso. Los 

valores de ME, RE y PE aportan información 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 ionización y en la 

recuperación entre diferentes lotes de LCR (rME y rRE), siendo esta última 

considerablemente mayor. No obstante, tras la normalización con el IS, los CV 

disminuyeron de forma notable (Tabla 25), lo que sugirió que los patrones de variación 

fueron similares entre los estándares y el IS, y que este último contribuyó a compensar 

adecuadamente dichas fuentes de variabilidad. 

Al igual que en la primera estrategia, se observó que, a concentraciones de 100 nM, los 

valores de rRE y rPE fueron más elevados que a 50 nM, indicando una posible relación 

dependiente de la concentración. Sin embargo, esta tendencia desapareció tras la 

normalización con el IS. En este sentido, los valores de rPEF se mantuvieron por debajo 

del 15%, cumpliendo con los criterios de aceptación definidos para este estudio. Estos 

resultados reforzaron la utilidad del IS para mejorar la precisión global del método, pese 

a la variabilidad observada en la recuperación. 

Por último, es de interés revisar y comparar los resultados de la precisión desde las 

distintas perspectivas que se han abordado durante la evaluación del método. El estudio 

de precisión interserie (Tabla 19) incorporó la variabilidad interdiaria derivada de 

posibles fluctuaciones en los parámetros del sistema cromatográfico (como la 

temperatura, el pH, la composición del solvente o el estado de la columna), en las 

condiciones del MS (incluyendo la temperatura, la presión o la estabilidad de la fuente 

de ionización), así como la influencia de múltiples 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 procedía de una única fuente 

(aLCR). En cambio, el estudio completo del efecto matriz se llevó a cabo en una única 

serie analítica, pero utilizando matrices procedentes de distintos orígenes de nLCR, lo 

que 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, así 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 áreas absolutas y las 

áreas ratio (Tabla 22). Esta discrepancia puede atribuirse a que ambas reflejaron 

aspectos distintos del rendimiento analítico: mientras que los valores obtenidos a partir 

de las áreas y áreas ratio en los sets 1, 2 y 3 muestran la contribución acumulada de 

varios factores (sistema analítico, matriz, recuperación, respectivamente) a la precisión 

global, la tercera estrategia permite estimar la variabilidad de cada uno de estos 

procesos por separado. Además, como se ha descrito anteriormente [238], sus 

respectivos cálculos se basan en sets de datos diferentes: mientras que para la primer 

estrategia las áreas ratio pueden derivarse de un único set, en la tercera requiere 

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

 

En conjunto, estas estrategias permiten una evaluación integral del efecto matriz y de la 

precisión global del método, facilitando la identificación de las causas subyacentes de la 

variabilidad en cada etapa, de acuerdo con las recomendaciones de las principales guías 

de validación bioanalítica. 
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8.5. HERRAMIENTAS TRANSFERIBLES PARA LA EVALUACIÓN DE 

MÉTODOS 

 

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

La complejidad de los procedimientos de evaluación y las limitaciones de tiempo, 

recursos económicos, equipamiento o espacio dificultan que los especialistas de los 

laboratorios clínicos se adhieran a las recomendaciones establecidas en las guías para el 

desarrollo y validación de métodos bioanalíticos. Esta adherencia, además de ser 

deseable, se convierte en un requisito en el contexto de la próxima implementación 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 analítica [261]. A pesar de que la 

orientación específica para su aplicación sigue siendo limitada [262,263], algunas 

publicaciones apuntan a que la conformidad con la norma ISO15189:2022 [264] podría 

ser suficiente para garantizar el cumplimiento de los parámetros analíticos recogidos en 

su Anexo 1 (incluyendo selectividad, interferencias, linealidad, efecto matriz, veracidad, 

recuperación, precisión, LoD, LoQ) [265]. En España la acreditación no es un requisito 

obligatorio [266], y en determinadas áreas del laboratorio clínico, especialmente 

aquellas dependientes de LDT, como las centradas en enfermedades minoritarias, este 

proceso puede implicar una inversión considerable en documentación y recursos [267].  

El desarrollo de herramientas accesibles que permitan integrar y estandarizar estas 

evaluaciones favorece la aplicabilidad práctica en el laboratorio clínico y representa, por 

tanto, una vía para cumplir con las recomendaciones metodológicas y garantizar el 

rendimiento analítico exigido por la IVDR. 

 

8.5.2. Integración en una herramienta de trabajo para la evaluación del 

efecto matriz. 

A diferencia de otros parámetros de la validación bioanalítica, como la precisión o la 

linealidad, y pese a su impacto en la robustez del método, la evaluación del efecto 

matriz, la recuperación y la eficiencia del proceso carecen de protocolos detallados y de 
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criterios armonizados entre guías. La EMA, tras la adopción de ICH M10, aborda el efecto 

matriz desde una perspectiva de eficiencia global del proceso, exigiendo menos niveles 

de concentración y permitiendo el uso de un número limitado de lotes de matriz, lo que 

facilita su aplicación 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 recuperación y la eficiencia del proceso. Sin embargo, al 

igual que la EMA, no proporciona protocolos suficientemente detallados que guíen su 

implementación práctica. Además, no suelen considerar contextos como volúmenes 

limitados de matriz o presencia de analitos endógenos, frecuentes en el laboratorio 

clínico [211]. También difieren en la fase en la que se sitúa esta evaluación: mientras que 

la CLSI C62 la aborda durante la preverificación, antes de la validación completa, la EMA 

M10 la incluye en la validación general del método, lo que tiene implicaciones cuando 

los resultados no cumplen los criterios de aceptación y es necesario retroceder a fases 

previas de la optimización. 

Estas diferencias pueden aportar información complementaria sobre los factores que 

afectan al rendimiento global del método; esto se evidencia en el flujo de trabajo 

propuesto para la integración de estrategias en la evaluación del efecto matriz, la 

recuperación y la eficiencia del proceso (Figura 36, Tabla 30). La variación de las áreas 

ratio en el set 3 (pre-extracción), en línea con Matuszewski et al. [213], o la variabilidad 

de las pendientes, tal como describe posteriormente el mismo autor [234], permiten 

evaluar la precisión global del proceso. 

Asimismo, la desviación en las cuantificaciones obtenidas respecto al valor nominal 

ayudan a valorar la influencia de la precisión global en la cuantificación, en consonancia 

con la EMA M10 y Matuszewski et al. [213]. Por otro lado, la comparación de 

concentraciones obtenidas con ecuaciones de lotes diferentes ofrece una estimación 

más específica del impacto relativo de la matriz en la cuantificación [234]. 

Parámetros como el CV de las áreas en los sets 1 y 2, o los valores de ME y RE, son 

fundamentales para evaluar los factores que contribuyen a la precisión del método y el 

impacto de la eficiencia de ionización y la fracción de recuperación, respectivamente. El 
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cálculo de ME se recomienda en la CLSI C50 [177] y en la guía de la EMA de 2011 [242], 

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

por tanto en las guías EMA y FDA en vigor) [209], y en la guía 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 señala la CLSI C62 [185]. 

 

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

Guía 
Lotes 

(Conc.) 
Recomendaciones Estrategia 

EMA 
2011 
[242] 

6 (2) Efecto matriz absoluto de STD e IS, 
añadido en matriz post-extracción vs 
solvente 
Factor de normalización por IS (MF) y CV 
entre lotes. 
Se pueden usar menos lotes en 
determinados casos. 

Tercera (solo aplica para ME, MEF y 
rMEF) 

FDA 
2018 
[210] 

- Recuperación, añadido en matriz pre-
extracción vs matriz post-extracción. 

Tercera (solo aplica a RE) 

ICH M10 
2022* 
[209]  

6 (2) 
3 

replic 

Efecto matriz, añadido en matriz pre-
extracción (estudio de precisión y 
exactitud). 
Se pueden usar menos lotes en 
determinados casos. 
Recuperación, añadido en matriz pre-
extracción vs matriz post-extracción. 

Primera (considerando que se evalúa 
concentración y no áreas, y solo 
aplica a la precisión global del 
método o set 3) 
Segunda (considerando que utiliza 
curva validada y no ecuaciones 
obtenidas entre los lotes). 
Tercera (solo aplica a RE). 

CLSI C62 
2022 
[185] 

5 (7) Efecto matriz absoluto añadido en matriz 
post-extracción vs solvente. Variabilidad 
de áreas ratio. Normalización del efecto 
matriz por IS. 
Refiere a Matuszewski et al. [213] y CLSI 
C50 [177] como mejores prácticas. 

Primera (CV áreas ratio y por 
referencia a Matuszewski et al. 
[213]) 
Tercera (solo aplica a ME, MEF; 
considerar aproximación completa 
por su referencia a Matuszewski et 
al. [213]) 

CLSI C50 
2007 
[177] 

5 (-) Evaluación de efecto matriz absoluto 
(ME), eficiencia de la extracción (RE) y 
eficiencia del proceso (PE). 
Refiere a Matuszewski et al. [213] y 
Maurer et al. [268] como mejores 
prácticas. 

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

*ICH M10 actualmente respalda la guía más actualizada de la EMA (para la UE) y la FDA (para EE. UU.) 
sobre la validación de métodos bioanalíticos. 
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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 desarrolló un flujo de trabajo que integra en un único esquema 

experimental las estrategias recomendadas por las principales guías de bioanálisis, 

acompañado de una herramienta Excel automatizada, de libre acceso, que facilita 

cálculos e interpretación de resultados. La herramienta es aplicable a otros analitos y su 

protocolo presenta una amplia utilidad en química analítica. 
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8.6. INTERPRETACIÓN Y SIGNIFICACIÓN CLÍNICA DE LOS GSL 

 

Clásicamente, la EP ha sido entendida como una proteinopatía en la que los lípidos 

contribuyen al proceso patológico de forma secundaria. Sin embargo, algunos autores 

[269] ya describen las sinucleinopatías como entidades simultáneamente 

proteinopáticas y lipidopáticas, en las que un círculo vicioso de dishomeostasis proteica 

y lipídica contribuye a la progresión de la enfermedad. 

 

8.6.1. Perfil clínico y lipídico en la cohorte EP-GBA. 

La mayoría de los pacientes con EP-GBA son portadores heterocigotos y conservan una 

actividad residual de β-GCasa, que puede alcanzar hasta un 50% [48]. Este nivel de 

actividad podría ser suficiente para evitar la acumulación detectable de GluCer, lo que 

explicaría la ausencia de alteraciones marcadas en algunos estudios [26]. Incluso en la 

EG, en la que la actividad enzimática suele reducirse al 10–20%, muchos pacientes no 

desarrollan EP [146]. Todo ello refuerza la idea de que la disfunción de β-GCasa actúa 

más como un factor de riesgo o de susceptibilidad que como un determinante patológico 

directo. Factores genéticos como la presencia de otras mutaciones que actúan como 

moduladores de GBA, u otros como la edad o la exposición ambiental podrían inducir 

una disfunción progresiva y favorecer la acumulación de sustratos [97].  

A pesar de ello, la presencia de variantes en GBA1 se ha relacionado con un perfil clínico 

y biológico específico dentro de la EP [74] (Tabla 3), y las diferencias observadas según 

la gravedad de la mutación podrían contribuir a definir subgrupos con distinto 

pronóstico [127,270]. En nuestra cohorte, los pacientes EP-GBA mostraron una edad de 

inicio ligeramente superior, mayor duración de la enfermedad y puntuaciones más 

elevadas en las escalas motoras (Hoehn & Yahr y MDS-UPDRS III) respecto al grupo EPi, 

mientras que las puntuaciones cognitivas (MoCA) fueron similares entre ambos grupos 

(Tabla 26). 

En cuanto al perfil lipídico, en concordancia con estudios previos, GalCer presentó 

concentraciones superiores a las de GluCer en todos los grupos de pacientes, con 
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independencia del perfil clínico (Tabla 27). A pesar del reto analítico que supone su 

separación, por tratarse de estructuras estrechamente relacionadas, la inclusión de 

GalCer en el perfil analítico no sólo responde a una necesidad metodológica, sino de 

aplicación clínica, porque permite el cálculo 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 reducción 

de GalCer y, con ello, un aumento relativo del cociente GluCer/GalCer en el LCR de 

pacientes con hidrocefalia normotensiva idiopática, un trastorno parkinsoniano. Otros 

ratios de normalización, como GluCer/SM, se han propuesto en LCR como marcador 

pronóstico en pacientes con EP idiopática y EP-GBA [172] . 

En nuestra cohorte, se observaron tendencias al alza de GluCer/GalCer tanto entre 

grupos clínicos (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 mostró medianas de ratios 

GluCer/GalCer más 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 tamaño limitado de la muestra, apuntan a que la cuantificación de GSL podría 

tener aplicaciones más amplias, más allá del contexto específico de los portadores de 

variantes en GBA1, y resultar de interés en el estudio de otras alteraciones genéticas 

vinculadas a la vía lisosomal o al metabolismo de esfingolípidos, muy frecuentes en EP 

[36]. Además, concuerdan con estudios previos que han descrito una reducción de la 

actividad de β-GCasa en pacientes sin variantes patogénicas en GBA1 [140,146,149], así 

como con la existencia de una disfunción progresiva de la vía 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 fisiopatología de la EP, se considera relevante cuantificarlas de forma 

individual, ante la posibilidad de que alguna aporte información adicional. En este 

sentido, ciertas ratios específicas de isoformas individuales, como C22:0, C23:0 o C24:0, 

mostraron un especial interés en este estudio, en línea con observaciones previas 



194 

[139,151,166,171,173], al presentar medianas más elevadas en el grupo EP-GBA, 

especialmente en portadores de mutaciones severas. 

Aunque las isoformas de GalCer no han sido evaluadas tan extensamente como las de 

GluCer, su inclusión en el análisis permite la separación cromatográfica de GluCer, 

facilitar la normalización de los resultados, y complementar el análisis de las 

concentraciones absolutas, favoreciendo así una evaluación más integral de los perfiles 

lipídicos en la EP. 

 

8.6.2. Relación entre biomarcadores lipídicos y progresión clínica. 

Aunque múltiples estudios longitudinales han evidenciado una progresión motora más 

rápida en EP-GBA [47,70,128] (Tabla 3), medida mediante escalas como MDS-UPDRS y 

Hoehn y Yahr, la relación en el caso de los esfingolípidos y las puntuaciones clínicas es 

limitada. Algunos estudios no han hallado una correlación significativa entre las pruebas 

clínicas y la concentración de esfingolípidos [166,174]. Al inicio del estudio de Huh 21 et 

al. [172] no observaron asociación entre los niveles de esfingolípidos y las puntuaciones 

MoCA en pacientes con EP idiopática, aunque sí en el grupo EP-GBA; sin embargo, en 

ambos grupos, aquellos pacientes en el cuartil más alto de GluCer/SM presentaron un 

empeoramiento cognitivo más acelerado a lo largo del tiempo. Por otro lado, Te Vruchte 

et al. [165] encontraron correlaciones con la escala MDS-UPDR III 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 clínicas. No obstante, el grupo 

EP-GBA, que mostró la mediana de ratios más elevada, fue también el que presentó las 

puntuaciones más altas en MDS-UPDRS III y Hoehn & Yahr. 

 

8.6.3. Consideraciones para la aplicabilidad clínica. 

El tamaño reducido de las muestras en el presente estudio y en trabajos previos 

constituye una limitación importante que podría explicar la ausencia de diferencias 

estadísticamente significativas entre grupos. En aquellos estudios que incluyeron 
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cohortes más amplias, integradas en grandes iniciativas multicéntricas como la 

Parkinson’s Progression Markers Initiative (PPMI), y que permitieron estratificar a los 

individuos según el tipo o la severidad de la mutación en GBA1, se observaron 

concentraciones significativamente más elevadas de GluCer en los pacientes EP-GBA, y 

en relación con la gravedad de la variante [151,172]. A pesar de ello, los intervalos de 

concentración tienden a solaparse entre grupos, lo que limita el poder discriminativo de 

estos marcadores. Diversos autores han remarcado que contar con una potencia 

estadística adecuada no implica necesariamente una relevancia clínica o biológica 

[170,174,272]. La correcta interpretación de estas diferencias requiere considerar tanto 

la precisión analítica del método empleado como la variabilidad biológica inherente del 

biomarcador [273,274]. Para que un analito resulte clínicamente útil, es deseable que 

presente una baja variabilidad intraindividual en relación con el cambio esperado. De 

este modo, más allá de la capacidad de discriminar entre distintos grupos, la estimación 

de su variación biológica permitiría obtener datos útiles para valorar su utilidad clínica a 

nivel individual. En el caso de GluCer, no existen bases de datos al respecto, y la mejor 

estimación disponible es la proporcionada por den Heijer et al. [166], que calculó una 

variabilidad intraindividual interdiaria del 5,8–12% de GluCer en plasma, dependiendo 

de la isoforma y el estado clínico del paciente, y que ofrece un punto de partida para 

futuras investigaciones orientadas a definir su aplicabilidad clínica. 

 

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 GBA1, 

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 optimización de los 

métodos. 

En primer lugar, aunque los métodos empleados para cuantificar los modelos preclínicos 

han sido monitorizados para garantizar la coherencia de los resultados, aún no han sido 

validados conforme a las guías internacionales. Asimismo, sería recomendable 

reconsiderar posibles modificaciones en el pretratamiento de las muestras y en la 

preparación de las curvas de calibración. 

Por otro lado, para mantener la coherencia con estudios previos de cuantificación en 

tejido y considerando las limitaciones de recursos, se decidió priorizar la optimización 

del método LC-MS/MS con cromatografía HILIC para la cuantificación de los isómeros en 

LCR humano, mientras que la cuantificación de las isoformas en tejido cerebral murino 

se realizó mediante cromatografía de fase reversa. Aunque este último enfoque 

evidenció diferencias entre grupos en varios de los estudios presentados en esta tesis, 

la incapacidad de separar los isómeros GalCer y GluCer podría haber atenuado dichas 

diferencias e incluso interferido o enmascarado su detección en otros estudios. Por ello, 

en el futuro sería recomendable completar la optimización y evaluación del método 

basado en cromatografía HILIC para posteriores cuantificaciones de los isómeros en 

tejido cerebral. 

Por último, no fue posible incluir GluSph en el perfil para LCR debido a la limitada 

capacidad de detección del método. Durante el desarrollo de esta tesis se publicó el 

primer y único estudio que logró su cuantificación, incluyendo una validación del LoQ en 

términos de precisión y veracidad, mediante el acoplamiento en serie de dos columnas 

HILIC [175]. Este trabajo pone de manifiesto la dificultad asociada a su análisis y la 

necesidad de una mayor optimización instrumental y de recursos. 
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8.7.2. Limitaciones relacionadas con la evaluación del método para la 

cuantificación de isoformas en LCR. 

Si bien se siguieron las recomendaciones generales de las principales guías 

internacionales, la aplicación práctica de ciertos protocolos y criterios se ajustó a las 

condiciones reales del laboratorio, marcadas por la disponibilidad limitada de 

instrumental, restricciones de tiempo y, especialmente, por la dificultad para obtener 

volúmenes suficientes de LCR, tanto en términos de cantidad total como de diversidad 

de lotes. Esta limitación condicionó el diseño experimental, reduciendo el número de 

niveles de concentración y de réplicas, y obligó a adaptar procedimientos que, en 

condiciones ideales, hubieran requerido un volumen mayor, como los destinados a la 

evaluación del efecto matriz o la equivalencia de curvas. Además, la presencia endógena 

de los analitos en la matriz, dificultó el uso de LCR nativo, al no disponerse de un 

procedimiento de depleción eficiente. 

Una limitación adicional del estudio fue la falta de evaluación de interferentes 

endógenos, como la posible contaminación sanguínea del LCR en caso de punción 

lumbar traumática. 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 proporción 

relativa respecto a GalCer también está invertida [175]. No existen estudios específicos 

para esfingolípidos, pero sí para la α-sinucleína. El punto de corte “empírico” que suele 

ser utilizado es de 200 ng/mL [275–277], pero Paciotti et al. [278] definieron un umbral 

máximo permisible de hemoglobina de 1,5 µg/L, que no es detectable 

macroscópicamente. Estos factores podrían estar influyendo en los resultados de este y 

otros estudios, y debería considerarse en futuras investigaciones. 

Por ello, sería recomendable contemplar el uso de matrices alternativas, la inclusión de 

un mayor número de concentraciones y la evaluación de distintas condiciones 

preanalíticas, como la presencia de hemólisis. Asimismo, sería 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 

áreas absolutas durante la reinyección de series consecutivas de muestras. Estas 

reducciones, de entre un 15% y un 30% según el analito, afectaron a los valores 

calculados de ME, RE y PE, y podrían estar asociadas a inestabilidad del sistema o del 

interfaz, tal como se ha descrito previamente [213]. Además, el orden de inyección 

puede influir en la estimación del efecto matriz, introduciendo un posible sesgo 

adicional [239]. 

Cabe señalar que existen enfoques alternativos, complementarios al diseño 

experimental propuesto para la evaluación del efecto matriz, que proporcionan 

estrategias más amplias para identificar fuentes adicionales de la pérdida de analito, 

investigando el origen de ME y RE, y estimando por separado la contribución del IS y los 

estándares [236,243]. También se han descrito estrategias para estimar la eficiencia 

global del proceso, minimizando la variabilidad metodológica, mediante la diferencia de 

la variabilidad entre distintos lotes y el de un único lote analizado de forma repetida 

[234,235]. 

 

8.7.3. Limitaciones relacionadas con la aplicación clínica en la cohorte 

VHIP. 

El tamaño reducido de la cohorte limitó la posibilidad de extraer conclusiones 

estadísticamente sólidas sobre las diferencias entre grupos. Además, durante el análisis 

de muestras, varias isoformas de GluCer fueron detectables cromatográficamente, pero 

se encontraron por debajo del LoQ en algunos individuos. Las tasas de recuperación 

observadas apuntaron a pérdidas relevantes durante la extracción, lo que compromete 

la eficiencia global del método, especialmente en concentraciones próximas a este 

límite.  
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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 comunicación 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 estratificación de portadores de variantes en GBA1, tanto en la fase 

prodrómica como en la fase manifiesta de la enfermedad, por tanto, se ha convertido 

en una necesidad para abordar cuestiones relacionadas con la progresión y el pronóstico 

de la enfermedad, y la respuesta a potenciales tratamientos específicos [128,129]. En el 

contexto actual, en el que se están iniciando los primeros ensayos clínicos en pacientes 

con EP-GBA, como los desarrollados por Bial (chaperona farmacológica) y Prevail 

Therapeutics (terapia génica) (Tabla 4), resulta fundamental disponer de biomarcadores 

que permitan validar la eficacia terapéutica y/o servir como criterio de inclusión de 

subgrupos específicos. 

Aunque la evidencia disponible aún no permite establecer conclusiones definitivas sobre 

el valor individual de biomarcadores como la actividad enzimática o la concentración de 

GSL, su combinación entre ellos y con otras pruebas complementarias ha mostrado 

mejorar la precisión diagnóstica [10,148,280]. En esta línea, se han propuesto 

combinaciones como especies de α-sinucleína con actividad de β-GCasa [148], o 

proteínas asociadas al daño neuroaxonal, como Tau o NfL, cada vez más implementadas 

en la rutina asistencial de los laboratorios clínicos, para mejorar la estratificación de los 

pacientes [129]. Asimismo, otros lípidos han sido propuestos como biomarcadores, 

incluyendo gangliósidos complejos [143,176] y colesterol glucosilado [26], por lo que 

ampliar el perfil bioquímico analizado representa una posible vía de desarrollo 

complementaria. Además, la evidencia disponible sugiere que estas estrategias podrían 

extenderse a subgrupos más amplios de pacientes con EP sin variantes en GBA1, lo que 

refuerza su potencial utilidad más allá del contexto genético concreto y respalda su valor 

en un enfoque más personalizado de la enfermedad. 
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La dirección actual en el estudio de la EP avanza hacia sistemas de estadificación 

biológica, que complementan los criterios clínicos mediante la integración de 

biomarcadores objetivos (neuroimagen, bioquímicos y/o genéticos) [127,281]. Este 

enfoque, ya consolidado en otras enfermedades neurodegenerativas como la 

enfermedad de Alzheimer mediante la clasificación biológica AT(N) de la National 

Institute on Aging – Alzheimer’s Association (NIA-AA) de 2018 [282], plantea una 

redefinición de estas entidades clínicas en función de perfiles de biomarcadores. En el 

caso de la EP, se incluyen dominios como biomarcadores de α-sinucleína, disfunción 

lisosomal, alteraciones lipídicas y variantes genéticas, que resultan especialmente 

relevantes en subentidades como EP-GBA (Figura 45). 

 

 
Figura 45. Categorías prometedoras de biomarcadores para el sistema de estadificación biológica en EP. 
El recuadro central representa los posibles ejes: biomarcadores de α-sinucleína (técnicas bioquímicas 
como inmunoensayos o RT-QuIC); biomarcadores de neurodegeneración dopaminérgica (técnicas de 
imagen funcional y estructural como DaT-SPECT, FDOPA-PET o MRI); biomarcadores de fisiopatología 
complementaria (como alteraciones lisosomales, mitocondriales, inflamatorias o de estrés oxidativo); 
fenotipo clínico (medidas clínicas 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. Estandarización y armonización de metodologías EP-GBA. 

El uso de protocolos, solventes y estándares comunes a lo largo de todo el proceso de 

optimización secuencial tiene como finalidad promover la armonización entre modelos 

y matrices. Esta continuidad metodológica desde etapas preclínicas presentaría ventajas 

en términos de comparabilidad entre resultados experimentales, permite una mejor 

interpretación de los hallazgos y facilita la transferencia de conocimientos desde la 

investigación básica al contexto clínico.  

En este contexto, el LCR y la sangre se consideran las principales matrices de interés, al 

permitir una evaluación in vivo de los procesos fisiopatológicos de la enfermedad [283]. 

El LCR, por su proximidad al SNC, constituye una matriz ideal para la identificación de 

biomarcadores de patología cerebral, aunque su uso en el seguimiento longitudinal 

presenta limitaciones prácticas por la necesidad de realizar punciones lumbares 

repetidas. Las muestras de sangre emergen como una alternativa más accesible [129]. 

GluCer es abundante en sangre periférica y su concentración puede estar modulada por 

procesos sistémicos, por lo que podría no reflejar la patología cerebral; sin embargo, 

diferentes estudios han descrito incrementos en los niveles de esfingolípidos en 

pacientes EP respecto a individuos sanos [164–168].  

 

Como parte del presente trabajo, se ha iniciado una aproximación preliminar del método 

con cromatografía HILIC a la matriz suero (Figura 46). Futuros trabajos podrían 

profundizar en su desarrollo para la caracterización de estos perfiles en sangre 

periférica, explorando su potencial como herramientas complementarias al LCR.  

La estrategia metodológica descrita constituye una base sólida para su adaptación a 

nuevas aplicaciones, facilitando la armonización de protocolos en el estudio de EP-GBA. 

Al seguir una sistemática común, 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 separación de los isómeros 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 creación de 

redes de validación externa y la colaboración en estudios multicéntricos. Además, las 

herramientas prácticas propuestas y la estandarización de los protocolos analíticos 

ofrecen una base útil para facilitar su implementación de forma sistemática, tanto en el 

contexto de la EP-GBA como en otros ámbitos del laboratorio clínico. 
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Conclusiones 
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1. Los métodos LC-MS/MS desarrollados para estudios en modelos preclínicos, pese a 

sus limitaciones metodológicas, 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 observó que la reducción de sustratos 

lipídicos constituyó un indicador más representativo de la eficacia terapéutica que el 

aumento de la actividad enzimática, ofreciendo un enfoque objetivo para la 

monitorización de nuevas estrategias terapéuticas. 

 

2. Se desarrolló y validó un método LC-MS/MS basado en HILIC para la cuantificación de 

isoformas de GluCer y GalCer en LCR humano, cumpliendo los criterios de selectividad, 

límite de cuantificación, linealidad, precisión, veracidad, estabilidad y efecto matriz 

establecidos en las principales guías internacionales de validación de métodos 

bioanalíticos. 

 

3. Ante la ausencia de recomendaciones armonizadas para el estudio del efecto matriz, 

la combinación de diferentes estrategias permitió una evaluación más integral. Se 

propuso un flujo de trabajo sistemático, acompañado de una herramienta de uso libre 

que automatiza cálculos e interpretación de resultados, facilitando la adherencia a las 

principales guías internacionales y promoviendo la estandarización de la evaluación. 

 

4. En la cohorte VHIP, las ratios GluCer/GalCer fueron más altas en pacientes con EP que 

en los controles, especialmente en portadores de mutaciones en GBA1 y en aquellos con 

variantes más severas, respaldando el valor potencial de los perfiles lipídicos en LCR 

como biomarcadores de EP-GBA. 

 

5. La cuantificación de esfingolípidos mediante métodos LC-MS/MS in-house robustos 

proporciona información relevante tanto en modelos experimentales como en LCR 

humano, respaldando su aplicabilidad en investigación preclínica y clínica sobre la EP. 
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