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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. ESQUIZOFRENIA Y SU PROBLEMATICA

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico multifactorial, cuyo
desarrollo esta influenciado por un conjunto de factores genéticos y
ambientales que contribuyen a la manifestacién de un espectro de sintomas.
Es un desorden devastador que afecta al 0,5-1% de la poblacion mundial y
por lo general afecta a adultos jovenes. Se caracteriza por una alteracion
profunda en la cognicion y la emocion, desarrollando sintomas psiquiatricos
como delirios y alucinaciones, es decir, sintomas negativos en los que las
bases emocionales y de comportamiento disminuyen o desaparecen. Se
desarrollan también sintomas de deterioro cognitivo como comportamiento
desorganizado o catatdénico, problemas de atencién, concentracion,
ralentizacion psicomotriz, reduccion en la habilidad de trabajar y cuidar de si
mismo. Todo ello provoca una dependencia total o parcial que puede

conducir a una discapacidad permanente. *2

A pesar de la investigaciobn desarrollada, los procesos patofisiol6gicos
moleculares que subyacen en esta enfermedad permanecen desconocidos.
La falta de herramientas de diagnostico molecular fiables hace que en la
actualidad el diagndstico de la esquizofrenia se base en una interpretacion
subjetiva de los sintomas que presentan los pacientes, asi como en

entrevistas con los familiares.®

La terapia con psicofarmacos es el pilar principal del tratamiento de esta
enfermedad, especialmente en sus fases agudas, en las que los psiquiatras
administran a los pacientes farmacos neurolépticos o antipsicéticos
convencionales, como el haloperidol, la clorpromazina y la flufenazina
(Figura 1). En los ultimos afios, los farmacos antipsicéticos atipicos (AAPD)
han demostrado su superioridad sobre los neurolépticos convencionales en
términos de eficacia y efectos secundarios. Entre estos farmacos AAPD se

incluyen la olanzapina, la clozapina y la risperidona entre otros (Figura 2).
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Figura 1. Estructura quimica de algunos farmacos antipsicéticos tipicos.
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Figura 2. Estructura quimica de algunos farmacos AAPD.

Existen multitud de evidencias que ponen de manifiesto que pacientes con
esquizofrenia difieren de los controles sanos en lo relativo a parametros
neuropatolégicos, bioquimicos y genéticos. Por otro lado queda patente la
existencia de factores ambientales desencadenantes como un trauma infantil
o0 una infeccién viral neonatal entre otras, pero aun no se han obtenido
resultados satisfactorios a nivel clinico que permitan asegurar un diagnostico
fiable.!

En un intento de conseguir este diagnostico fiable se recurre a las ciencias
omicas con el fin de esclarecer la enfermedad a nivel molecular. Las ciencias
omicas engloban a todas las disciplinas, tecnologias y aéreas de
investigacion que estudian el conjunto o totalidad de un sistema biologico,
proporcionando gran cantidad de informacion. Entre ellas se encuentran la

gendmica, transcriptémica, proteébmica y metabolémica, como se muestra en
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la Figura 3, y son complementarias entre si. Todas ellas constituyen nuevas
herramientas de conocimiento que posibilitan el avance cientifico en areas

mas especificas, como puede ser la busqueda de biomarcadores.
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Figura 3. Cascada de las ciencias 6micas.

Un biomarcador es un compuesto (metabolito) del sistema bioldgico humano
gue se analiza en sangre, plasma, orina, etc. Se mide y se evalla de forma
objetiva como un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos
patogénicos, o0 respuestas farmacoldgicas a una intervencidon terapéutica.
Asi mismo se puede definir como la propiedad biol6gica de un humano o
animal cuya medicion in vitro o identificacion es util para la prevencion,
diagnéstico, prondstico, tratamiento y seguimiento de las enfermedades,

ademas de su comprension.®

En este trabajo, se utilizara como ciencia émica la metabolomica, para la
busqueda de biomarcadores de la esquizofrenia. Como se observa en la

Figura 4 es una técnica que esta en auge en los ultimos afos.
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Figura 4. Evolucion de las publicaciones de los articulos sobre metabolémica en los 10

Ultimos afios. (Fuente: SciFinder, Keywords: Metabolomics).

1.2. METABOLOMICA

Como se ha mencionado anteriormente, la metabolomica es una ciencia
“dmica” que se centra en la identificacion, cuantificacion y caracterizacion del
metaboloma.® Consiste en el estudio y comparacion de todas las moléculas
de bajo peso molecular (<1200 Da), que intervienen en los procesos
celulares y nos revela el funcionamiento del metabolismo para un
determinado dérgano o ser vivo en un momento dado. Estas moléculas de
bajo peso molecular son denominadas metabolitos y entre ellos se
encuentran intermediarios del metabolismo, hormonas y otras moléculas de
sefalizacion, asi como metabolitos secundarios. La ausencia o presencia de
alguno de estos compuestos, asi como la concentraciéon relativa de ellos,
puede ser un indicador del estado en el que se encuentra el ser vivo objeto

de estudio. Mientras que otras émicas, como la gendmica y la protedmica,
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nos indican lo que podria haber pasado en el organismo, la metabolomica
nos da informacién sobre lo que realmente ha pasado y, por lo tanto, es la
ciencia que mejor puede caracterizar los fenotipos de los seres vivos.
Asimismo ayuda a entender mejor los mecanismos bioquimicos, a identificar
biomarcadores, a cuantificar metabolitos en distintos entornos, asi como en
diferentes flujos biologicos. Ademas, la metabolémica le ha sido la técnica
mas empleada en los Ultimos afios en comparacion con las demas ciencias

Omicas, como se puede ver en la Figura 5.

n° de articulos
e Genomica  esflilssMetabolomica g Transcriptomica e=ssProteémica
4000

-
A N

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 Ario

Figura 5. Evolucién de las publicaciones sobre las distintas ciencias “0micas” en los 10
ultimos afios. (Fuente: SciFinder, Keywords: Genomics, Metabolomics, Transcriptomics y

Proteomics).

Existen dos variantes de la metabolomica, la dirigida y la no dirigida, siendo
ambas complementarias. Por un lado, la metabolomica no dirigida consiste
en la obtencion del perfil metabodlico mediante el analisis de todo el
metaboloma, mientras que por otro lado, la metabolémica dirigida se enfoca

en un conjunto de metabolitos conocidos. En este Ultimo tipo de
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metabolomica, la identificacion de los metabolitos se ha obtenido haciendo
usos de bases de datos o mediante la realizacion previa de una

metabolémica no dirigida. >’

El flujo de trabajo en metabolomica se recoge en la Figura 6. En primer
lugar se realiza la recogida y almacenaje de las muestras, que deben ser lo
mas reproducibles posibles y adecuadas tipo de muestra a estudiar con tal

de que no influyan negativamente en los datos finales.*

Recogidade Tratamiento de Analisis de rocesado de Tratamiento dentificacion de
muestras muestras muestras datos quimiomeétrico metdbohlus
de datos

gie) |+ ||

Figura 6. Flujo de trabajo en metabolomica.

La segunda etapa, el tratamiento de muestra, depende de la matriz a
analizar y de la técnica analitica que se emplee. Como el objetivo es analizar
el mayor nimero de metabolitos el mejor tratamiento de muestra es aquel en
el que la muestra se modifique lo menos posible. Las matrices que se suelen
analizar en metabolémica suelen ser plasma, fluido cerebroespinal, orina,
higado, heces y células entre otras. Es importante conocer el procedimiento
de tratamiento de muestra para las diferentes matrices porque es un paso
muy critico a la hora de obtener resultados 6ptimos. En el caso de la orina,
por ejemplo, una simple dilucién es el procedimiento mas comudn. Mientras
que para el plasma las mas comunes suelen ser una extraccion liquido-
liquido o extraccién en fase sélida.®%*° En este trabajo se utilizara el método
de precipitacion de proteinas, previamente optimizado por el grupo

investigador, como tratamiento de muestra.

El andlisis de las muestras en metaboldmica, requiere el empleo de técnicas
analiticas universales, capaces de analizar cientos e incluso miles de

compuestos de naturaleza muy diversa y de forma simultanea. Las dos
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técnicas mas empleadas en este campo son la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) y la Espectrometria de Masas (MS). La RMN proporciona la
informacion estructural mas detallada de los metabolitos, pero su aplicacion
tiene limitaciones por su sensibilidad y complejidad.'** Esta técnica
determina las propiedades fisicas y quimicas de los a&tomos o las moléculas
en las que estan contenidos. Para ello se mide la absorcién de la radiacion
electromagnética en la regidn de las radiofrecuencias, donde es el nucleo de
los atomos el que estad envuelto en la absorcién.’®* Por otro lado, la
Espectroscopia de Masas (MS) sirve para identificar y cuantificar
compuestos desconocidos de interés, ademas de dilucidar la estructura y las
propiedades quimicas de las moléculas. Esta técnica analitica convierte los
componentes de una muestra en iones gaseosos que se separan por su

masa.*1

La MS se acopla a diferentes técnicas de separacion como son la
cromatografia de liquidos (LC) y la cromatografia de gases (GC). La técnica
de cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) es adecuada
dada su alta sensibilidad, pero la complejidad de las muestras biol6gicas
hace que el analisis bidimensional GCxGC/MS, cobre importancia debido a
que se logra una mejoria considerable en la separacién de los metabolitos y
disminuye la complejidad del analisis de los metabolitos de bajo peso
molecular mediante MS.*® Esta dltima técnica se esta utilizando cada vez en
mayor medida. Hay que destacar que la utilizacion de la GC est4 limitada a
muestras con compuestos volétiles o derivatizados quimicamente para
convertirlos en volatiles. Por otro lado, la separacion de los analitos también
se puede realizar por LC previo a su andlisis por MS.'” La ventaja de la LC

es que las muestras no necesitan una etapa de derivatizacion previa.

Muchos analitos no polares, se pueden analizar por GC 0 GCxGC/MS una
vez derivatizados, pero no todos los metabolitos no polares pueden ser
detectados. Para superar esta limitacion se puede recurrir a otra técnica, la

Cromatografia de Fluidos Supercriticos (SFC).*®
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Esta técnica de SFC combina propiedades tanto de la GC como de la LC, ya
que la separacion se lleva a cabo a una temperatura y presion elevadas y la
muestra se encuentra en un estado gaseoso y posee una mayor fluidez.*
Por lo tanto, las moléculas que no son volatiles y por consecuencia no se
pueden analizar por GC a veces se pueden separar mediante SFC. Lo
mismo se puede aplicar a los compuestos no polares que son insolubles en

disolventes acuosos y no se pueden separar mediante LC.%

En definitiva, la obtencion de datos fiables de los metabolitos requiere de un
andlisis amplio mediante el mayor numero de herramientas analiticas
posibles, como son las diferentes técnicas y métodos analiticos. Es decir, no
hay un Unico ensayo que permita la deteccion e identificacién de todos los
metabolitos en una muestra biolégica, asi que se tendran que emplear
diferentes técnicas analiticas para un andlisis metabolémico. Debido a la
complejidad de estos andlisis, a menudo se lleva a cabo una metabolomica

dirigida para experimentos especificos.®

Una vez realizados los andlisis por los diferentes métodos analiticos, la
siguiente etapa consiste en procesar los datos obtenidos y en tratarlos
convenientemente para hallar los metabolitos presentes en las muestras

analizadas.

Por lo tanto, la metabolémica es una ciencia que permite obtener perfiles
metabdlicos, asi como alteraciones en los mismos, que podrian estar
asociados a una enfermedad o a un tratamiento farmacoldgico. Ademas, es
una ciencia que se puede aplicar a muestras obtenidas de una forma no
invasiva, como la orina o la saliva, o de una forma poco invasiva como la
sangre. Debido a esta Ultima ventaja, se emplea para el estudio de un amplio
namero de enfermedades. Entre estas enfermedades se encuentran las del
Sistema Nervioso Central (SNC), que han sido descritas en una serie de
trabajos recientes. Estos trabajos han demostrado la viabilidad y las ventajas
del empleo de la metabolémica como herramienta para estudiar las multiples

rutas bioquimicas que podrian estar alteradas en las enfermedades del SNC.
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1.3. METABOLOMICA Y ENFERMEDADES DEL SNC

Una de las enfermedades del SNC en la que se ha aplicado la metabol6émica
es la Enfermedad de Huntington (HD), que es una enfermedad
neurodegenerativa causada por la mutacién en un gen. Se caracteriza por
una neurodegeneracion progresiva que se manifiesta por una alteracion
cognitiva, trastorno del comportamiento y una descoordinacion en los
movimientos.?* Se ha estudiado la concentracién de diferentes metabolitos
involucrados en el metabolismo energético del cerebro mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) y de
fosforo (**P-RMN) empleando como matriz cerebro de ratén. Ambas son
unas técnicas no destructivas.?” Algunos de los biomarcadores encontrados
en el cerebro para esta enfermedad son el adenosin trifosfato (ATP), la
creatina quinasa y el acido 3-nitropropiénico (3-NP) entre otros, los cuales
han proporcionado un apoyo fundamental para la detecciébn de sefiales

precursoras antes de la neurodegeneracion en esta enfermedad.?

Otra enfermedad muy importante del SNC es el Parkinson, que es el
trastorno motor neurodegenerativo mas comun. Es facil de reconocer por su
prominente fenotipo locomotor, caracterizado por la bradicinesia (lentitud de
movimiento), dificultad para iniciar el movimiento, temblor en reposo, rigidez

.23 estudiaron las concentraciones de

e inestabilidad postural. Caudle y co
algunos metabolitos mediante RMN, LC-MS o GC-MS en muestras de orina
y sangre de pacientes diagnosticados con esta enfermedad. Los metabolitos
estudiados para esta enfermedad son la 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG),
el acido Urico y principalmente, la a-sinucleina, los cuales han demostrado
ser biomarcadores Optimos para el seguimiento de la enfermedad, con una

sensibilidad y especificidad buena.?

Ademas de las dos enfermedades citadas, también se incluyen entre las
patologias relacionadas con el SNC el trastorno bipolar, la depresiéon y la
esquizofrenia. Este trabajo se centrara en las aportaciones de la
metaboldmica dirigida a la busqueda de posibles biomarcadores de la

esquizofrenia.
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1.4. METABOLOMICA Y ESQUIZOFRENIA

La aplicacion de la metabolémica a una enfermedad como la esquizofrenia
precisa conocer los metabolitos que sufren alteraciones en su concentracion
al desarrollar la enfermedad. Como ya se ha comentado en el flujo de
trabajo, para la deteccion de estos metabolitos es necesario seguir una
metodologia definida, que va desde la toma de muestra hasta la
identificacion de los diferentes metabolitos. Hasta ahora la mayor parte de
los experimentos realizados para la identificacion de biomarcadores de
enfermedades se han realizado en animales, mas concretamente en
ratones. Sin embargo, en este trabajo se llevara a cabo la determinacién de
ciertos metabolitos en plasma de pacientes diagnosticados como
esquizofrénicos con el fin de obtener informaciébn sobre los posibles
mecanismos alterados en la esquizofrenia en funcion de las diferencias

encontradas.

En primer lugar se debe realizar una toma de muestra que generalmente
consiste en obtener una muestra de sangre u orina. Ademas es necesario
obtener el mayor nimero de muestras que aporten informacién especifica
(edad, sexo, enfermedad como diabetes o hiperlipidemia, desarrollo de
sindrome metabdlico, entre otros) que permitan agrupar a los individuos en
funcién de las diferentes variables. Se analizaran diferentes grupos de
individuos: uno es el grupo control, que son los que no han desarrollado la
enfermedad y otro grupo son los que han desarrollado la enfermedad. En
este Ultimo grupo se debe conocer si los pacientes estan siendo tratados con
farmacos o no, ya que si asi fuera los metabolitos en estudio podrian estar
alterados y los resultados podrian llevar a confusién. En caso de no estar
recibiendo un tratamiento en el momento de la toma de muestra, hay que

conocer cuanto tiempo llevan los pacientes sin medicacion.

La revision bibliografica realizada sobre las aportaciones de la metabolomica
a la esquizofrenia nos aporta la informacion recogida en la Tabla 1 sobre

posibles biomarcadores de la enfermedad.

10
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Tabla 1. Metabolitos analizados como posibles marcadores de esquizofrenia a lo largo del tiempo

colesterol
diacilglicerol (DAG)

acidos grasos libres Cromatografia liquida de alta . Aripiprazol
- Sangre Dirigida - - 25
triacilglicerol resoluciéon (HPLC) Risperidona

fosfatidilcolina (PC) Olanzapina
Apolipoproteina E

2007 | Metabolémica

Escala de los sindromes Sanare Dirigida 26
positivo y negativo (PANSS) 9 9 —

2012 | Protedmica lisofosfatidilcolina (LPC) inmunoensayo multiplex Sangre Dirigida — 27
fosfatidilcolina (PC)
Fosfatidiletanolamina (PE)
fosfatidilglicerol(PG)

2012 | Metabolémica fosfatidilserina (PS)
acido fosfatidico (PA)
triglicerido (TG)
Fosfatidiletanolamina (PE)
fosfatidilcolina (PC)
acido araquidoénico (AA) Extraccion + cromatografia en
Acido dihomo-gamma-linolénico (DGLA) capa fina

Acido eicosapentaenoico (EPA)

2008 | Protedmica a-2-macroglobulina

Cromatografia liquida de ultra

resolucion (UPLC) + ESIMS | ~andre Dirigida — 28

Risperidona
Aripiprazol

2013 | Metabolémica Plasma Dirigida 29, 30

Plasmalégenos de colina
2015 | Metabolémica Plasmaldgenos de etanolamina Centrifugacioén a vacio + MS Sangre Dirigida — 31

acido docosahexaenoico

11
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Como se observa en la Tabla 1, los metabolitos analizados para diagnosticar
la esquizofrenia generalmente son acidos grasos y carbohidratos (azucares).
Se han estudiados también algunos aminoacidos sulfurados en plasma®y se
ha comprobado que sus niveles en enfermos de esquizofrenia estaban
alterados, Tabla 2.

Tabla 2. Variacién de los niveles de aminoacidos sulfurados en pacientes de esquizofrenia

en muestras de plasma humano.

Metionina Ciclo de la metionina Aumentan 33
Homocisteina| Ciclo de la metionina Aumentan 34
Cisteina Trans-sulfuraciéon Disminuyen 35
Cistina Dimero de la cisteina | Disminuyen 36
Omitina Precursor de poliaminas | Aumentan 37
Glutation Antioxidante Disminuyen 38

Asi mismo, teniendo en cuenta los estudios que relacionan la esquizofrenia
con la alteracion del metabolismo glucidico y de ciertas proteinas, entre ellas
algunas que estan involucradas en el metabolismo central del carbono, en
este trabajo se han analizado algunos de los productos de dichas proteinas,
Figura 7, que se sospecha que pueden ser biomarcadores de la

enfermedad.

Entre los metabolitos del metabolismo central del carbono se han
seleccionado algunos azucares y acidos organicos. Los &cidos organicos
han sido: gliceraldehido 3-fosfato (GA3F), acido fosfoenolpiravico (FEP) y
acido 6-fosfogluconico (6FG), acido lactico (Lac), acido piruvico (Pir), acido
2-fosfoglicérico (2FG), acido glucuronico (Gluc), acido glutamico (Glut), acido
aspartico (Asp) y acido galacturénico (Gal), cuyas estructuras quimicas se
muestran en la Figura 8. Los azUcares estudiados han sido fructosa 6-
fosfato (F6F), glucosa 6-fosfato (G6F), fructosa 1,6-Bifosfato (F16bF), ribosa
5-fosfato (R5F) y maltosa (Mal), que se muestran en la Figura 8.
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Figura 7. Rutas metabdlicas implicadas en el metabolismo central del carbono. Se indican

en negrita algunos de los metabolitos estudiados.

del
seleccionado algunos azlcares y acidos organicos. Los acidos organicos

Entre los metabolitos del metabolismo central carbono se han
han sido: gliceraldehido 3-fosfato (GA3F), acido fosfoenolpiravico (FEP) y
acido 6-fosfoglucénico (6FG), acido lactico (Lac), acido piruvico (Pir), acido
2-fosfoglicérico (2FG), acido glucurénico (Gluc), acido glutamico (Glut), &cido
aspartico (Asp) y acido galacturénico (Gal), cuyas estructuras quimicas se
muestran en la Figura 8 Mientras que los azUcares estudiados son Fructosa
6-fosfato (F6F), Glucosa 6-fosfato (G6F), Fructosa 1,6-Bifosfato (F16bF),

Ribosa 5-fosfato (R5F) y Maltosa (Mal), que se muestran en la Figura 9.
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Figura 8. Estructuras quimicas de los acidos organicos estudiados.
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Figura 9. Estructuras quimicas de los azlcares estudiados.

Debido al caracter anidnico que presentan los azucares fosfato y los acidos
carboxilicos a valores neutros y basicos de pH, una técnica muy empleada
para su analisis es la cromatografia liquida de intercambio i6nico (conocida
como cromatografia i6nica).> Dentro de esta técnica se distinguen la
cromatografia ionica de exclusion ionica, la cromatografia idnica por afinidad,
o la mas utilizada, la de intercambio ionico. Esta Ultima se basa en un
proceso que permite la separacion de iones y moléculas polares en funcion
de su afinidad con el ion intercambiador. Dependiendo del tipo de iones que
se quieren analizar, se emplea un intercambio catidnico o intercambio
anionico. Se aplica a cualquier tipo de molécula cargada como proteinas

largas, nucledtidos pequefios y aminoacidos. Normalmente se utiliza para la

15
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purificacion de proteinas, analisis de agua, control de calidad y también se

puede emplear para la separacion de lantanidos.3%°

Existen distintos modos de deteccion de los analitos, como la deteccion por
conductividad o la deteccion electroquimica. La deteccion por conductividad
es el detector clasico en cromatografia idnica y mide la conductividad, que
es proporcional a la concentracion de la muestra idnica y se utilizara en este
trabajo para la determinacién de los acidos organicos.* La deteccion
electroquimica es una deteccion aplicable a compuestos organicos que se
oxidan o se reducen y se emplea en este trabajo para la determinacion de
los azlcares de interés.** La célula electroquimica, donde se mide la
corriente eléctrica generada por el analito al ser oxidado o reducido, .consta
de un electrodo de trabajo, que dependera de la aplicacion, un electrodo de
referencia y un electrodo auxiliar **.En este trabajo se utilizara un equipo de
cromatografia ionica con diferentes tipos de deteccion (conductimétrica y

electroquimica) para el analisis de los metabolitos anteriormente citados.

1.5. OBJETIVO

Ante la falta de herramientas moleculares para el diagndstico de la
esquizofrenia y dadas las posibilidades que ofrece la metabolémica para la
busqueda de biomarcadores de esta enfermedad, como ha quedado patente

en la revision bibliografica realizada, el objetivo de este trabajo se centra en:

“Evaluar la potencialidad de la la metabolémica dirigida, en concreto la
determinacién de los metabolitos del metabolismo central del carbono
(acidos organicos y azlcares) como posibles biomarcadores de la

esquizofrenia”.

Este objetivo se enmarca en un proyecto de investigacion que tiene como
objetivo global la busqueda de biomarcadores de esquizofrenia mediante
metabolémica tanto dirigida como no dirigida (obtencion de los perfiles
metabdlicos) en muestras de plasma de pacientes diagnosticados con esta

enfermedad.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Los &cidos organicos: (gliceraldehido 3-fosfato (GA3F), acido
fosfoenolpiravico (FEP) y acido 6-fosfogluconico (6FG), fueron obtenidas de
la casa comercial Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) y refrigeradas a -20°C.
Los acidos organicos: lactico (Lac), piravico (Pir), acido 2-fosfoglicérico
(2FG) fueron obtenidos de la casa comercial Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia)
y almacenados entre 2-8°C. Por otro lado, el &cido glucurénico (Gluc), fue
obtenido de la casa comercial Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa) y almacenado
a temperatura ambiente. Por ultimo los &cidos organicos: acido glutamico
(Glut), &cido aspartico (Asp) y acido Galacturonico (Gal) fueron
suministrados por la casa comercial Fluka BioChemika (Madrid, Espafia) y

almacenados a temperatura ambiente.

Los azlcares: fructosa 6-fosfato (F6P), glucosa 6-fosfato (G6P), fructosa 1,6-
Bifosfato (F16bF) y ribosa 5-fosfato (R5F) fueron adquiridas a la casa
comercial Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) y almacenados a -20°C. Por otro
lado la maltosa (Mal) de calidad para microbiologia fue obtenida de la casa
comercial Merck (Darmstadt, Alemania) y almacenada entre 15 y 25 °C en
un lugar seco y protegido de la luz. Todos los reactivos poseian una pureza

superior al 98%.

Los disolventes organicos metanol (MeOH) y acetonitriio de calidad
gradiente fueron suministrados por la casa comercial Teknokroma

(Barcelona, Espafia).

El hidréxido sdédico utilizado como eluyente en cromatografia iénica y el
acido sulfurico de calidad proanalysi fueron suministrados por la casa

comercial Merck (Darmstadt, Alemania).

El plasma humano comercial utilizado fue obtenido de los laboratorios

Seralab (Baltimore, USA) y almacenado a -20 °C.
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A lo largo de todo el trabajo se utilizd agua de calidad Milli-Q obtenida de un
sistema de purificacion de agua Milli-Q Element A10 de Millipore (Milford,
MA, EE.UU.).

Se prepararon disoluciones stock de los acidos organicos de concentracion
100 mg/L en metanol:agua (1:1) y se mantuvieron refrigeradas. Las
disoluciones de trabajo de concentracion 10 mg/L se prepararon por dilucion

con agua de las disoluciones stock.

Las disoluciones stock de los azlcares se prepararon en concentracion 1000
mg/L en metanol:agua (1:1) y se almacenaron a -20°C. A partir de estas
disoluciones por diluciéon con agua se obtuvieron las disoluciones de trabajo

de 10 mg/L que se inyectaron en el cromatégrafo iénico.

2.2. INSTRUMENTACION

Para la pesada de todos los reactivos se utilizd una balanza analitica

Sartorius SE con una precision de £ 0.0001g.

La separacion cromatografica de los acidos organicos se llevdo a cabo
usando un sistema cromatografico Dionex DX-600 (Dionex, San Diego,
California, E.E.U.U.), consistente en una bomba de gradiente Dionex GP50 y
un detector de conductividad Dionex ED50. El equipo tiene acoplado un
automuestreador Dionex AS40 con capacidad para 11 casetes de 6 viales de
5mL, PolyVial™, que incluyen un filtro de 20 um. La obtencién de los datos
se llevoé a cabo usando la version 6.8 del software Chromeleon de Dionex
(San Diego, California, E.E.U.U.).

Para la separacion de los acidos organicos se empled una columna analitica
de intercambio aniénico AS11-HC (4 x 250 mm), que tiene un ion amonio
cuaternario de alcanol como grupo funcional; una columna protectora AG11-
HC (4 x 50 mm), una columna supresora AMMS 300 (4 mm) y una columna
atrapadora de aniones de la fase movil Dionex lonPac ATC-3 (9 x 24 mm)
con un amonio cuaternario como ion intercambiador, termostatada a 35 °C.

El volumen de inyeccion fue de 50 pL, el flujo es de 1,45 mL/min y los
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eluyentes utilizados fueron NaOH, agua Milli Q y acido sulfarico para

asegurarse de que los analitos estan como aniones.

La separacion cromatografica de los azlcares se llevd a cabo en el
cromatografo i6nico Dionex DX-600 (Dionex, San Diego, California,
E.E.U.U.) acoplado a un detector electroquimico, que constaba de una célula
de medida con 3 electrodos: un electrodo de trabajo de Au) sobre el que se
produce la oxidacion de los azlcares, un electrodo de referencia (Ag/AgCl) y
un electrodo auxiliar de Pt. En la Figura 10 se muestra la onda de potencial
aplicada. Se utilizé una columna de intercambio i6nico CarboPac® PA10 (4
x 250 mm) con un sustrato (55% etilvinilbenceno entrecruzado con
divinilbenceno) de 10 um de didmetro aglomerado con un ion amonio (5%
entrecruzado) disfuncional de 460 nm MicroBead™. Ademas contiene una
columna protectora Carbopack PA10 (4 x 50 mm) y una columna atrapadora
de aniones de la fase movil Dionex lonPac ATC-3 (9 x 24 mm) con un

amonio cuaternario como ion intercambiador, termostatadas a 35 °C.

Quadruple Potential Waveform
(Waveform A, TN21) for Carbohydrates
08 Au Oxide Formation g‘gg’ 5) O:- Integ.
0.20 +0.1 Begin
Integrate 040 +0.1 End
g 0 | — 041 =20
= ' | Au Oxide Reduction, 042 =20
; l Electrode Activation gﬁ :8?
= { | 050 -0.1
3 |
5 Electrode Cleaning
00 01 02 03 04 05
Time (seconds) 13450-01

Figura 10. Forma de la onda de potencial aplicada al electrodo de trabajo de Au en el

detector electroquimico.
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En la precipitacion de proteinas se utilizé un VWR Mixer Dig Vortex 230V EU
(VWR International, Radnor-Pennsylvania, E.E.U.U.) y una centrifugadora
Eppendorf Centrifuge 5424 (Eppendorf Ibérica S.L.U., San Sebastian de los
Reyes-Madrid, Espafia).

2.3. TOMA DE MUESTRA

En la toma de muestra se emplearon tubos de extraccion de sangre
Vacutainer de la casa comercial Becton Dickinson and Company (Franklin
Lakes, NJ, EE.UU.) con EDTA como agente anticoagulante. Esta toma de
muestra se realiz6 en la Unidad de Neuroquimica del Hospital Psiquiatrico
de Zamudio. Las muestras de sangre se centrifugaban a 3000 rpm y 4 °C
para la obtencion del plasma. El sobrenadante se transfiere a viales y se

almacena a -802C hasta su analisis.

Se obtuvieron muestras de plasma “control” de individuos no diagnosticados
con esquizofrenia y muestras de pacientes diagnosticados con
esquizofrenia, gracias a la colaboracién de la Unidad de Neuroquimica del

Hospital Psiquiatrico de Zamudio.

Se recogen en la Tabla 3 las caracteristicas de las muestras control y de
pacientes esquizofrénicos analizadas en este trabajo.

Tabla 3. Muestras control y de pacientes utilizados para los andlisis de acidos organicos y

azUcares.

471 (Control) Mujer 53 L
Al54 Mujer 48 Abandonado hace 4
semanas
474 (Control) Mujer 53 L
A128 Mujer 50 Abandonado hace 4
semanas
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En este trabajo no se ha podido contar con un nimero mas elevado de
muestras dado que la Unidad de Neuroquimica est& pendiente del resultado
de la solicitud realizada al Comité de Etica del Hospital de Galdakano. Para

la obtencién de muestras de pacientes diagnosticados con esquizofrenia.

Las muestras de plasma humano comercial se doparon con disoluciones de
todos los analitos en concentracion de 15 mg/L. Para el analisis de acidos
organicos se doparon con los analitos Lac, GA3F, 6FG, Asp, FEP, 2FG, Pir,
Glut, Gal, Acido Glu; mientras que para la determinacion cualitativa de

azucares se soparon con F6F, G6F, F16bF, R5F y Mal

2.4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
2.4.1. Tratamiento de muestra: Precipitacion de proteinas

Se selecciondé como tratamiento de la matriz plasma la precipitacion de
proteinas con acetonitrilo, procedimiento que habia demostrado ser
adecuado para la obtencion de perfiles metabdlicos en plasma humano,
dado que permitia obtener de una forma reproducible el mayor nimero de

metabolitos, **

El procedimiento consistid en: verter en un tubo eppendorf la muestra de
plasma y afadir acetonitrilo frio en una proporcion 1:2 (Plasma: ACN). Se
agité el tubo con un Vortex durante 10 segundos aproximadamente. A
continuacion se llevo a la centrifugadora durante 10 minutos a 10.000 rpm
con el fin de que todas las proteinas queden en el fondo del eppendorf.
Después se recoge el sobrenadante y se lleva a otro tubo eppendorf. El

sobrenadante se hace pasar por un filtro de 0,2 um.

2.4.2. Condiciones cromatograficas
2.4.2.1 Andlisis de acidos organicos

Se ha optimizado el gradiente de elucion utilizado para la separacién de los

acidos orgéanicos. Para ello se han ensayado siete gradientes de eluciéon
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Figura 11. Gradientes de elucién ensayados en la optimizacion del analisis de acidos

organicos.

2.4.2.2 Analisis de azUcares

El gradiente de elucion empleado en el sistema de cromatografia idnica para
el andlisis de azucares, previamente optimizado, es el recogido en la Figura
12.

Cnaon (MmM)
1200

1000
200
600

400

t(min)
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Figura 12. Gradiente de elucion del andlisis de azlcares.
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3. RESULTADOS

3.1. ANALISIS DE ACIDOS ORGANICOS

Del estudio realizado para la optimizacion del gradiente de elucion, se
dedujo, en base a los tiempos de eluciébn de los analitos (que no se
incrementara el tiempo de andlisis total), la linea base obtenida y la
resolucién de los picos cromatogréaficos, que el gradiente 6ptimo para la
separacion de los acidos organicos era el V7, que se muestra en la Figura
13.

Crusce (M) ﬁ1 0 5

0 8]

5 5

10 8]

20 10

25 15

30 30

20 19 ! o 10 0 h] 40 50 0 0 tmin) 40 40
— Rarpa utsbizaeda em o Enétoda cromaograbcn 5[] 5[:]

Figura 13. Gradiente de elucién utilizado en el andlisis cromatogréafico de los acidos

organicos y variacion de la concentracion de eluyente NaOH a cada tiempo.

Una vez optimizado el gradiente de elucién, se inyectaron disoluciones
estandar de todos los &cidos organicos estudiados con el fin de establecer
su comportamiento cromatografico. En la Figura 14 se muestra el
cromatograma obtenido de los &cidos seleccionados en este estudio y en la

Tabla 4 los correspondientes tiempos de retencion.
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Figura 14. Cromatograma de disoluciones estandar de los 4cidos organicos estudiados en

concentracién de 10 mg/L y en las condiciones cromatograficas recogidas en el apdo. 3.1.

Tabla 4. Orden de elucion y tiempos de retencion de los acidos organicos.

1 acido lactico 3,19
2 acido piravico 4,44
3 acido Galacturénico| 5,64
4 acido glucuroénico 7,06
5 acido glutamico 19,29
6 acido aspartico 20,22
7 GA3F 37,28
8 6FG 38,15
9 2FG 39,57
10 FEP 42,00

Para conocer el efecto de la matriz plasma sobre el comportamiento
cromatografico de los analitos, se inyecto un plasma humano comercial
dopado con los analitos. A continuacidon se inyectaron una muestra de
plasma de un control (471) y una muestra de un paciente esquizofrénico que
habia abandonado el tratamiento hacia 4 semanas (muestra A153) con el fin
de estudiar las posibles diferencias en los metabolitos encontrados en
ambas muestras. Se observa un desplazamiento de los tiempos de retencion

de los acidos organicos en la matriz plasma respecto a las disoluciones
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estandar y también existe un desplazamiento entre las dos muestras de

plasma control y de la paciente esquizofrénica, Figura 15.

<11 - ANIONES_PLAShA_AS11HC #67
2 - ANIONES_F| A_AS11HC #72 [medified by Rosa]
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Figura 15. Cromatograma completo del analisis de la muestra control (negro) y la muestra
de la paciente (azul) entre 0 y 50 min y con una conductividad entre -50y 450 pS,

Condiciones cromatograficas recogidas en el partado 3.1.

Se realizé un estudio pormenorizado de los cromatogramas obtenidos para
la muestra de plasma control y la muestra del paciente En primer lugar se
observan picos cromatogréaficos a tiempos de retencion cortos, Figura 16,
gue coeluyen. Por otro lado se aprecia como los niveles de los compuestos
disminuye en la muestra del paciente de esquizofrenia. Se atribuy6 el pico
cromatografico que eluye a 3,19 min al acido lactico, por lo que se puede
concluir que existen diferencias en el contenido de este 4cido entre muestras
de plasma control y las del paciente, lo que podria abrir una via de
investigacién sobre las posibilidades del acido lactico como biomarcador de

la esquizofrenia.
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Figura 16. Cromatograma del plasma control (negro) y plasma de la paciente (azul) a un
tiempo entre 1,56 y 4,44 min, y una conductividad entre -2,3y 8,5 uS. Condiciones

cromatograficas recogidas en el partado 3.1.

No se observan diferencias en el area cromatografica del pico que aparece a
un tiempo de retencion de 7,5 minutos, Figura 15, para las dos muestras.
Los siguientes picos significativos son los que se muestran en la Figura 17,
donde se aprecia que los picos del plasma control eluyen a tiempos mas
largos. En este caso se observa como existen diferencias entre las dos
muestras y en concreto para el pico cromatogréafico a un tiempo de retencién
de 14 min los niveles de este analito en el plasma del paciente aumentan
con respecto al control. Por lo que, aunque no es un analito identificado, se
podria concluir que existen alteraciones en el metabolismo de los enfermos
esquizofrénicos que hace que aumenten los niveles de este compuesto.
Seria necesario realizar un estudio mas amplio para identificar este

compuesto.

PP NI ONES_PLASMA_AS T1HE #67 [modifi=d by Ros P LS M CONTROL 50
81 EQZ—AN\DNES_PLASMA_ASMHC #72 PLASMA PROBLEMA

us

]
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Figura 17. Cromatograma del plasma control (negro) y plasma de la paciente (azul) a un
tiempo entre 22,74 y 30,89 min, y una conductividad entre -2,9 y 61,6 puS, Condiciones

cromatograficas recogidas en el partado 3.1.
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Por dltimo, en la Figura 18 se muestran cinco picos cromatograficos

diferentes, a los tiempos de retencion mas largos, donde se observa el

desplazamiento de los tiempos de retencion del plasma control respecto a

los del plasma del paciente (eluye a tiempos mas largos). En la Tabla 5 se

recogen las asignaciones realizadas para cada pico cromatografico.

1

-

A
Lz

iy

Figura 18. Cromatograma del plasma control (negro) y plasma de la paciente (azul) a un

tiempo entre 34,4 y 49,9 min, y una conductividad entre -0,45y 1,70 uS. Condiciones

cromatograficas recogidas en el partado 3.1..

Tabla 5. Acidos orgéanicos obtenidos en el cromatograma de la Figura 18.

1 GA3F 37,10
2 6FG 38,30
3 2FG 39,25
4 FEP 40,75
5 Desconocido 47,10

En la Figura 18 se observan diferencias de comportamiento entre las dos

muestras, en concreto los niveles de los compuestos 1, 2, 3y 5 aumentan en

enfermos de esquizofrenia, mientras que para el compuesto 4 disminuyen.

En la Tabla 6 se recogen los acidos organicos que presentan diferencias

entre la muestra control y la muestra del paciente, lo que posibilitaria en una

investigacién futura considerar a dichos compuestos como potenciales
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Sin embargo, este estudio inicial pone de manifiesto la

necesidad de ampliar el estudio e incluso utilizar otras técnicas analiticas

que permitan la identificacion del algunos de los picos cromatograficos no

identificados.

Tabla 6. Diferencias observadas en los niveles de acidos organicos entre muestra control y

muestra de paciente esquizofrénico

Lac 3,12 Disminuye
Desconocido 29,5 Aumenta
GA3F 37,1 Aumenta
6FG 38,3 Aumenta
2FG 39,25 Aumenta

FEP 40,75 Disminuye
Desconocido 47,1 Aumenta

3.2. ANALISIS DE AZUCARES

Se estudi®é en primer lugar el comportamiento cromatogréfico de los

azucares seleccionados y mostrados en la Figura 9. Para ello se inyectaron

disoluciones estandar los azlcares, obteniéndose el cromatograma de la

Figura 19, a partir del que se calcularon los tiempos de retencién de cada

analito, (Tabla 7).
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Figura 19. Cromatograma de disoluciones estandar de los azUcares estudiados en medio
acuoso en concentracion de 10 mg/L y en las condiciones cromatograficas recogidas en el
apdo. 2.4.2.2.

Tabla 7. Tiempos de retencion de los azlcares analizados.

1 Mal 6,78
2 G6F 21,78
3 F6F 24,98
3 R5F 25,00
4 F16bF 33,25

A la vista del cromatograma y los tiempos de retencion obtenidos, se dedujo
que dos picos cromatograficos coeluyen a 25 minutos. Se comprobé si en
realidad la fructosa 6-fosfato y la ribulosa -5-fosfato eran los analitos que
coeluian, para lo cual se inyectaron cada analito por separado y una
disolucion conjunta de ambos azucares. En el cromatograma de la Figura

20 queda patente como ambos azlcares coeluyen.
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Figur:;ZO. Cromatograma de disoluciones estandar de F6F ( )y R5F (negra),n;; de

una disolucion conjunta de ambos ( ) entre 23,84 y 27,08 min, 88 y 308 nC.

.Condiciones cromatograficas recogidas en el apdo. 2.4.2.2.

Después de conocer el tiempo de retencion de los analitos de interés se
lleva a cabo el analisis de la muestra control y la muestra del paciente con
esquizofrenia. En la Figura 21 se muestra el cromatograma completo
obtenido en este analisis. Como se puede observar, aparece un pico
cromatografico a un tiempo de retencion cercano a 3 min con una gran area
cromatografica y que no se corresponde con ninguno de los azucares

estudiados.
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Figura 21. Cromatograma de la muestra control (negro) y la muestra de la paciente de

esquizofrenia ( ) entre -1000 y 7000 nC. Condiciones cromatograficas recogidas en el
apdo. 2.4.2.2.
Se realizé un analisis pormenorizado del resto de los picos cromatogréaficos
obtenidos. En la Figura 22 se muestran los picos entre el minuto 0,69 y el
minuto 3,06. Aparecen 3 picos cromatograficos cuya area es superior en la
muestra del paciente de esquizofrenia respecto al control. Estos tres picos
cromatograficos no se corresponden con ninguno de los azlcares

estudiados y se precisaria realizar su identificacion.
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Figura 22. Cromatograma de la muestra control (negro) y muestra del paciente ( ) entre
0,69 y 3,06 minutos y -171 y 759 nC. Condiciones cromatograficas recogidas en el apdo.
2.4.2.2.

En la Figura 23 se observa un pico cromatografico con un area grande,
donde no se aprecian cambios muy significativos entre ambas muestras. El
pico obtenido se atribuye a la glucosa, pero es probable que coeluya con
algun otro compuesto. La problematica que tiene la glucosa es que sus
niveles dependen mucho del estilo de vida, de la dieta o de alguna
enfermedad que pueda alterar su concentracién. Por lo que la glucosa se

descarta como posible biomarcador de la esquizofrenia.
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F|gura23 Cromatograma de la muestra control (negro) y de la paciente de esquizofl}énia
( ) entre 2,55 y 5,25 minutos, -531 y 6564 nC. Condiciones cromatograficas recogidas
en el apdo 2.4.2.2.

Siguiendo con el estudio del cromatograma, Figura 24, aparecen dos picos
cromatograficos en la muestra control que no se observan en la muestra del
paciente de esquizofrenia. El primer pico no se ha identificado, mientras que
el segundo pico pertenece a la maltosa. Por lo tanto se puede deducir que
los niveles de maltosa y de un compuesto no identificado decrecen en

pacientes diagnosticados de esquizofrenia.

A tiempos de retencibn mas largos, aparecen tres picos cromatograficos
(Figura 25), cuyas areas son superiores para la muestra control respecto a
la del paciente. El pico a un tiempo de retencibn de 21,5 minutos
corresponde a la G6P, el correspondiente a 22,5 minutos no se ha
identificado y el pico que eluye a 24,7 minutos puede corresponder a la R5P,
a la F6P o a una mezcla de ambas, como se ha comentado con anterioridad.
Por ultimo, los dos picos cromatograficos a tiempos de retencion de 30,5y
33,4 min (Figura 26), atribuible uno de ellos a la F16bF no aparecen en la

muestra del enfermo de esquizofrenia,
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Figura 24. Cromatograma de la muestra control (negro) y de la paciente de esquizofrenia

( ) entre 5,26 y 9,26 minutos, -125 y 169 nC. Condiciones cromatogréficas recogidas en

el apdo. 2.4.2.2.
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Figufa 25. Cromatograma de la muestra control (negro) y de la paciente de esquizofrenia

( ) entre 20,12 y 27,23 minutos, 55y 211 nC. Condiciones cromatograficas recogidas en

el apdo. 2.4.5.2.
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Figura 26. Cromatograma de la muestra control (negro) y de la paciente de esquizofrenia

( ) entre 29,30 y 36,60 minutos, 288 y 448 nC. Condiciones cromatograficas recogidas
en el apdo. 2.4.5.2.

A modo de resumen en la Tabla 9 se recogen las diferencias en el analisis

de azlcares observadas para el control y el paciente de esquizofrenia.

Tabla 9. Diferencias observadas en los niveles de azlcares entre muestra control y muestra

de paciente esquizofrénico

Desconocido 1,65 Aumenta
Desconocido 1,78 Aumenta
Desconocido 1,97 Aumenta
Desconocido 6,36 Disminuye
Maltosa 6,75 Disminuye
G6F 21,5 Disminuye
Desconocido 22,5 Disminuye
RSF, F6F o 24,75 Disminuye
ambas
Desconocido 30,45 Disminuye
F16bF 33,25 Disminuye
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4. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que:

1.

Existen diferencias en el contenido de los metabolitos del
metabolismo central del carbono (4cidos organicos y azlcares) entre
muestra control y muestra de paciente esquizofrénico, lo que pone de
manifiesto la alteracion de este metabolismo en enfermos
esquizofrénicos, aunque se precisa un nimero de muestras mas
elevado para evaluar la potencialidad de estos metabolitos como

biomarcadores de esquizofrenia.

En el andlisis de acidos organicos, se han observado diferencias en
el contenido de acido lactico, gliceraldehido 3-fosfato, &cido 6-
fosfoglucoénico, acido 2-fosfoglicérico y acido fosfoenolpiravico (FEP);
mientras que del analisis de azlUcares se deduce que existen
alteraciones en el contenido de maltosa y en los azucares fosfato,

glucosa, ribulosa y fructosa.

Las diferencias observadas en este estudio preliminar de caracter
cualitativo sobre el metabolismo central del carbono, precisan ser
determinadas de forma cuantitativa, asi como proceder a la
identificacion de algunos metabolitos, sobre un nimero de muestras
de plasma de un grupo de control y enfermos diagnosticados de

esquizofrenia mas elevado.
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