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La cromatografia liquida (LC) en combinacion con la espectrometria de masas (MS) es una técnica de
amplio uso en estudios de la lipidémica, rama de la metabolémica que se ocupa de caracterizar el
conjunto de lipidos presentes en un sistema. LC/MS proporciona datos cualitativos y cuantitativos de una
gran variedad de especies moleculares contenidas en muestras complejas y puede ser utilizada en dos
maneras, “global” o “dirigida”, con el fin de obtener perspectivas gobales o detalles de una clase de
constituyentes en particular. Uno de los grandes usos de LC/Ms por lo que respecta fundamentalmente a
la metabolomica/lipidémica es la busqueda de marcadors moleculars que puedan ser utilizados en el
diiagnostico temprano de enfermedades. Con los grandes avances técnicos que se siguen produciendo
cada dia y el desarrollo de protocolos cada vez mas precisos, es facil imaginar que esta técnica
proporcionara pronto valiosos resultados que ayudardn a comprender la patologia, y por tanto al
establecimiento de nuevas y mejores terapias y estrategias farmacologicas.

Espectrometria de masas, fundamentos generales.

Queé es la protedmica, la metabolémica y la lipidomica (Slide 3). Implicaciones de la lipidomica en medicina
clinica (Slide 4). Definicion de espectro de masas y espectrometro de masas. Concepto m/z o relacion
masa/carga (Slide 5). Partes que componen un espectrometro de masas (Slide 6 — Configuration of a Mass
Spectrometer). Tipos de fuentes de ionizacion: ionizacion por electrospray (Slide 7 — Electrospray lonization),
ionizacion laser asistida por matriz MALDI (Slide 8 — MALDI) e ionizacién quimica a presion atmosférica
(Slide 9 — APCI). Modos de ionizacion; positivo o negativo (Slide 10 — lonization Modes). Tipos de
analizadores de masas: el triple cuadrupolo (Slide 11 — Triple Quadrupole); tiempo de vuelo (Slide 12 — Q-
TOF); trampa idnica (Slide 13 — lon Trap); Orbitrap (Slide 14 — Orbitrap). Comparacion de los diferentes tipos
de analizadores de masas (Slide 15 — Comparison of Mass Analyzers Used with ESI). Configuracion méas
habitual hoy para lipidémica es el triple cuadrupolo (Slide 16 — Triple Quadrupole; repeat of Slide 9). Ya que
vamos a hablar de lipidomica, para refrescar, he aqui la estructura de un fosfolipido (Slide 17 —
Glycerophospholipids. Nomenclature). (Slide 18 — empty transition slide).

Modos de trabajo en tAndem masas.

Hay varias estrategias, la mas ‘tonta’, es el full mass scan (Slide 19 — Various Modes of Tandem MS Analysis:
Full Scan) (Slide 20 — Full Mass Scan). Otras posibilidades méas potentes son: escaneo de iones producto (Slide
21 - Various Modes of Tandem MS Analysis: Product lon Scan) (Slides 22 & 23 — Example); escaneo de iones
precursores (Slide 24 - Various Modes of Tandem MS Analysis: Precursor lon Scan) (Slide 25 — Example);
pérdida neutra (Slide 26 - Various Modes of Tandem MS Analysis: Neutral Loss Scan) (Slide 27 — Example);
monitorizacién de reaccion seleccionada (Slide 28 - Various Modes of Tandem MS Analysis: SRM) (Slide 29 —
Example). (Slide 30 — empty transition slide).

Preparacion de las muestras.

Dos modos: (Slide 31 — Sample Preparation): infusion directa (Slide 32 — Shotgun); dirigida (Slide 33 —
Targeted).




Aplicaciones.

(Slide 34 — Applications): marcadores de activacion (Slide 35 — Markers of Activation). El problema de la
complejidad en las aproximaciones lipidémicas (Slide 36 — Lipidomics: Complexity?). Solucién? La estrategia
de “divide y venceras” (Slide 37 — Lipid Categories).

Primer ejemplo, usando fosfolipidos de membrana (Slide 38 — Omega-6-Containing Phospholipids as Markers
of Inflammation) (Slides 39 & 40 — Role of Phospholipase Az in Arachidonic Acid Release) (Slides 41, 42 & 43
— Glycerophospholipids. Nomenclature). Estrategias experimentales (Slide 44 — Lipidomic Profiling of
Arachidonic  Acid-containing Phospholipids). Resultados (Slide 45 — Arachidonic Acid-containing
Phospholipids of Human Monocytes) (Slide 46 — Changes of AA-containing PC Species After Zymosan
Stimulation) (Slide 47 — Changes of AA-containing Pl Species After Zymosan Stimulation) (Slide 48 — Changes
of AA-containing PE Species After Zymosan Stimulation). Especificidad de los efectos observados (Slide 49 —
What About Other Stimuli?). Conclusiones (Slide 50 — Lipidomics as an approach to identify specific molecular
markers in resting versus activated cells). (Slide 51 — empty transition slide).

Segundo ejemplo: lipidos neutros como marcadores tempranos de enfermedad cardiovascular (Slide 52 —
Neutral Lipids as Early Markers of Cardiovascular Disease). Para recordar con que lipidos estamos, se muestran
de nuevo las categorias de lipidos (Slide 53 — Lipid Categories; repeat of Slide 34). Definicion de gotas lipidicas
(Slides 54 & 55) y su importancia en la enfermedad cardiovascular (Slide 56 — Initiation of Atherosclerosis).
Resultados (Slides 57 & 58 — AA Induces Lipid Droplet Formation) (Slide 59 — Fatty Acid Content of TAG and
CE). Implicaciones (Slide 60 — Lipid Inflammatory Signals Regulate Cellular Lipid Metabolism). Conclusion
final (Slide 61 — Lipid Markers of Activation). Despedida (Slide 62 — The Need for Metabolomics).

Aplicaciones (Slide 34 — Applications): marcadores de activacion (Slide 35 — Markers of Activation). Es
importante enfatizar que un lipidoma esta compuesto por miles de moléculas diferentes con estructuras quimicas
muy distimtas entre si. Qué quiere esto decir? (Slide 36 — Lipidomics = Complexity?). Que hacer lipidomica es
inherentemente complejo, porque hay mucha variedad estructural (Slide 37 — Lipid Categories). Por tanto,
pretender desentrafiar el lipidoma completo de un sistema celular dado es muy complicado sino se poseen
enormes recursos. Lo que se hace es la estrategia “Julio César”, divide y vencerds, cortar el lipidoma en
pedacitos y estudiar aquel en que uno se siente mas comodo o crea que puede aportar mas.

Primer ejemplo, usando fosfolipidos de membrana, blusqueda de biomarcadores de activacion (diagnoéstico):
acidos grasos omega-6 como marcadores de dafio inflamatorio (Slide 38 — Omega-6-Containing Phospholipids
as Markers of Inflammation). Los &cido grasos omega-6 son precursores de moléculas con alto poder
inflamatorio, llamados eicosanoides. Estos acidos grasos omega-3 se encuentran en fosfolipidos de membrana;
no en forma libre. Se produce “bajo demanda”, es decir bajo estimulacion por receptor para producir los
metabolitos oxigenados necesarios en cada ocasion. Y el resto del tiempo estd “escondido” en los fosfolipidos
de membrana (Slide 39 — Role of Phospholipase A, in Arachidonic Acid Release). En células humanas el AA se
distribuye casi exclusivamente en tres clases de fosfolipidos, PC en rojo, PE en verde y Pl en amarillo (Slide 40
— Role of Phospholipase A, in Arachidonic Acid Release). Es importante conocer pues en qué especies
moleculares dentro de cada clase de fosfolipidos se halla el &cido araquiddnico y cuales y cuanto de cada uno se
usan durante la estimulacion puesto que esta informacion puede ser muy Util para estudiar la regulacion celular
pero también a la hora de identificar marcadores de distintos estados de activacién. Y como de fosfolipidos
vamosa estar hablando, hagamos un inciso para recordar como son los fosfolipidos de membrana que portan
araquidénico (Slides 41, 42 & 43 — Glycerophospholipids. Nomenclature). Este es el protocolo experimental
utilizado para este tipo de aproximaciones (Slide 44 — Lipidomic Profiling of Arachidonic Acid-containing
Phospholipids). En estos estudios se usaron monocitos humanos estimulados con zimosan, un derivado de
levaduras. Esto va a activar las células y va a dar lugar a la activacion de fosfolipasa A2, 1o que conduciré a la




liberacion del AA, produccion de eicosanoides y en resumen a una pérdida de AA de los fosfolipidos celulares.
Entonces pararemos las reacciones, extraeremos los lipidos usando mezclas de cloroformo/metanol y
analizaremos los fosfolipidos conteniendo AA con el espectrémetro de masas. Con esta informacion, aqui
tenemos lo que yo llamo el araguidonoma de monocitos humanos (Slide 45 — Arachidonic Acid-containing
Phospholipids of Human Monocytes). Este es ya una resultado ‘diagnostico’, es ya una huella digital lipidica de
los monocitos, porque presenta caracteristicas Unicas que lo hacen inmediatamente identificable como
perteneciente a monocitos. Por ejemplo, el alto contenido de AA en plasmalégenos de PE, y el alto contenido de
AA en una Unica especie de PI. Bien, lo que se hace ahora es analizar el comportamiento de cada una de ellas
durante la activacion celular. Lo que esperamos es que todas ellas bajen con el tiempo. Se muestran los time-
courses de las diferentes clases de fosfolipidos, PC (Slide 46 — Time-dependent Changes of Major AA-
containing PC Species After Zymosan Stimulation), Pl (Slide 47 - Time-dependent Changes of Major AA-
containing Pl Species After Zymosan Stimulation), y PE (Slide 48 — Time-dependent Changes of Major AA-
containing PE Species After Zymosan Stimulation) y se enfatiza la aparicion de especies que muestran un
comportamiento inusual, ya que aumentan. Estudios con otros estimulos indican que uno de ellos es especifico
de estimulo (Slide 49 — What About Other Stimuli?). Como conclusion de estos experimentos se hace notar el
interés en estudiar qué papel pueden tener estos lipidos inusuales durante la activacion celular, cuél es su
funcidn bioldgica (Slide 50 — Conclusions: Marker of Yeast Infection?).

Segundo ejemplo de busqueda de marcadores de activacion (diagnoéstico): lipidos neutros como posibles
marcadores de enfermedad cardiovascular (Slide 52 — Neutral Lipids as Early Markers of Cardiovascular
Disease). Se muestra la slide de categorias para que se vea a qué nos referimos (Slide 53 — Lipid Categories).
Estos lipidos neutros se almacenan en forma de enormes gotas lipidicas en el citoplasma de las células (Slide 54
—Martin’s Macrophage, Untitled). Si echamos un vistazo més de cerca a una de estas gotitas de lipidos, lo que
vemos es algo como esto (Slide 55 — Lipid Droplets): una monocapa de fosfolipidos decorada con una variedad
de proteinas y dentro de un nucleo hidrofébico compuesto por triglicéridos (TAG) y ésteres de colesterol (CE).
Durante muchos afios estas gotas de lipidos se consideraron Unicamente como organulos inertes de
almacenamiento de lipidos neutros para ser movilizados en caso de necesidad energética. Pero hoy sabemos
que, ademas de ese papel de almacenamiento, las gotas de lipidos tienen una participacion fundamental en el
desarrollo y progresion de enfermedades metabdlicas con base inflamatoria, de las cuales la mas frecuente es la
enfermedad cardiovascular.

Uno de los factores causantes de enfermedad vascular es la aterosclerosis (Slide 56 — Initiation of
Atherosclerosis). En la fase inicial de la aterosclerosis, las células endoteliales se activan de modo anormal, p.ej.
por altos niveles de glucosa en sangre, por altos niveles de lipidos, etc, lo que resulta en la secrecion de
componentes proinflamatorios al medio. Estos componentes atraen y activan los monocitos, que penetran en el
espacio subendotelial, donde se diferencian a macrofagos y fagocitan la gran cantidad de lipido que se acumula
en ese espacio y lo almacenan en forma de gotas lipidicas. Ello conduciré a la conversion de los macr6fagos en
foam cells, con el consiguiente establecimiento de la placa de ateroma. Con el tiempo, las células musculares
lisas de la tinica media proliferaran y alcanzaran el area rica en macrofagos, 1o que empeoraré las cosas.

Los monocitos activados por productos de la célula endotelial (i.e. acido ataquidonico y otras cosas)
incrementan su contenido en lipidos neutros al activar sus mecanismos de fabricacién de acidos grasos de novo
(Slide 57 — Arachidonic Acid Induces Neutral Lipid Formation), los cuales a su vez se van a empaquetar en
gotas lipidicas citoplasmicas (Slide 58 — Arachidonic Acid Induces Neutral Lipid Formation). Estos datos
proporcionan un concepto muy importante, que es que los monocitos expuestos a productos del endotelio
dafiado estan abocados a convertirse en células espumosas mucho antes de convertirse en macrofagos, e incluso
mucho antes de alcanzar el espacio sub-endotelial. Esto afiade un giro interesante al diagrama mostrado antes
porque indica que en las primeros estadios de un proceso aterosclerético habra células espumosas no solo en el
espacio subendotelial sono también en circulacion. Y este es un concepto que podria tener relevancia clinica ya
que, si usando un analisis simple, fuésemos capaces de identificar estos monocitos espumosos, identificando




algun patrén molecular caracteristico, tendriamos una gran herramienta de deteccidn temprana de la enfermedad
cardiovascular en sus etapas iniciales. Y esto es precisamente una de las cosas que se pueden estudiar
empleando aproximaciones lipidomicas basadas en espectrometria de masas.

Usando esta técnica podemos podemos determinar la composicion en &cidos grasos de estos TAG and CE (Slide
59 — Fatty Acid Content of TAG and CE). Los acidos grasos se nombran segun su nudmero de carbonos e
insaturaciones; asi, 14:0 seria palmitoleico, etc. Puede apreciarse que, desde un punto de vista cualitativo, los
perfiles de &cidos grasos en TAG y CE son muy similares. Pero lo importante en esta diapositiva se resalta en el
recuadro verde: 16: 1, o &cido palmitoleico. Hay muy poco en las células en reposo, pero aumenta mucho en las
células activadas, en términos relativos el que mas, por lo que debe tener algun significado bioldgico. Asi, los
monocitos humanos en respuesta a estimulo sintetizan &cido palmitoleico y lo almacenan en cantidades
significativas en los lipidos neutros de las gotas de lipidos (Slide 60 — Lipid Inflammatory Signals Regulate
Cellular Lipid Metabolism). Y quien sabe, quiza la deteccion de altos niveles de acido plamitoleico en lipidos
neutros de monocitos circulantes podria constituir ese marcador molecular de monocitos espumosos que pudiera
tener utilidad diagnostica. Para concluir, a modo de resumen, recordar la utilidad de la aproximacién lipidémica
para identificar los lipidos implicados en enfermedad (Slide 61 — Lipid Markers of Activation). Consideraciones
finales: la necesidad de la metabolémica y la vision de Thudichum (Slide 62 — The Need for Metabolomics)...
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