La presente tesis doctoral titulada “NMR-based metabolomics for the identification of
biomarkers of disease” se centra en explorar y mostrar el potencial de la metaboldmica
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) como herramienta para la
deteccién de nuevos biomarcadores de enfermedad que permitan un diagndstico temprano y
no invasivo, asi como un seguimiento del paciente. La metabolémica mediante espectroscopia
de RMN se aplica especificamente en esta tesis al estudio de cuatro enfermedades: demencia
tipo Alzheimer, glaucoma, aterosclerosis y vulnerabilidad de placa, y fibrosis pulmonar

desarrollada tras neumonia por COVID-19.

En la introduccidn se presenta una descripcién del proceso de analisis metaboldmico para la
identificacion de biomarcadores de enfermedad, asi como de las principales plataformas
empleadas en metaboldmica. Posteriormente se profundiza en el proceso seguido para analisis
metaboldmico mediante espectroscopia de RMN, asi como en las principales herramientas
estadisticas utilizadas en esta tesis. Finalmente, se describen las principales caracteristicas
fisiopatoldgicas de las enfermedades estudiadas en esta tesis, asi como las formas de

diagndstico actuales y la necesidad de identificar nuevos marcadores de enfermedad.

A continuacidn, se describe el objetivo principal de esta tesis, asi como los objetivos especificos

que se abordan en los capitulos experimentales.

En el primer capitulo, se identifican biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer (Alzheimer
disease, AD) y del progreso de pacientes con deterioro cognitivo leve (mild cognitive impairment,
MCI) a enfermedad de Alzheimer mediante metabolémica de RMN en muestras de suero. Para
ello, en primer lugar, se producen modelos de estadistica multivariante de analisis discriminante
de minimos cuadrados parciales (Partial least squares-discriminant analysis, PLS-DA) para la
discriminacidn entre pacientes de AD y MCl y controles con cognicidon normal (healthy controls,
HC). Los modelos de clasificaciéon obtenidos para discriminar AD frente a MCl y HC mostraron
excelentes parametros de clasificacién. Sin embargo, la discriminacién entre MCl y HC no
alcanzd significacién, poniendo de manifiesto cémo el desarrollo de AD altera el metabolismo
celular. Posteriormente, para la identificacion de biomarcadores del proceso de evolucién de
MCI a AD, el grupo MCI se subdividié atendiendo a, si en un periodo de 1 a 3 afios tras la
adquisicion de la muestra, su estado cognitivo habia deteriorado a AD. Se observé que la lisina,
el piruvato, la colina, la fenilalanina y las lipoproteinas, tenian unos valores de concentracion
relativa en suero diferente dependiendo si el paciente evolucionaba a AD o se mantenia estable.

Ademas, se observaron diferencias en las rutas metabdlicas entre estos grupos de pacientes.



En el segundo capitulo de la tesis, se estudiaron las diferencias metabolémicas entre pacientes
MCI y control de un grupo de pacientes diferente, por medio del analisis de los metabolitos
presentes en muestras de plasma con espectroscopia de RMN, asi como la presencia de

marcadores de peroxidacion lipidica, que fueron analizados por medio de espectrometria de

masas acoplada a cromatografia liquida (UPLC-MS/MS). El proceso de oxidacién celular se ha
visto estrechamente relacionado con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer vy, de hecho,
en el trabajo presentado se observa como la adicién de marcadores de peroxidacidn lipidica al
conjunto de datos de metaboldmica de RMN para su estudio mediante estadistica multivariante
mejora los modelos de clasificacién para la identificacion de biomarcadores de MCI. En este
trabajo se realizaron modelos de clasificacidn PLS-DA utilizando los metabolitos identificados
mediante espectroscopia de RMN, los marcadores de peroxidacion lipidica detectados con
UPLC-MS/MS, y la combinacion de ambos, obteniéndose el resultado con una mayor
significacién estadistica cuando se combinan ambas técnicas. Los metabolitos identificados
como potenciales biomarcadores de MCl en plasma son isoleucina, valina, 3-hidroxibutirato, 2-
hidroxi-3-metilvalerato, glutamato, glutatién, cisteina, malonato, n-nitroso dimetilamina,
taurina, prolina e isoprostanos. Especialmente, por su relacidon con la patologia, se destacan

como potenciales biomarcadores la isoleucina, la valina, el glutamato, la taurina, la prolina, la

cisteina y los isoprostanos.

En el tercer capitulo de la tesis, se analizaron lagrimas de pacientes de glaucoma primario de
angulo abierto (POAG) y controles por medio de espectroscopia de RMN, para la identificacion
de biomarcadores de la patologia en un medio minimamente invasivo, como son las lagrimas.
Los modelos de clasificacion obtenidos permitieron clasificar las muestras de POAG y controles
con altos valores de sensibilidad y especificidad. Del andlisis de los metabolitos participantes en
el modelo de clasificacion se determinaron como potenciales biomarcadores de POAG en
lagrima la taurina, glicina, urea, glucosa, acidos grasos insaturados, fenilalanina, fenilacetato,
leucina, compuestos n-acetilados, el acido féormico y la uridina. De especial relevancia son la

fenilalanina, glucosa, leucina, glicina y taurina por su relacién con la patologia.

A continuacién, en el cuarto capitulo se presentan los resultados obtenidos del analisis
metabolémico mediante espectroscopia de RMN de muestras de placas de ateroma y suero de
pacientes con estenosis de cardtida. Se obtuvieron muestras de pacientes sintomaticos (que
habian presentado algun signo de accidente cerebrovascular) y asintomaticos, a fin de

determinar biomarcadores de vulnerabilidad de placa. De los andlisis realizados en placa, por



medio de espectroscopia de dangulo magico de alta resolucién (high resolution magic angle
spinning, HRMAS), se determinaron como potenciales biomarcadores de vulnerabilidad el mio-
inositol, glutamato, y acidos grasos insaturados, teniendo especial relevancia el glutamato por
su relacién con la patologia. La determinacién de biomarcadores en suero resultaba mas
interesante a nivel clinico, y del andlisis estadistico realizado se obtuvieron como potenciales
marcadores de vulnerabilidad de placa la treonina, la histamina y los acidos grasos insaturados.
En el quinto y ultimo capitulo experimental se analizaron por medio de espectroscopia de RMN
muestras de suero de pacientes que habian estado ingresados en el hospital por neumonia
causada por el virus SARS-CoV-2, a fin de identificar biomarcadores para predecir el desarrollo
de fibrosis pulmonar, una de las secuelas mas graves desarrolladas tras la COVID-19. Los
modelos de clasificacion PLS-DA generados fueron capaces de discriminar que pacientes habrian
desarrollado fibrosis pulmonar un afio después del alta hospitalaria (y la toma de muestras) con
altos valores de sensibilidad y especificidad. Los metabolitos propuestos como potenciales
biomarcadores de desarrollo de fibrosis, por su participacién en el modelo y la presencia de
diferencias significativas en su concentracion relativa entre ambos grupos son la glucosa, valina

y dcidos grasos.

Finalmente, se presenta la discusion general y las principales conclusiones generales de la tesis,
asi como las conclusiones derivadas del trabajo experimental aqui presentado. Esperamos que
estos resultados abran la puerta al uso de la metaboldmica mediante espectroscopia de RMN
para la identificacidon de biomarcadores tempranos y no invasivos, y de este modo resolver una

de las principales necesidades de la medicina actual.



