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Resumen

Evidencias recientes muestran el papel de las vesiculas extracelulares como importantes
comunicadores entre células en procesos patoldgicos, como la inflamacién. Considerando
que son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica podrian ser buenos
biomarcadores no invasivos y su contenido en lipidos podria participar en la biogénesis y
liberacion de estas vesiculas. La hipétesis de este trabajo es demostrar si la intoxicacion
alcohdlica presenta un papel relevante a nivel lipidomico en las vesiculas extracelulares
plasmaticas procedentes de individuos adolescentes y su posible perfil diferencial por sexo.
Para ello, se han utilizado analisis de expresion diferencial y caracterizacion funcional de
los datos lipidomicos. Los resultados muestran que existen lipidos expresados
diferencialmente entre chicas y chicos adolescentes, al mismo tiempo que también existen
diferencias significativas entre los grupos etanol y control. Ademas, la caracterizacion
funcional muestra clases de lipidos (main class Fatty Acids y su correspondiente super
class Fatty Acyls) més representadas en el grupo de chicas con intoxicacién alcohdlica, las
cuales estan relacionadas con la respuesta inmune inflamatoria. Estos datos se
correlacionan con resultados previos de nuestro grupo, en los que se ha visto que las chicas
adolescentes son mas vulnerables a los efectos del alcohol (ej. mayor expresion de
parametros inflamatorios) que los chicos. Por ello, podemos concluir que los lipidos de las
vesiculas extracelulares plasmaticas podrian ser buenos candidatos a biomarcadores y nos
pueden ayudar a explicar los mecanismos que subyacen a la respuesta neuroinflamatoria
tras una intoxicacion aguda.

Palabras clave:
vesiculas extracelulares, alcohol, lipidomica, expresion diferencial, LSEA, diferencias de
Sexo



Abstract

Recent evidence shows the role of extracellular vesicles as important cell communicators
in pathological processes, such as inflammation. Their ability to cross the blood-brain
barrier could become them as good non-invasive biomarkers and their lipid content could
participate in the biogenesis and release of these vesicles. The hypothesis of this work is to
demonstrate whether alcohol intoxication has a relevant role at the lipidomic level in
plasma extracellular vesicles of adolescents and its possible differential profile by sex. For
this, differential expression analysis and functional characterization of lipidomic data have
been used. The results show that there are lipids expressed differentially between
adolescent girls and boys, as well as there are also significant differences between the
ethanol and control groups. Furthermore, the functional characterization shows lipid
classes (main class Fatty Acids and its corresponding super class Fatty Acyls) more
represented in the girls after an alcohol intoxicationthan in control counterparts, which are
related to the inflammatory immune response. These data correlate with previous results
from our group, in which we have demonstrated that adolescent girls are more sensitive to
the effects of alcohol (e.g., higher expression of inflammatory molecules) than boys.
Therefore, we can conclude that the lipids of the plasma extracellular vesicles could be
good candidates as biomarkers and can help us to explain the mechanisms underlying the
neuroinflammatory response after acute alcohol intoxication.

Palabras clave:
extracellular vesicles, alcohol, lipidomics, differential expression, LSEA, sex differences



Vi



Agradecimientos

En primer lugar, a Paco y Maria, por su buen humor y por darme la oportunidad de
participar en este proyecto.

A mi tercer tutor en la sombra, José (José F. Catala Senent), por todos los consejos y por lo
que he podido aprender de él.

Gracias a los tres por contestar a todas mis dudas y sacar siempre un hueco para ayudarme.

A mis compafieras, Almudena, Lucia e Irene, por el apoyo y los animos.

A mis padres, a Raquel y a Ramon, por no dejar nunca de creer en mi.

Vi



Vil



Indice de contenidos

R 1 1o o [0 o od o KRS 1
1.1  Consumo abusivo de alcohol en adoleSCeNntes ..........ccovveeviivieieiieseee e 1
1.1.1  Prevalenciay patron de consumo de alcohol en la adolescencia..................... 1
1.1.2  Efectos del consumo de alcohol en atracon..........cccccocvviiiiiienenc i 3

1.2 Alcohol y vesiculas eXtraCelulares ..............ccovueverereie i 4
1.2.1  Vesiculas exXtraCelulares ... s 4
1.2.2  Lipidos en las vesiculas extracelulares ...........cccooevveveiiieiieie i 6

(R T © 1ot OO 7
1.3.1  Lipidomica en bioinfOrmMAtiCa..........cccoveiieiiiiie e 7

2 HIPOLESIS Y ODJELIVOS. ....uviieieie ettt e 11
3 Material Y MELOAOS .....cveviieiieiieie e 12
TS0 TV 1] (0SS OSSP 12
3.2 Obtencidn de las vesiculas extracelulares y aislamiento de la fraccién lipidica.......
............................................................................................................................... 13

3.3 Procesamient0 de 10S atos .........ccceieiiiirinieieie et 13
3.3.1  Unificacién de la nomenclatura de 10s lipidos...........ccoevveieiiiiiiiciicceee 13
3.3.2  ANAliSiS eXPIOrAtOriO.....cveueeieieiieiesiesieee e 14

3.4 Anadlisis de expresion diferencial ...........ccccoovveiieiiiieie e 14
AL TIMIMA ettt enes 15
3.4.2  Andlisis de la varianza (ANOVA) ..ot 15

3.5 CaracterizaCion fUNCIONAL............cccoiiiiiiiieiee e 16

4 RESUITAUOS ..ottt ettt b bbb bbb reene e 18
4.1 Procesamiento de 10S JALOS ........c.couvreereeieiieieeie e et e e see e 18
4.1.1  Unificacién de la nomenclatura de 10s lipidos.........c.ccoevveieiiciiciiciccee, 18
4.1.2  ANAlisis eXPlOratorio........ccccccovieiiiiiiic e 18

4.2 EXpresion diferenCial ... 23
42,1 LIMIMA ittt ettt bttt et et e b e e esbeenbe e st e sneesbeenee s 23
4.2.2  Andlisis de la varianza (ANOVA) ..ot 24
4.2.3  Evaluacion de 10S MELOTOS ........cceerueiieiieieiie et 24

4.3 CaracterizaCion fUNCIONAL............cccoiiiiiiiieicee s 25
4.3.1  ANOtacion fUNCIONAL..........ccccoiiiiiiiiieee s 25
4.3.2  Analisis de enriquecimiento funcional .............coccooviiiiieicnc 28
Dot U] o] SRS 31

(O00] 004 (U1 [0 1= TSRS 37
RETEIBNCIAS. ...ttt bbbttt nbeene s 38



Indice de figuras

Figura 1.1. Porcentaje total de muertes atribuidas al alcohol por grupos de edad en 2016...1

Figura 1.2. Prevalencia (%) de episodios de consumo excesivo de alcohol (HED) entre los
Jovenes de 15 a 19 af0S, 2016.......ccuiiiiiieieiiesie e eie et ns 2

Figura 1.3. Prevalencia de consumo de alcohol en atracén (binge drinking) en los ultimos
30 dias en la poblacion espafiola de 15-64 afios, segun edad y SeX0 (%0).. c.ccoveveeverrverieennnnn. 3

Figura 1.4. Formacién de exosomas por la fusion de cuerpos multivesiculares (MVB) con
12 MemMBrana PIASMALICA. ..........cceiieiieii e sre e e eee s 5

Figura 1.5. Liberacion de exosomas por parte de las células astrogliales y microgliales tras

una agresion neural como respuesta neuroinflamatoria. ............cccooeveeveviecve s, 5
Figura 1.6. Flujos de trabajo de la lIPidOmICa. ..........cccoiiiiiiniieeseee s 8
Figura 4.1. Clustering de las muestras de lipidos Negativos. ..........cccevveveieeniiiieseese e, 19
Figura 4.2. PCA de las muestras de lipidos NegatiVos. .........cocereirirennenieneieseseecsie s 19
Figura 4.3. A. Diagrama de cajas por muestra en lipidos negativos............ccccceevveieerneennnnn. 20

Figura 4.3. B. Ejemplo de diagrama de cajas de cada lipido por grupo experimental de 5

[TPIAOS NEYALIVOS. ....vveveeiecie ettt a et e e be et e sneesreereenee e 20
Figura 4.4. Clustering de las muestras de 1ipid0s POSItIVOS. ..........cccrvrrierieneineieiccsees 21
Figura 4.5. PCA de las muestras de lipid0s POSItIVOS. .........cccceviieiieiiiieieese e 22
Figura 4.6. A. Diagrama de cajas por muestra en lipidos poSitivos..........c.ccocevvreierniciennns 22

Figura 4.6. B. Ejemplo de diagrama de cajas de cada lipido por grupo experimental de 5
[TPIAOS POSITIVOS ...ttt ettt ne e 23

Figura 4.7. Comparacion de los resultados significativos entre ambas metodologias......... 25

Figura 4.8. Clasificacion de todos los lipidos negativos en diferentes niveles de agrupacion
L0100 ] - SRR 26

Figura 4.9. Clasificacion de todos los lipidos positivos en diferentes niveles de agrupacion
L0100 0] - PSPPSR 26

Figura 4.10. Graficos de interaccion para la super class FattyAcyls y main class Fatty acids
significativa en lipidos negativos para el contraste de interaccion. ............c.ccccoevevveivecnnnnn. 30

Figura 5.1. NUumero de publicaciones entre 2000 y 2019 en PubMed relacionadas con
gendmica, protedmica o lipiddmica de EX0SOMAS. .........cceecveiieiieriiiieieese e 32



Indice de tablas

Tabla 1.1. Diferentes formas de anotar un mismo lipido segun sus grados de resolucion
Lo (o1 0 | SR SST 10

Tabla 3.1. Caracteristicas de los sujetos del estudio en los cuatro grupos experimentales

SEQUN SEXO Y tratAMIENTO. .. .iivievieiieieiesie sttt e e e sresresresreene e 13
Tabla 3.2. Grupos de estudio para las COMPAraCioNES. ..........ceevevereerieeieesieeseere e 15
Tabla 4.1. Numero de lipidos iniciales y finales, tras la fase de procesamiento. ............... 18

Tabla 4.2. Resumen de los resultados significativos del andlisis de expresion diferencial
(oo ] 0 0 1 TR O PPEPPRR 23

Tabla 4.3. Resumen de los resultados significativos del andlisis de expresion diferencial

A N[ PR 24
Tabla 4.4. Resumen de los resultados significativos en ambas metodologias..................... 24
Tabla 4.5. Clasificacion por niveles de todos los lipidos negativos. ...........ccccceevveieeineennene 27
Tabla 4.6. Clasificacion por niveles de todos 10s lipidos poSitivos. ...........ccccevveiierncncnnns 28
Tabla 4.7. Resultados de las diferentes clases significativas del LSEA. ............c.ccceevvnee. 29

Xl



Acronimos

ANOVA
API

BAL

BH

BY

CAR
Cer_ADS
Cer_AP
Cer_AS
Cer_EODS
Cer_NDS
Cer_NP
Cer_NS
DAG
DGTS
FA
FAHFA
GO
GSEA

HexCer_AP  GlucosylCeramide/HexosylCeramide a-hydroxy fatty acid-phytospingosine

Anélisis de la varianza
Interfaz de programacion de aplicaciones

Niveles de alcohol en sangre

Benjamini & Hochberg (método de correccion del p-valor, también FDR)

Benjamini & Yekutieli (método de correccion del p-valor)
Acylcarnitine

Ceramide a-hydroxy fatty acid-dihydrosphingosine
Ceramide a-hydroxy fatty acid-phytosphingosine
Ceramide a-hydroxy fatty acid-sphingosine

Ceramide esterified w-hydroxy fatty acid-dihydrosphingosine
Ceramide non-hydroxy fatty acid-dihydrosphingosine
Ceramide non-hydroxy fatty acid-phytosphingosine
Ceramide non-hydroxy fatty acid-sphingosine
Diacylglycerol

Diacylglyceryl-trimethylhomoserine

Fatty acid

Fatty acid ester of hydroxyl fatty acid

Gene Ontology (base de datos)

Gene Set Enrichment Analysis

HexCer_NDS GlucosylCeramide/HexosylCeramidesnon-hydroxyfatty acid-

HexCer NS
HMDB

ILCNC
IQR

Xl

dihydrosphingosine

GlucosylCeramide/HexosylCeramidesnon-hydroxyfatty acid-sphingosine

The Human Metabolome Database (HMDB)

Clasificacion Internacional de Lipidos y el Comité de Nomenclatura

Rango intercuartilico



IUPAC
IUPAC-IUB
KEGG
LIPEA
logFC
LOR
LPC
LPE
LSEA
OxPC-O
OxPI
PA

PC
PC-O
PCA

PE
PE-O
PG

Pl
RefMet
RT
SHexCer
SM
SQDG
TAG
TLR4

Acronimos

Unién Internacional de Quimica Puray Aplicada
Comisién de Nomenclatura Bioldgica de la IUPAC
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (base de datos)
Lipid Pathway Enrichment Analysis

Logaritmo de la magnitud de cambio

Logaritmo de los odds ratio
Lyso-phosphatidylcholine
Lyso-phosphatidylethanolamine

Lipid Set Enrichment Analysis

Oxidized etherphosphatidylcholine (OxEtherPC)
Oxidized Phosphatidylinositols

Phosphatidic acid

Phosphatidylcholine

Etherphosphatidylcholine (EtherPC)

Anadlisis de componentes principales
Phosphatidylethanolamine
Etherphosphatidylethanolamine (EtherPE)
Phosphatidylglycerol

Phosphatidylinositol

A Reference list of Metabolite names (base de datos)
Tiempo de retencion
SulfoglucosylCeramide/SulfohexosylCeramide
Sphingomyelin

Sulfoquinovosyl-diacylglycerol

Triacylglycerol (TG)

Receptor 4 tipo Toll

X1






1 Introduccidén
1.1 Consumo abusivo de alcohol en adolescentes
1.1.1 Prevalenciay patron de consumo de alcohol en la adolescencia

El alcohol es una sustancia toxica y psicoactiva con capacidad de crear dependencia. No
obstante, es aceptada y normalizada por la sociedad formando parte de nuestro dia a dia,
sin reparar en el dafio que su consumo nos puede ocasionar. Por ello, es la droga legal méas
consumida en todo el mundo entre los 15-64 afios y una de las primeras que eligen los
adolescentes (World Health Organization, 2019). Aproximadamente el 80% de los
estudiantes europeos de 16 afios que participaron en 2019 en el estudio realizado por la
European School Survey Project on Alcohol and Other Drugs (ESPAD), afirmaron que les
resultaria facil obtener una bebida alcohdlica si quisieran (ESPAD, 2019).

A pesar de su aprobacion social, un 5,1% de las muertes a nivel mundial se producen a
causa de la ingesta de alcohol, siendo aproximadamente 3 millones de muertes cada afio y
se relaciona con diferentes discapacidades y con la mala salud de millones de personas.
Ademas, es el principal factor de riesgo de mortalidad prematura y de discapacidad entre
las personas de 15 a 49 afios (“WHO, alcohol,” no date), y como podemos ver en la Figura
1.1, en Europa el porcentaje de las muertes con respecto a otros rangos de edad es
especialmente destacable (World Health Organization, 2019).
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Source: WHO, 2018 (1
Figura 1.1. Porcentaje total de muertes atribuidas al alcohol por grupos de edad en 2016.
Fuente: Global status report on alcohol and health 2018, World Health Organization, 2019.

En el informe de la ESPAD, anteriormente citado, también se vio que en Europa mas de un
tercio de los 99.647 estudiantes de 16 afios habian probado una bebida alcoholica por
primera vez a la edad 13 afios 0 menos y en promedio, el 6,7% habia experimentado una
intoxicacion en ese rango de edad (ESPAD, 2019). En Espaiia la edad promedio de inicio
en el consumo de alcohol es de 16,7 afos, siendo la segunda sustancia psicoactiva tras el
tabaco que antes empieza a consumirse (EDADES, 2019/2020) .

Como se ha visto a edades tempranas se inicia el consumo de alcohol, pero... ;qué patron
de consumo se observa en los adolescentes?



El patron que se observa con més frecuencia es un patron intermitente y abusivo,
denominado “consumo en atracén” o en inglés “binge drinking”. El Instituto Nacional
sobre Abuso de Alcohol y Alcoholismo (NIAAA) define el consumo en atracon como la
ingesta de alcohol en cantidades elevadas (40 g 0 mas en mujeres y 60 g 0 mas en
hombres) durante periodos cortos de tiempo (habitualmente entre 2-4 h), manteniéndose un
nivel de intoxicacion igual o superior a 0,08 g/L de alcohol en sangre (NIAAA, no date).
Para un adulto estandar, este patron de abuso de alcohol corresponde a consumir 4 0 méas
bebidas en mujeres y 5 0 mas en hombres en aproximadamente 2 horas. Si hablamos de
jévenes serian solo 3 bebidas para las mujeres y de 3 a 5 bebidas para los hombres.
(NIAAA, no date).

La prevalencia de episodios de consumo excesivo de alcohol entre los jovenes de 15 a 19
afos en Europa, en paises de ingresos altos como Australia, Canada, Nueva Zelanda o
Estados Unidos y en algunos paises de América del Sur, como Argentina y Chile, es
particularmente prevalente (> 20%) (NIAAA, no date; World Health Organization, 2019)
(Figura 1.2).
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Figura 1.2. Prevalencia (%) de episodios de consumo excesivo de alcohol (HED) entre los
jévenes de 15 a 19 afios, 2016. Fuente: Global status report on alcohol and health 2018, World
Health Organization, 20109.

Este patron de consumo es una preocupacion entre todos los grupos de edad, pero si
reparamos en jovenes de 18 a 22 afios, las tasas de consumo en atracon a pesar de haber
disminuido en Estados Unidos siguen siendo altas. Segun el National Survey on Drug Use
and Health (NSDUH) de 2019, el 27,7% de las personas que no estaban matriculadas en la
universidad a tiempo completo y el 33,0% de los estudiantes universitarios a tiempo
completo en este grupo de edad informaron haber bebido en exceso en el ultimo mes
(NIAAA, no date). Si reparamos en Europa, uno de cada tres estudiantes de 16 afios bebe
cinco 0 més vasos de bebidas alcoholicas en una ocasion, al menos una vez al mes, y la
mayoria beben en 5-6 ocasiones, y mas de 1 de cada 10, sufren una intoxicacion aguda en
este tiempo (ESPAD, 2019). En Espafia se observa que es un patron de consumo que se da
mas en grupos de menor edad y la maxima prevalencia se registra en el grupo de 20 a 24
afios en ambos sexos (33,8% hombres y 19,2% en mujeres) (Figura 1.3) (EDADES,
2019/2020).
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FUENTE: DEDW Encuesta sobre Alcohal y Drogas en Espafia (EDADES)
Figura 1.3. Prevalencia de consumo de alcohol en atracdn (binge drinking) en los ultimos 30
dias en la poblacion espafiola de 15-64 afios, segun edad y sexo (%). Fuente: Encuesta sobre el
alcohol y otras drogas en Espafia (EDADES), 1995-2019/2020.

1.1.2 Efectos del consumo de alcohol en atracon

Entre las consecuencias de un consumo de alcohol en atracdn encontramos efectos a corto
plazo y a largo plazo.

En primer lugar, la tolerancia al alcohol depende del metabolismo de este, que difiere entre
individuos ya que depende del peso corporal, del contenido de agua/peso corporal y del
nivel de expresion de las enzimas que lo metabolizan (ADH y ALDH), que presentan
diferencias de sexo y etnias (Aragon et al., 2002; Serrano, 2002; Monti et al., 2005).

Entre los sintomas a corto plazo en pacientes de urgencias con intoxicacién aguda por
etanol (concentracion de alcohol en sangre 0,22 g/dL en chicas y 0,25 g/dL en chicos) se
observan sintomas de incoordinacion motora, desorientacion, alteracion del razonamiento
y el habla (Pascual et al., 2017). A pesar de que el 90% del alcohol ingerido es
metabolizado por oxidacién en el higado, tanto el etanol como el acetaldehido, producto
principal de su metabolismo, son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica
(Serrano, 2002) y producir efectos neurotdxicos (Guerri and Pascual, 2019).

Diferentes estudios realizados, tanto en humanos como en animales, demuestran las
consecuencias del consumo de alcohol en atracon a largo plazo en una etapa de desarrollo
cerebral, como es la adolescencia. Entre los efectos dafiinos encontramos alteraciones
estructurales en la sustancia gris y blanca (Squeglia, Jacobus, and Tapert, 2014), asi como
déficits en la memoria, bajo rendimiento académico (Hanson et al., 2011), problemas de
atencion y orientacion (Koskinen et al., 2011), alteraciones en el aprendizaje visual
(Sanhueza, Garcia-Moreno and Exposito, 2011) y en actividades mentales complejas como
las funciones ejecutivas (Goudriaan, Grekin and Sher, 2007), ademés de un aumento de la
impulsividad (White et al., 2011).

Por otro lado, se ha visto que el etanol es capaz de inducir una respuesta neuroinflamatoria,
a traveés de la activacion de los receptores TLR4. La accion del etanol sobre estos
receptores conlleva a la activacion de su cascada de sefializacion, que da lugar a la
produccién de mediadores inflamatorios y citocinas proinflamatorias (Blanco and Guerri,
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2007; Fernandez-Lizarbe, Pascual and Guerri, 2009). Los receptores TLR4 forman parte de
los receptores tipo Toll o Toll-like receptors (TLRs) del sistema inmune y se encuentran
presentes en las células gliales del cerebro. Los TLRs de dichas células se activan frente a
patogenos, restos celulares o estrés, produciendo inflamacién (Brites and Fernandes, 2015).
El ambiente proinflamatorio producido por el consumo de alcohol puede producir gliosis,
desmielinizacion y dafio cerebral (Alfonso-Loeches et al., 2012; Montesinos et al., 2015),
causando las alteraciones cognitivas y de la conducta mencionadas anteriormente (Pascual
etal., 2011, 2015; Montesinos et al., 2015, 2016).

Ademas, se han visto diferencias entre sexos tras una intoxicacion aguda de alcohol,
presentando las chicas adolescentes una mayor vulnerabilidad en la respuesta inflamatoria
que los chicos, ya que la expresion de citocinas y quimiocinas en plasma a los mismos
niveles de alcoholemia era méas elevada, efectos que se correlacionan con una activacion
del receptor TLR4 a nivel plasmatico y de cerebro, como se demuestra mediante el uso de
animales deficientes funcionalmente en el receptor TLR4 (Pascual et al., 2017). Al mismo
tiempo, también se observaron diferencias entre sexos tras el consumo de alcohol cronico
(Alfonso-Loeches et al., 2012), en las que las hembras presentaban una mayor
neurotoxicidad y dafio cerebral que los machos adultos tratados de forma cronica con
alcohol.

Los mecanismos por los que el alcohol es capaz de activar en cerebro tanto la respuesta
inmune inflamatoria como al receptor TLR4 no estan bien esclarecidos. Recientemente se
han descrito nuevas funciones para un tipo de microvesiculas, denominadas exosomas que
actuan como mediadores intercelulares y como transportadores de sustancias de desecho
(Frahbeis, Frohlich and Kramer-Albers, 2012; Pascual, 1bafiez and Guerri, 2020).

1.2 Alcohol y vesiculas extracelulares
1.2.1 Vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares, que engloban a los exosomas y a las microvesiculas
extracelulares, son vesiculas formadas a partir de la invaginaciéon de la membrana de los
cuerpos multivesiculares endosomales, en cuyo interior se pueden encontrar proteinas,
ARN, microARN vy lipidos, entre otras moléculas (Figura 1.4). Una vez que las vesiculas
alcanzan su maduracién, son liberadas al espacio intercelular, por el cual viajan hasta ser
captadas por otras células que internalizan su contenido (Fruhbeis et al., 2013; Perez-
Gonzalez et al., 2012). Participan en el control de las funciones fisioldgicas entre las
ceélulas, aunque recientemente también se ha demostrado su importancia como mecanismo
de comunicacidn en situaciones de estrés o dafio celular (Fruhbeis, Frohlich, and Kramer-
Albers, 2012). Durante el trabajo el término exosoma hara referencia a los exosomas como
tal y a las microvesiculas extracelulares.

En un trabajo reciente llevado a cabo por nuestro grupo (lbafiez et al., 2019) se ha
demostrado que el etanol es capaz de aumentar el nimero de vesiculas extracelulares
liberadas por células astrogliales y alterar su contenido en proteinas y microARNS
relacionados con la respuesta inmune inflamatoria. Ademas, las vesiculas extracelulares
procedentes de células astrogliales tratadas con etanol pueden actuar propagando la
neuroinflamacion a las neuronas y comprometiendo su supervivencia. Estudios de los
ultimos afos han demostrado la participacion de estas microvesiculas en la amplificacion y
el dafio producido en enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson, entre
otras (Su, H. et al., 2021). Cabe destacar el pequefio tamafio y las caracteristicas de las



vesiculas extracelulares, que les permite su paso a traves de la barrera hematoencefalica y
los sitan como una estrategia prometedora para identificar dianas terapéuticas y
biomarcadores de trastornos neuroldgicos y de neuroinflamacion (Pascual, Ibafiez, and
Guerri, 2020) (Figura 1.5). De hecho, un estudio reciente (lbafez et al., 2020) ha
demostrado que las chicas y chicos adolescentes difieren en cuanto a los efectos del etanol
asociados con el perfil de los microARNs procedentes de vesiculas extracelulares
plasmaéticas relacionadas con la inflamacion, y sugieren que las chicas adolescentes son
mas vulnerables que los chicos.
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Figura 1.4. Formaciéon de vesiculas extracelulares (exosomas) por la fusién de cuerpos
multivesiculares (MVB) con la membrana plasmaética. Los MVB, también llamados endosomas
tardios, pueden fusionarse con lisosomas, con autofagosomas y con la membrana plasmatica.
Después de la fusion de MVB con la membrana plasmatica, las ILV (vesiculas intraluminales) de
MVB se liberan como EV (vesiculas extracelulares) y luego se denominan exosomas. Fuente:
Skotland et al., 2019.

Neuroinflammatory state

Activated astroglia

Activated microglia

Blood brain
.. barrier

A —

Periphery

Figura 1.5. Liberacion de exosomas por parte de las células astrogliales y microgliales tras una
agresion neural como respuesta neuroinflamatoria. Después de una agresion neural, las células
astrogliales y microgliales se activan liberando vesiculas extracelulares que contienen proteinas
inflamatorias, “misfolded” y miARN involucrados en una respuesta neuroinflamatoria que afecta
la viabilidad de las neuronas. EV: vesiculas extracelulares. Fuente: Pascual, Ibafiez, and Guerri,

2020.



1.2.2 Lipidos en las vesiculas extracelulares

Los lipidos se definen como moléculas constituidas por un acido alifatico de cadena media
y numero par de atomos de carbono (de 4 a 30 4&tomos), ligados por un enlace éster, a veces
amida o éter, a compuestos que tienen una funcién alcohol o mas (esfingosina, alcoholes
grasos superiores, etc). La presencia de largas cadenas hidrocarbonadas en la molécula de
los lipidos les confiere la propiedad de ser insolubles en agua y solubles en solventes
organicos apolares (lipid, no date; M M i X, no date). Los lipidos exhiben una notable
diversidad estructural, determinada por factores como la longitud de cadena variable, y
transformaciones  bioquimicas como  oxidaciones, reducciones,  sustituciones,
transformaciones formadoras de anillos, asi como modificaciones con residuos de azlcares
y otros grupos funcionales de diferente origen biosintético. Esta variacion en las
estructuras de las moléculas de los lipidos es un reflejo de la diversidad funcional que
presentan, siendo un grupo dispar y ubicuo con funciones clave en la fisiologia y patologia
celular (Fahy et al., 2011). Se denominan lipidos simples los que s6lo contienen carbono,
oxigeno e hidrégeno, y comprenden los triglicéridos, llamados grasas (grasa) o aceites
(aceite) segun sean solidos o liquidos, las ceras (cera) y los ésteres de los esteroles
(esterol); dentro de este ultimo grupo, uno de los esteroles mas conocidos es el colesterol.
Por otro lado, los lipidos que contienen otros constituyentes en su molécula, tales como
acidos fosféricos, acido sulfarico, bases nitrogenadas y azucares se les denomina lipidos
complejos o lipoides; comprenden los fosfolipidos (fosfolipido), los esfingolipidos
(esfingolipidos) y los glicolipidos (glicolipido) (lipid, no date; M M i X, no date).

Contrastando el caso de genes y proteinas, que se componen principalmente de
combinaciones lineales de 4 acidos nucleicos y 20 aminoacidos, respectivamente, las
estructuras lipidicas son mas complejas debido a la cantidad de diferentes transformaciones
bioquimicas que ocurren durante su biosintesis (Fahy et al.,, 2011). No existen
estimaciones confiables del nimero de compuestos lipidicos discretos en la naturaleza,
debido a los desafios técnicos de dilucidar las estructuras quimicas, pero basandose en la
cadena de acilo/alquilo y permutaciones de azUcar para glicerolipidos, glicerofosfolipidos
y esfingolipidos, el nimero de especies moleculares de lipidos puede estimarse alrededor
de 200.000 (Yetukuri et al., 2008).

La estabilidad de las vesiculas extracelulares en el entorno extracelular y la interaccion de
éstos con otras céelulas estan relacionadas con la composicién lipidica de la membrana, por
su implicacion en la formacion, liberacion y funcién (Llorente et al., 2013; Skotland,
Sandvig, and Llorente, 2017). Por ejemplo, al realizar comparaciones entre los lipidos que
forman parte de los exosomas y de los lipidos de las células de la linea PC-3 (cancer de
préstata), muestran un enriquecimiento de determinados lipidos en los exosomas. Este
analisis puede ayudar a comprender la biogénesis de los exosomas, su estabilidad en el
entorno extracelular y/o la interaccién de los exosomas con otras células. De este modo, se
pone de manifiesto la importancia de la lipiddmica molecular cuantitativa para
proporcionar conocimientos novedosos gue nos ayudaran a comprender la estructura de la
membrana y, potencialmente, conduciran a nuevas vias en el tratamiento y diagndstico de
diferentes patologias (Llorente et al., 2013).



1.3  Omicas

Las nuevas tecnologias han hecho posible obtener una gran cantidad de medidas
moleculares dentro de un tejido o célula. Los campos cientificos asociados con la medicion
de tales moléculas bioldgicas se denominan "émicos™ (Micheel et al., 2012).

Entre los campos encontramos la proteémica, la transcriptomica, la gendmica, la
metabolomica, la lipidomica y la epigenémica, que corresponden a andlisis globales de
proteinas, ARN, genes, metabolitos, lipidos y ADN metilado o histonas modificadas en los
cromosomas, respectivamente (Micheel et al., 2012). La finalidad de estos estudios es
interpretar mediciones moleculares mediante un modelo computacional para producir un
resultado clinicamente procesable. Es decir, obtener una comprension del sistema
biolégico en estudio y asociar las mediciones moleculares con un resultado clinico de
interés, para desarrollar un modelo predictivo o prondstico mas preciso de una condicion o
enfermedad en particular (Micheel et al., 2012). En los ultimos afios, surge la necesidad de
nuevos métodos computacionales debido al papel que juegan en la resolucion de problemas
bioldgicos, la gran cantidad de datos que se estan generando a partir de tecnologias de alto
rendimiento y el aumento de la informacidn accesible en las bases de datos bioldgicas. En
funcién del tipo de dato 6mico con el que trabajemos y dependiendo de los objetivos del
estudio, encontramos diferentes estrategias de analisis.

1.3.1 Lipidomica en bioinformatica

Los desarrollos en bioinformatica generalmente han seguido los avances tecnologicos de la
biologia molecular, es por ello por lo que la bioinforméatica méas extendida y desarrollada se
encuentre en el area de la gendémica, la primera disciplina émica que abordaron los
bioinforméticos. Actualmente estan disponibles grandes cantidades de datos lipidémicos
gracias a los avances en la espectrometria de masas, pero la identificacion de
biomarcadores y su interpretacion bioldgica sigue siendo un desafio, ya que son escasos los
recursos y las herramientas capaces de abordar este tipo de datos dmicos, siendo la
bioinformética de lipidos una necesidad emergente (Niemeld et al., 2009; Pauling and
Klipp, 2016; Mohamed and Hill, 2021). Ademas de estas dificultades a la hora de trabajar
con lipidémica encontramos la falta de una nomenclatura estandarizada y de anotaciones
funcionales, que asocien a cada lipido su funcionalidad.

En los estudios de lipidomica, tanto dirigidos como no dirigidos, se utilizan protocolos
experimentales similares que han sido reforzados por desarrollos recientes en plataformas
analiticas modernas basadas en espectrometria de masas (MS) (Pati et al., 2016). Como se
muestra en la Figura 1.6, el primer paso en el laboratorio experimental es la extraccion de
los lipidos presentes en muestras biol6gicas. Después, el analisis por espectrometria de
masas, el cual nos aporta informacion estructural y de intensidad que mediante métodos
computacionales nos permite identificar y cuantificar los lipidos. Tras el procesamiento de
estos datos procedemos a realizar los andlisis estadisticos para llevar a cabo la
identificacion de biomarcadores y su caracterizacién funcional.
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Figura 1.6. Flujos de trabajo de la lipidémica. Los términos en negrita son particularmente
importantes. MS, espectrometria de masas; NP / HILIC, cromatografia fase normal / liquido de
interaccion hidrofilica; RP, fase inversa. Fuente: Lipidomics Standards Initiative Consortium,

2019.
1.3.1.1 Identificacion de biomarcadores

Para los analisis bioinformaticos de lipidos se hace uso de herramientas y estrategias
aplicadas en estudios gendmicos, protedmicos y metabolomicos (Ransohoff, 2005;

Broadhurst and Kell, 2007).

En la transcriptémica el primer paso consiste en un preprocesamiento de los datos, y entre
las estrategias de analisis de datos posteriores mas comunes encontramos (Garcia Garcia,

2016):
o Andlisis de expresion diferencial: su objetivo es la identificacion de genes o
transcritos que varian su expresion entre los diferentes grupos experimentales.

o Prediccion de clases: a partir de un conjunto de datos que sirven de entrenamiento
para el modelo, con perfiles de transcripcion diferentes entre las diferentes
condiciones, es posible determinar un predictor supervisado que clasifique nuevas

muestras.

o Andlisis de cluster: su objetivo es el de agrupar las diferentes muestras o grupos de
genes, a partir de un patron de expresion comun. Este tipo de analisis también se

denomina clasificacion no supervisada.

Estas estrategias son aplicables a la lipidomica.


Carla
Sello


1.3.1.2 Caracterizacion funcional

En el apartado anterior se describen diferentes estrategias de analisis mediante las cuales
obtenemos listas de elementos bioldgicos de interés o una ordenacion de todas estas
unidades que aparecen en el estudio, siguiendo criterios estadisticos, bioldgicos o clinicos
con relevancia para los investigadores. Por otra parte, existen bases de datos donde se
registran anotaciones funcionales (funciones asociadas a unidades bioldgicas y que estan
incluidas en un vocabulario estructurado) que nos aportan informacion bioldgica que
ayudan a interpretar los resultados obtenidos anteriormente (Garcia Garcia, 2016).

En el campo de la transcriptomica encontramos la base de datos Gene Ontology (GO)
(Ashburner et al., 2000), con anotaciones de procesos bioldgicos, funciones moleculares o
componentes celulares que caracterizan a grupos de genes; Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) (Kanehisa and Goto, 2000), que proporciona informacion de
interacciones moleculares; miRBase (Kozomara and Griffiths-Jones, 2014), que contienen
informacion relativa sobre miARNs. En la proteémica UniProt (Consortium and The
UniProt Consortium, 2015) y en metabolomica RefMet (Fahy and Subramaniam, 2020).

A la hora de realizar andlisis de las rutas en las que participan los lipidos generalmente se
combinan datos de diferentes niveles, como la lipidomica, la transcriptomica y la
protedmica (Yetukuri et al., 2007). Es importante sefialar que actualmente, aunque existen
entradas para moléculas de lipidos especificas en bases de datos como LIPID MAPS
(LIPID MAPS® Lipidomics Gateway, no date) y The Human Metabolome Database
(HMDB) (Human Metabolome Database, no date), las rutas seleccionadas contienen
predominantemente biologia general de clases de lipidos, por lo tanto, la inferencia
bioldgica actual en lipidomica se basa en evidencias experimentales o Unicamente en las
tendencias basadas en la clase de lipidos y el perfil de acidos grasos (Koelmel et al.,
2017). También encontramos anotaciones en la base de datos RefMet (Fahy and
Subramaniam, 2020).

Una vez tenemos los resultados procedentes de los experimentos y la informacién
bioldgica de las bases de datos, se realiza la caracterizacion funcional de los resultados de
estos andlisis combinando ambos conocimientos. Entre las diferentes metodologias
encontramos (Garcia Garcia, 2016):

o Descripcion de las funciones asociadas a un grupo de lipidos. Conocer las
funcionalidades de un grupo de lipidos que estan diferencialmente expresados.

o Analisis de Sobre Representacion (Al-Shahrour, Diaz-Uriarte and Dopazo, 2004;
Al-Shahrour et al., 2007). Determinar si las funciones o procesos bioldgicos
conocidos estan sobrerrepresentados en una lista de genes (u otras moléculas)
derivada experimentalmente. Se comparan las funciones anotadas de este grupo
con las funciones de otro grupo de referencia, evaluando estadisticamente la
proporcion de genes/lipidos asociados a una determinada funcién, pudiendo
detectarse sobrerrepresentacion de genes/lipidos asociados a dicha funcion. Tiene
la limitacion de que se estudia la lista especifica de genes/lipidos procedentes de
una seleccion realizada a partir de un punto de corte.

o Lipid Set Enrichment Analysis (LSEA), basado en Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) (Subramanian et al., 2005; Mohamed, Molendijk and Hill, 2020).
Determinar si los lipidos/genes que participan en una misma funcion tienden a
agruparse y a presentar patrones de expresion alta (sobreexpresados) o baja
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(infraexpresados) en los diferentes grupos a estudiar. Se utiliza la lista completa
de lipidos/genes del estudio y se ordenan segln su nivel de expresion diferencial.

Como se ha dicho anteriormente la bioinformatica mas extendida y desarrollada se
encuentra en el area de la genomica/transcriptomica, por ello los otros campos se basan e
intentan aplicar sus metodologias siempre que sea posible.

1.3.1.3 Nomenclatura

Existen multiples convenciones para la clasificacion y nomenclatura de lipidos, ademas se
pueden expresar en diferentes niveles segun el grado estructural que se defina (carbonos y
dobles enlaces, constituyentes de acilo graso, isbmeros posicionales, posicion de doble
enlace, doble enlace cis o trans, la estequiometria) (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Diferentes formas de anotar un mismo lipido segin sus grados de resolucion
estructural. Fuente: Koelmel et al. 2017.

Resolucion estructural Anotacion
Carbonos y dobles enlaces PC(34:2)
Constituyentes de acilo graso PC(16:0_18:2)
Isdmeros posicionales PC(16:0/18:2)
Posicion de doble enlace PC(16:0/18:2(10,12))
Doble enlace cis o trans PC(16:0/18:2(10E,127))
Estequiometria PC(16:0/18:2(10E,122)[R])

Para hacer frente a las enormes cantidades de datos de lipidos que genera y generara la
comunidad cientifica, utilizarlos con un enfoque de “biologia de sistemas” y facilitar la
comunicacion internacional, se precisa de una nomenclatura y clasificacion estandar, y una
plataforma comun compatible con los requisitos informaticos (Fahy et al., 2005). Debido a
la complejidad de los nombres de los lipidos mediante la aplicacion de las reglas para
nombrar compuestos organicos establecidas por la Unién Internacional de Quimica Pura'y
Aplicada (IUPAC), la Comisién de Nomenclatura Biologica de la IUPAC (IUPAC-1UB)
propuso una convencion de nomenclatura alternativa en 1967 y la ampli6 en 1978
(Koelmel et al., 2017). En 2005 y 2009, la Clasificacion Internacional de Lipidos y el
Comité de Nomenclatura (ILCNC) definieron una nueva clasificacion y nomenclatura de
lipidos segun las reglas IUPAC-IUB, la cual esta disponible y se utiliza en la base de datos
de LIPID MAPS (Koelmel et al., 2017; Lisa, 2020). Pero los diferentes niveles de
nomenclatura (Tabla 1.1) alin causan problemas al comparar herramientas de analisis,
especialmente en la interpretacion de datos o en ontologias basadas en modelado, como el
analisis de enriguecimiento de conjuntos de lipidos (Izumi et al., 2019).
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2 Hipdtesis y objetivos

Resultados recientes han demostrado diferencias entre sexos en el consumo de alcohol
durante la adolescencia (Pascual et al., 2017; Ibafiez et al., 2020), siendo las chicas mas
vulnerables que los chicos a los efectos del alcohol al mostrar una mayor respuesta
inflamatoria. Ademas, teniendo en cuenta el papel de los exosomas o0 vesiculas
extracelulares en la respuesta neuroinflamatoria inducida por el alcohol , asi como la
importancia de los lipidos exosomales (Llorente et al., 2013; Skotland, Sandvig and
Llorente, 2017), nuestra hipotesis es demostrar si la intoxicacion alcohélica presenta un
papel relevante a nivel lipidomico en las vesiculas extracelulares plasmaticas procedentes
de individuos adolescentes y su posible perfil diferencial por sexo.

Para comprobar esta hipdtesis, se formularon los siguientes objetivos especificos en el
presente trabajo:

1. Andlisis estadistico de la expresion de los lipidos presentes en las vesiculas
extracelulares procedentes de chicas y chicos tras una intoxicacion alcohdlica.

2. Busqueda de diferencias entre sexos en el perfil de expresion lipidica de las
vesiculas extracelulares procedentes de plasma.

3. Andlisis de los mecanismos bioldgicos implicados en los lipidos alterados por la
intoxicacion alcohdlica en chicas y chicos adolescentes.
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3 Material y métodos
3.1 Sujetos

Para llevar a cabo este trabajo, se trabajo en colaboracién con el Dr. Miguel Marcos, del
Departamento de Medicina Interna del Hospital Universitario de Salamanca (Salamanca,
Espafia), ya que las muestras de plasma, procedentes de mujeres y hombres adolescentes
fueron obtenidas en el Hospital Universitario de Salamanca. Nuestra muestra clinica
incluyé a 18 adolescentes y adultos jovenes que ingresaron en el Servicio de Urgencias del
Hospital Universitario de Salamanca con intoxicacion alcohdlica aguda de moderada a
grave (Lopez-Moreno et al., 2015). La intoxicacion aguda por alcohol se definié por los
signos y sintomas clinicos (incoordinacién motora, marcha inestable, ralentizacion del
razonamiento, dificultad para hablar, confusion o desorientacion), niveles de alcohol en
sangre (BAL) > 1 g/L y consumo de al menos cinco (50 g, hombres) o cuatro (40 g,
mujeres) bebidas estandares durante las 6 horas antes de la admisién, aunque la cantidad
total de bebida o el tiempo desde la primera y la Gltima ingesta de etanol no se conocia
exactamente para cada individuo. Los pacientes fueron excluidos si tenian alguna otra
enfermedad aguda (por ejemplo, trauma o infeccion) o crénica, tomaban algin
medicamento o si su analisis toxicologico urinario o los datos clinicos demostraron que
habian consumido drogas ilegales (ademas del cannabis). Las caracteristicas clinicas y
analiticas de los individuos se muestran en la Tabla 3.1.

También se incluyeron en el estudio 18 controles sanos reclutados entre estudiantes de
medicina y enfermeria. Los controles no consumieron alcohol, aparte del consumo
esporadico leve, no informaron consumo de alcohol durante las 72 horas previas a la
extracciéon de sangre y no informaron episodios de consumo excesivo de alcohol durante
los tres meses anteriores. Estos sujetos mostraron parametros bioquimicos hematoldgicos y
plasméticos normales (Tabla 3.1) y no presentaban ninguna enfermedad crénica o aguda.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario de Salamanca y
se obtuvo el consentimiento informado por escrito de cada participante. Se obtuvieron
muestras de sangre de los pacientes al momento de la admisién para su uso en la atencion
estandar y también con fines de investigacion. Estas muestras de sangre se utilizaron para
determinar el BAL, el recuento sanguineo, las pruebas de funcién hepética y para los
analisis de lipidos en vesiculas extracelulares. Las muestras se procesaron y analizaron
para este estudio solo después de que los pacientes pudieron dar su consentimiento
informado.

Durante todo el trabajo vamos a hablar de diferencias entre sexos y no genero, ya que la
distincion recae en términos bioldgicos, diferenciamos entre individuos XX y XY. El
término género se usa para los roles sociales basados en el sexo de la persona (rol de
género) o la identificacién personal (identidad de género).
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Tabla 3.1. Caracteristicas de los sujetos del estudio en los cuatro grupos experimentales segun
sexo y tratamiento. Q1, primer cuartil. Q3, tercer cuartil. BAL, niveles de alcohol en sangre.

Individuos sanos Individuos intoxicacion alcohdlica

Chicos Chicas Chicos Chicas
Edad (mediana) 22,56 19,78 20,67 19,78
Edad (Q1) 23 21 22 21
Edad (Q3) 21 18 19 18
BAL (g/l) (mediana) 0 0 2,54 2,00
BAL (g/1) (Q1) 0 0 2,80 2,20
BAL (g/1) (Q3) 0 0 2,30 1,80

3.2 Obtencion de las vesiculas extracelulares y aislamiento de la fraccion lipidica

El aislamiento de las vesiculas extracelulares a partir de las muestras de plasma se llevd a
cabo en el laboratorio de Patologia Celular y Molecular del Alcohol del Centro de
Investigacion Principe Felipe, siguiendo la metodologia descrita en Ibafez et al., 2020.
Para la obtencidon de la fraccion lipidica de las microvesiculas se utiliz6 un procedimiento
modificado de la técnica de Folch. A continuacion, se realizd la cuantificacion de los
distintos lipidos que se llevd a cabo en la Unidad de Gendmica y Protedmica de la
Universidad de Alicante, utilizando para ello la técnica de Espectrometria de masas
acoplada a cromatografia en fase liquida.

3.3 Procesamiento de los datos

Este estudio se inicia con los datos obtenidos en la Unidad de Gendmica y Protedmica de
la Universidad de Alicante, a partir de la identificacion y cuantificacion de los distintos
lipidos y su posterior normalizacion. El formato de los datos con el que se trabaja es
similar al de un estudio de microarrays 0 RNAseq, donde en las filas se encuentran los
valores de expresion para cada lipido y en las columnas las diferentes muestras.

Los datos se dividieron en dos grupos que se mantienen a lo largo del estudio dependiendo
de la polaridad del modo de ionizacion utilizado durante la espectrofotometria de masas,
modo iterativo negativo (lipidos negativos) y modo iterativo positivo (lipidos positivos). Se
parte de 4 grupos experimentales (control hombre, control mujer, etanol hombre, etanol
mujer) con 9 réplicas por grupo, es decir 36 muestras en total, y con 381 lipidos negativos
y 276 lipidos positivos.

3.3.1 Unificacién de la nomenclatura de los lipidos

Para cada lipido se unificd la nomenclatura, ya que en algunos casos encontrabamos
lipidos identificados con el mismo nombre, pero con diferentes tiempos de retencion,
aunque similares (ejemplo: FA 19:0 RT:3.990, FA 19:0 RT:4.279, FA 19:0 RT:4.676,
FA 19:0 RT:4.856), por lo que se consideraron el mismo lipido, con el objetivo de
disponer de una medida Unica por lipido. Para ello se calculé la mediana a los valores de
expresion. Se entiende como tiempo de retencion el tiempo transcurrido entre la inyeccion
de la muestra y la aparicion de la respuesta maxima en el proceso de cromatografia.
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3.3.2 Analisis exploratorio

Con los datos de expresion sin informacion duplicada y con las muestras distribuidas en los
diferentes grupos de interés, se realizd un andlisis exploratorio. El analisis exploratorio
engloba todos los procedimientos empleados para analizar los datos e interpretar los
resultados que se obtienen a partir de ellos (Tukey, 1962), con el fin de determinar la
distribucion de la expresion de las muestras, comprobar que no existen patrones anomalos
y evaluar la calidad de los datos del estudio.

Los datos fueron evaluados mediante analisis de clustering, analisis de componentes
principales (PCA) y diagramas de cajas:

o Analisis de agrupamiento o Clustering y Analisis de Componentes Principales
(PCA): el objetivo es observar la distribucion de las muestras de los grupos
experimentales e identificar posibles agrupaciones de las muestras en cuanto a los
niveles de expresion de manera dependiente del sexo o de caso control o etanol.
Se llevaron a cabo dos metodologias para el analisis de clustering utilizando la
distancia euclidea y la distancia de correlacion, para ver agrupaciones de los
niveles de expresion de las muestras segun el sexo o tratamiento (etanol-control)
de los pacientes. ElI uso de dos tipos de distancias nos permitio ver las
agrupaciones tanto a nivel de distancia “ordinaria” entre las muestras (distancia
euclidea) como a nivel de las tendencias de expresion de las muestras (distancia
de correlacion).

o Diagrama de cajas: el objetivo es comprobar que no existen anomalias en la
distribucion de los datos. Se realizaron dos tipos de diagramas de cajas, en un
primer lugar se represent6 un diagrama por muestra y, en segundo lugar, uno por
lipido separando los cuatro grupos. En caso de encontrar alguna irregularidad se
elimino en la primera estrategia la muestra y en la segunda se analiz6 y valoro la
eliminacion de los valores atipicos, en inglés, outliers. Los valores atipicos son
observaciones cuyos valores son muy diferentes a las otras observaciones del
mismo grupo de datos que son ocasionados por errores de procedimiento,
acontecimientos extraordinarios, causas no conocidas. Los datos atipicos
distorsionan los resultados de los analisis, por esta razon hay que identificarlas y
tratarlos de manera adecuada, generalmente excluyéndose del andlisis (2.2
Valores atipicos, no date). Se consideré un dato atipico aquel valor que se
encontraba por encima del del tercer cuartil (Q3) + 1,5 * IQR (rango
intercuartilico) o por debajo del primer cuartil (Q1) - 1,5 * IQR (Glen, 2021).
Este criterio permitié su identificacion y exclusion del grupo de datos.

3.4 Andlisis de expresion diferencial

En el analisis de expresion diferencial se evalian las diferencias a nivel de expresion
lipidica entre los diferentes grupos experimentales. Puesto que el objetivo del trabajo es
identificar diferencias entre sexos debido al alcohol, los grupos surgieron de la
combinacion del factor “sexo” y del factor “tratamiento”, tal y como se puede ver en la
Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Grupos de estudio para las comparaciones.

Sexo Control Etanol
Hombres Control.Hombres Etanol.Hombres
Mujeres Control.Mujeres Etanol.Mujeres

En este apartado se valoraron diferentes abordajes y finalmente se aplicaron dos métodos
diferentes: modelos lineales mediante el paquete 1imma de bioconductor y un anélisis de la
varianza de dos factores y su interaccion (ANOVA), con la finalidad de hacer una
comparativa, ya que como se ha dicho en la introduccion en este tipo de estudios no esta
tan consolidada la metodologia como en otros campos de las dmicas.

En ambos casos se evaluaron:

o Efecto del sexo, mediante la comparacion de las diferencias entre mujeres y
hombres.
Ecuacion del contraste: (Mujeres - Hombres)

o Efecto del tratamiento, mediante la comparacion de las diferencias entre caso
(etanol) y control.
Ecuacion del contraste: (Etanol - Control)

o Efecto de la interaccion del sexo y el tratamiento: comparacion de las diferencias en
mujeres debidas a la intoxicacion por alcohol con las diferencias en hombres debidas
a la intoxicacion por alcohol.
Ecuacion del contraste:
(Etanol mujeres - Control mujeres) vs. (Etanol hombres - Control hombres)

3.4.1 limma

Por una parte, se evaluaron los contrastes a través de los modelos lineales implementados
en el paquete 1imma de Bioconductor (Ritchie et al., 2015), el cual permite evaluar para
cada lipido un contraste de medias de expresion definido en un modelo lineal, donde la
variable respuesta es la expresion lipidica con la funcién lmFit. Se calcularon los
coeficientes estimados y los errores estandares a partir de la matriz de contrastes y el
modelo lineal contrasts.fit, y los estadisticos de la expresién diferencial con eBayes.
Finalmente, se ajustd el p-valor mediante el método de Benjamini y Hochberg (BH)
(Benjamini and Hochberg, 1995).

3.4.2 Analisis de la varianza (ANOVA)

Se evaluaron las comparaciones de interés mediante la funcion aov de R (aov function -
RDocumentation, no date; Everitt, 1992), la cual realiza los contrastes para saber si existe
alguna diferencia significativa entre la expresion media entre las diferentes condiciones
experimentales, bajo la hipdtesis nula de que todas las medias son la misma. Finalmente, se
ajusto el p-valor mediante el método de Benjamini y Hochberg (BH) (Benjamini and
Hochberg, 1995).
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3.5 Caracterizacion funcional

Para este apartado se realizé una busqueda exhaustiva de diferentes métodos para realizar
una caracterizacion funcional, tanto en la parte de anotacién como en el analisis
estadistico. Entre las bases de datos y herramientas valoradas encontramos:

e LIPID MAPS (LIPID MAPS, no date):

o LIPID MAPS® Lipidomics Gateway (LIPID MAPS® Lipidomics Gateway,
no date)

o LMSD: LIPID MAPS structure database (Sud et al., 2007)

o LIPEA: Lipid Pathway Enrichment Analysis (Cybernetics, no date; Acevedo et al.,
2018)

o KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Kanehisa and Goto, 2000)
e paquete lipidr (Mohamed, Molendijk and Hill, 2020)

e paquete MetaboAnalystR (Pang et al., 2021)

e LION/web (Molenaar et al., 2019)

o RefMet: A Reference list of Metabolite names (Fahy and Subramaniam, 2020)

e Lipid Mini-On (Clair et al., 2019)

o LipidBank (LipidBank, no date)

Tras valorar las diferentes herramientas/metodologias se decidié para este trabajo realizar
un analisis de enriquecimiento funcional a través de Lipid Set Enrichment Analysis
(LSEA), basado en Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) (Montaner and Dopazo, 2010;
Mohamed, Molendijk and Hill, 2020). El objetivo de este tipo de andlisis es indicar cual es
la funcion biolégica que hay detras de un conjunto de lipidos que se han clasificado segun
su expresion diferencial. Para ello se ha asociado cada lipido con tres niveles de
clasificacion, con el objetivo de detectar la regulacion preferencial de ciertas clases de
lipidos a diferentes niveles. Primer nivel super class, que engloba a diferentes main class y
esta engloba diferentes sub class. Para que la anotacion fuera lo méas estandarizada posible
se utilizé la base de datos RefMet (Fahy and Subramaniam, 2020), la cual vimos que
coincidia notablemente con la clasificacion de LIPID MAPS, y nos basamos en esta
anotacion para completar de manera manual aquellos lipidos que no habian sido anotados.
En algunos estudios extraen las clases directamente de los nombres de los lipidos,
utilizando solo un nivel (Mohamed, Molendijk, and Hill, 2020).

En este apartado del trabajo se utilizaron los resultados de la expresion diferencial
obtenidos con el método de 1imma. La razon es que limma matematicamente se ajusta mejor
al tipo de dato émico con el que estamos trabajando y al obtener resultados similares a
ANOVA, como veremos en el siguiente apartado, decidimos quedarnos con limma. NO se
utiliz6 desde un principio solo 1imma ya que al ser un abordaje nuevo para nosotros se
quiso comparar en el andlisis de expresion diferencial ambas metodologias.
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La anotacion de RefMet se ejecut6 en el cluster del Centro de Investigacion Principe
Felipe (CIPF). Esta compuesto por 44 nodos de computadora, con hasta 600 CPU y una
memoria RAM acumulada de 11 TeraBytes. Utiliza un sistema de almacenamiento de
archivos distribuido llamado Lustre, que cuenta con una capacidad de 1 PetaByte, con
capacidad para almacenar y analizar datos provenientes de proyectos biomédicos.

El resto de los programas se ejecutaron en un ordenador portatil (HP laptop) con un
procesador Intel® CoreTM i5-7200U 2.50GHz y 7,7 GiB de memoria. Este procesador
tiene 2 ndcleos y 4 procesadores logicos. Plataforma: x86_64-pc-linux-gnu (64-bit).
Ubuntu 18.04.5 LTS

En ambos casos se utilizo el lenguaje R version 3.6.3 (2020-02-29)

El codigo lo podemos encontrar en el repositorio de acceso abierto Zenodo a través del
enlace: https://doi.org/10.5281/zenodo.5068523 o con el siguiente codigo QR:

Los repositorios de acceso abierto como Zenodo forman parte de la filosofia
FAIR/Opendata, donde se fomenta la cooperacion y se destaca el potencial de compartir
datos e informacion de los resultados de las investigaciones.
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4 Resultados

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en este trabajo, siguiendo el orden
establecido en el apartado anterior. Para facilitar la lectura del gran volumen de resultados,
se muestran las figuras de mayor relevancia, pudiéndose encontrar el resto publicadas en
Zenodo, accediendo a través del enlace: https://doi.org/10.5281/zenodo.5068523 o con el
siguiente codigo QR:

4.1 Procesamiento de los datos
4.1.1 Unificacion de la nomenclatura de los lipidos

Tras la deteccion de lipidos duplicados (identificadores similares), se unificaron y sus
niveles de expresion se resumieron a traves de su mediana, obteniendo un namero final de
330 lipidos negativos y 247 lipidos positivos (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Numero de lipidos iniciales y finales, tras la fase de procesamiento.

Namero inicial Numero final
Lipidos negativos 381 330

Lipidos positivos 276 247

4.1.2 Andlisis exploratorio
4.1.2.1 Lipidos negativos

En el analisis de clustering podemos observar como las muestras de mujeres control suelen
agruparse utilizando tanto la distancia euclidea como la de correlacion, al igual que algunas
muestras de etanol hombre (Figura 4.1).

En el PCA (Figura 4.2) también se observa este agrupamiento de las muestras control
mujer.

Las muestras no presentan anomalias en la distribucion de los datos, tal como indican los
diagramas de cajas (Figura 4.3 A), en cambio, si que existen valores atipicos en los grupos
experimentales por cada lipido (Figura 4.3 B). Como el nimero de valores atipicos no era
excesivo, tras consensuar con la responsable de la investigacion experimental, se decidio
eliminarlos para evitar un ruido extra que produjera alteraciones en los analisis posteriores.

Tras la eliminacién de los valores atipicos se repitié el clustering por distancia euclidea y
podemos ver como las muestras se agrupan por grupo control y etanol (Figura 4.1).
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Datos iniciales

Datos tras eliminar los valores atipicos

Clustering, distancia de correlacion

Clustering, distanica euclidea
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Figura 4.1. Clustering de las muestras de lipidos negativos. lzquierda distancia de correlacién,
centro distancia euclidea y derecha distancia euclidea tras eliminar los valores atipicos. Con los
datos iniciales vemos como las muestras de mujer control se agrupan, al igual que algunas de
hombre etanol. Tras eliminar los valores atipicos vemos agrupaciones entre muestras control y

etanol. Nota:

PC2: 10% varianza explicada
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Figura 4.2. PCA de las muestras de lipidos negativos. Se observa como las muestras de mujer
control se separan notablemente del resto. C_H: control hombre, C_M: control mujer, ET_H:
etanol hombre, ET_M: etanol mujer.
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Diagrama de cajas por muestras
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Figura 4.3. A. Diagrama de cajas por muestra en lipidos negativos. La mediana de todos los
grupos experimentales es similar y no vemos ninguna distribuciéon anémala. B. Ejemplo de
diagrama de cajas de cada lipido por grupo experimental de 5 lipidos previa eliminacion de
valores atipicos, se representa en el eje de abscisas el nombre del lipido, y tras la eliminacion de
los valores atipicos, se representa en el eje de abscisas el nombre del lipido afiadiendo el sufijo
_NA. Podemos ver como en algunos casos se observan valores atipicos. C_H: control hombre,
C_M: control mujer, ET_H: etanol hombre, ET_M: etanol mujer.

4.1.2.2 Lipidos positivos

En el anélisis de clustering podemos observar como en general las muestras se separan
entre hombres y mujeres. Las muestras de mujeres control suelen agruparse en los
clusterings con ambas distancias (Figura 4.4).

En el PCA (Figura 4.5) vemos una agrupacién marcada entre sexos y una agrupacion
menos marcada entre etanol control dentro del mismo sexo (las graficas del Anexo son
interactivas por lo que podemos seleccionar qué grupos representar para una mejor
visualizacion).
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La muestra etanol hombre nimero 9 presenta anomalias en la distribucién de los datos
como se observa en el diagrama de cajas (Figura 4.6 A). Ademas, si nos fijamos tanto en el
clustering de distancia euclidea como en el PCA (Figuras 4.4 y 4.5) esta muestra se
representa alejada de las demés (las graficas del Anexo son interactivas por lo que
podemos identificar las muestras). Por ello, tras consensuar su alta variabilidad se decidid
eliminarla del estudio. Por otro lado, al igual que en los lipidos negativos, se observaron
valores atipicos en los grupos experimentales por cada lipido (Figura 4.6 B) y tras su
evaluacion, se decidié eliminarlos para evitar alteraciones en los analisis posteriores. A
continuacidn, se repitio el clustering de distancia euclidea observandose una separacion
clara entre sexos y pequefias agrupaciones por etanol-control (Figura 4.4).

Datos tras eliminar la muestra etanol hombre 9y

Datos iniciales L
los valores atipicos

Clustering, distancia de correlacion Clustering, distanica euclidea Clustering, distancia euclidea sin outliers ni ET9H
ET5_M
6_H
ET4 M £T8_M
ET8_M ET7_M
ET3_M ET1_ M £T4_M
’_‘—:z H
3 £T6_M
I—ETZ M
9 H ET7_M
I_: 15
o — L
4_H 8,

ET1M £T3_ M
H!: b
T6_M 2 H

S

Figura 4.4. Clustering de las muestras de lipidos positivos. lzquierda distancia de correlacion,

centro distancia euclidea y derecha distancia euclidea tras eliminar los valores atipicos. Con los

datos iniciales vemos como las muestras de mujeres se agrupan, al igual las de hombre. Esta

distribucién se hace mas notable tras eliminar los valores atipicos, ademas podemos ver pequefias

agrupaciones distribuidas por grupos control y etanol. Hay que destacar en la distancia euclidea

como la muestra etanol hombre nimero 9 se separa notablemente del resto de muestras. Nota:
, control hombre, etanol mujer,
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Figura 4.5. PCA de las muestras de lipidos positivos. Las muestras se agrupan por sexo. Ademas,
podemos ver dentro de estas agrupaciones una leve distribucion por tratamiento. Hay que destacar
una muestra hombre etanol que siempre aparece alejada del resto de muestras (derecha parte
inferior). C_H: control hombre, C_M: control mujer, ET_H: etanol hombre, ET_M: etanol mujer.
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Figura 4.6. A. Diagrama de cajas por muestra en lipidos positivos. Se observa como la muestra
etanol hombre numero 9 destaca sobre el resto por su distribucion, que difiere del resto de
muestras.
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B Diagrama de cajas por lipidos Q
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Figura 4.6. B. Ejemplo de diagrama de cajas de cada lipido por grupo experimental de 5 lipidos
previa eliminacion de valores atipicos, se representa en el eje de abscisas el nombre del lipido, y
tras la eliminacion de los valores atipicos, se representa en el eje de abscisas el nombre del lipido
afiadiendo el sufijo _NA. C_H: control hombre, C_M: control mujer, ET_H: etanol hombre,
ET_M: etanol mujer.

4.2 Expresion diferencial

El analisis de expresion diferencial proporciona la deteccion de los lipidos méas expresados
en cada uno de los grupos de interés. Estos resultados seran utilizados en las siguientes
fases de la estrategia de andlisis.

421 Limma

La Tabla 4.2 muestra el nimero de lipidos significativos expresados de forma diferencial
en cada contraste (p-valor ajustado por BH < 0.05) en el analisis con el paquete 1imma. LOS
resultados se muestran agrupados en Up si el logaritmo de la magnitud de cambio (logFC)
es mayor a 0, o en Down si el logFC es menor a 0. Podemos observar como en todos los
contrastes obtenemos mas de un lipido expresado diferencialmente, siendo en el sexo
donde mas lipidos obtenemos.

Tabla 4.2. Resumen de los resultados significativos del andlisis de expresion diferencial con
Limma. En todos los contrastes obtenemos mas de un lipido expresado diferencialmente. Los
resultados se muestran agrupados en Up si el logaritmo de la magnitud de cambio (logFC) es
mayor a 0, o en Down si el logFC es menor a 0 y en general se distribuyen equitativamente. Hay
que destacar que es en el contraste de sexo donde mas lipidos se expresan diferencialmente.

Interaccion
(Etanol - Control) (Etanol mujeres - Control mujeres)
VS,
(Etanol hombres - Control hombres)

(Mujeres - Hombres)

Down Up Total Down Up Total Down Up Total
Lipidos negativos 60 43 103 19 16 35 13 9 22
Lipidos positivos 78 30 108 8 8 16 2 0 2
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4.2.2 Andlisis de la varianza (ANOVA)

La Tabla 4.3 muestra el namero de lipidos significativos expresados de forma diferencial
en cada contraste (p-valor ajustado por BH < 0.05) en el analisis de la varianza.

Tabla 4.3. Resumen de los resultados significativos del analisis de expresion diferencial
ANOVA. En todos los contrastes obtenemos mas de un lipido expresado diferencialmente. Hay que
destacar que es en el contraste de sexo donde mas lipidos se expresan diferencialmente.

Interaccion
(Mujeres - Hombres) (Etanol - Control) (Etanol mUJeres\;SControI mujeres)
(Etanol hombres - Control hombres)
Lipidos negativos 122 53 22
Lipidos positivos 116 18 2

4.2.3 Evaluacion de los métodos

El nimero de lipidos significativos obtenidos con ambas metodologias es similar en la
mayoria de los contrastes (Tabla 4.4). Para comparar los resultados entre ambas, se
identificaron los lipidos que eran comunes en los métodos (Figura 4.7), y comprobamos
que la mayoria de los lipidos significativos se comparten. Ademas, ANOVA suele
englobar todos los resultados identificados por 1limma. En el Anexo podemos ver qué
lipidos no comparten.

Tabla 4.4. Resumen de los resultados significativos en ambas metodologias. Los resultados
obtenidos son similares en ambas metodologias, siendo el nimero mayor en ANOVA excepto en la
interaccion que son idénticos.

Interaccion
(Mujeres - Hombres) (Etanol - Control) (BEImelimUEEs -_Control mujeres)
(Etanol hombres - Control hombres)
limma ANOVA limma ANOVA limma ANOVA
Lipidos negativos 103 122 35 53 22 22
Lipidos positivos 108 116 16 18 2 2
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LIPIDOS NEGATIVOS

(MUJERES-HOMBRES) (ETANOL-CONTROL) INTERACCION

LIMMA (103) ANOVA (122) LIMMA (35) ANOVA (53) LIMMA (22) ANOVA (22)

LIPIDOS POSITIVOS

(MUJERES-HOMBRES) (ETANOL-CONTROL) INTERACCION

LIMMA (108) ANOVA (116) LIMMA (2) ANOVA (2)
LIMVA (16) ANOVA (18)

Figura 4.7. Comparacion de los resultados significativos entre ambas metodologias. Diagrama
de Venn donde cada circulo representa los lipidos significativos en cada metodologia, el
solapamiento representa los lipidos que comparten. En general ANOVA presenta mas lipidos
significativos y engloba a los obtenidos con Limma.

4.3 Caracterizacion funcional
4.3.1 Anotacién funcional

Tras la anotacion mixta (automatica y manual) de los diferentes niveles de clases de lipidos
basada en la base de datos RefMet (Fahy and Subramaniam, 2020) y LIPID MAPS (Sud et
al., 2007) se obtuvieron los siguientes resultados representados en las Figuras 4.8 y 4.9
para los dos niveles superiores (super class, main class), y resumidos en las Tablas 4.5y
4.6 para los tres niveles (super class, main class, sub class). En los lipidos negativos
vemos tres super class y en los lipidos positivos cinco, aunque existe mayor variabilidad
dentro de cada super class en negativos, es decir mas tipos de main class y sub class.

La anotacion con MetaboAanalystR (Pang et al., 2021) que relaciona los lipidos con
componentes KEGG (Kanehisa and Goto, 2000), la base de datos HMDB (Human
Metabolome Database, no date) y PubChem (PubChem, no date) se incluye en los Anexos.
Como se puede observar esta incompleta y en algunos casos es erronea, por ello decidimos
no hacer uso de ellas.
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Figura 4.8. Clasificacion de todos los lipidos negativos en diferentes niveles de agrupacion
funcional: super class (interior) y main class (exterior). El porcentaje en la super class representa
el numero de lipidos que representa cada super class en el total de lipidos. Lo valores mostrados
para las main class indican el porcentaje de estas con respecto a la super class correspondiente.
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Figura 4.9. Clasificacion de todos los lipidos positivos en diferentes niveles de agrupacién
funcional: super class (interior) y main class (exterior). El porcentaje en la super class representa
el numero de lipidos que representa cada super class en el total de lipidos. Lo valores mostrados
para las main class indican el porcentaje de estas con respecto a la super class correspondiente.
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Tabla 4.5. Clasificacion por niveles de todos los lipidos negativos. A la derecha de cada clase se
indica el nimero de lipidos gue contiene.

SUPER CLASS

Fatty Acyls

Glycerophospholipids
and
Glycerolipids

Sphingolipids

Total

-LIPIDOS NEGATIVOS-

MAIN CLASS SUB CLASS
Fatty acids 21 Unsaturated FA
32
Fatty esters 11 FAHFA
Glycerophosphoinositols 10 Pl and OxPI
Glycosyldiradylglycerols
and
Glycerophosphoglycerols 3 PA and PG and SQDG
and
Glycerophosphates
146 PC
Glycerophosphocholines 86 PC-O and OxPC-O
LPC
PE-O
Glycerophosphoethanolamines 47
PE and LPE
Sphingomyelins 40 SM
Cer_AS
Cer_ADS
Cer_AP
Ceramides 94
Cer_NDS
152 Cer_NP and Cer EODS
Cer_NS
Glycosphingolipids 2 SHexCer
HexCer_NDS
Glucosylceramide 16 HexCer NS and
HexCer_AP
330 330

21
11
10

43
31
12
19
28
40

17

11

35

22

11

330
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Tabla 4.6. Clasificacion por niveles de todos los lipidos positivos. A la derecha de cada clase se indica el
numero de lipidos que contiene.

-LIPIDOS POSITIVOS-

SUPER CLASS MAIN CLASS SUB CLASS
Fatty Acyls 2 Fatty esters 2 CAR 2
Triradylglycerols 107 TAG 107
Glycerolipids 116

Diradylglycerols and others glycerolipids 9 DAG and DGTS 9

PC 43
Glycerophosphocholines 61

Glycerophospholipids 66 LPC 18

Glycerophosphoethanolamines 5 PE 5

Sphingomyelins 43 SM 43

Sphingolipids 57

Ceramides 14 Cer_NS 14

Sterol Lipids 6 Sterol esters 6 Chol. esters 6
Total 247 247 247

4.3.2 Anadlisis de enriquecimiento funcional

Con el analisis de enriquecimiento funcional a través de Lipid Set Enrichment Analysis
(LSEA), obtuvimos clases significativas en los tres niveles (Tabla 4.7).
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Tabla 4.7. Resultados de las diferentes clases significativas del LSEA. Para el sexo un valor de LOR positivo se interpreta como sobrerepresentado en
mujeres y un valor negativo en hombre. En el tratamiento un valor de LOR positivo se interpreta como sobrerrepresentado en etanol y negativo en
control. Para la interaccion un valor positivo se interpreta describiendo lo observado en el grafico de medias, en este caso, sobrerrepresentado en
hombres control y en mujeres etanol.

SEXO TRATAMIENTO (Etanol %ﬂﬁmm%%_w_% ﬂ&.mc VS
Mujeres - Homb - - .
(Mujeres - Hombres) (Etanol - Control) (Etanol hombre - Control hombre)
GROUP LOR GROUP LOR GROUP LOR
Sphingolipids 0,45119 Sphingolipids -0,27073
n
m SUPER CLASS Glycerophospholipids and 031523 Glycerophospholipids and 0.26282 /G U 3ae
E Glycerolipids ! Glycerolipids '
<
n_.w Sphingomyelins 0,98180
2 MAINCLASS Fatty acids 0,67455
m Glycerophosphoethanolamines -0,51938
= PC-O and OXPC-O -0,61812
SUB CLASS SM 0,98180 - -
LPC 0,80482
Sphingolipids 0,37459
SUPER CLASS = = =
% Glycerolipids 0,67455
>
= Sphingomyelins 0,49135
&  MAINCLASS - - - =
W Triradylglycerols -0,36934
o
a PC 0,43284
&
~  SUBCLASS SM 0,49135 - - - -
TAG -0,36934

N



Para interpretar los resultados de la interaccion se realizaron graficos de medias, en los que
se determinan los niveles medios de expresion en cada uno de los 4 grupos experimentales
definidos por el sexo y el tratamiento. Comprobamos como la super class Fatty Acyls esta
sobrerrepresentada en hombres control respecto a hombres etanol y ocurre lo contrario en
el caso de las mujeres, donde esta sobrerrepresentada en mujeres etanol respecto a mujeres
control (Figura 4.10 A). Concluimos que esta sobrerrepresentada en hombres control y en
mujeres etanol. Lo mismo ocurre en el caso de la main class Fatty acids (Figura 4.10 B).
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Figura 4.10. Graficos de interaccion para la super class FattyAcyls y main class Fatty acids
significativa en lipidos negativos para el contraste de interaccion. H: hombre, M: mujer, C:
control, ET: etanol. Los valores de Fatty Acyls y Fatty Acids estdn mas expresados en hombres
control, pero en situacion de etanol estan mas expresados en mujeres. Observamos interaccion ya
gue las lineas se cruzan y vemos que la linea roja (control) se sitla por encima en el caso de
hombres, pero en las mujeres es la linea azul (etanol).
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5 Discusiéon

Resultados previos muestran que el alcohol aumenta la liberacion de vesiculas
extracelulares y su contenido en moléculas inflamatorias (proteinas y microARNSs) en
células astrogliales de corteza cerebral, y que estas vesiculas extracelulares pueden
comprometer la viabilidad neuronal (Ibafiez et al., 2019). Puesto que las vesiculas
extracelulares son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica podrian utilizarse como
buenos biomarcadores del dafio inflamatorio en el consumo de alcohol. De hecho, hemos
demostrado que las chicas adolescentes tras una intoxicacion alcoholica presentan en las
vesiculas extracelulares plasmaticas mayor cantidad de microARNs asociados con una
respuesta inflamatoria que los chicos intoxicados con alcohol (Ibéafez et al., 2020). El
presente trabajo estudia el contenido lipidico de las vesiculas extracelulares plasmaticas de
chicas y chicos adolescentes tras una intoxicacion alcohdlica, en el que se observa que el
alcohol es capaz de alterar de manera diferencial el contenido lipidico de las vesiculas
extracelulares plasmaéticas de chicas y chicos adolescentes. Ademas, la caracterizacion
funcional muestra que existen clases de lipidos (main class Fatty Acids y su
correspondiente super class Fatty Acyls) mas representadas en el grupo de chicas con
intoxicacion alcohdlica, y que estos lipidos estan relacionados con la respuesta inmune
inflamatoria.

Evidencias recientes muestran que las vesiculas extracelulares poseen un mayor
enriquecimiento en colesterol, esfingomielinas, glucoesfingolipidos y fosfatidilserina en
comparacion con las células precursoras (Skotland et al., 2019). Estos lipidos no solo
presentan una funcion estructural en las membranas vesiculares, también poseen un papel
muy importante en la formacion de las vesiculas, su liberacion al ambiente extracelular y
su internalizacion en las células de los tejidos diana (Skotland et al., 2019). Ademas, hay
que destacar el papel de los lipidos vesiculares como excelentes biomarcadores no
invasivos para el diagnostico y el prondstico de enfermedades, ya que circulan por fluidos
corporales como sangre, saliva u orina (Skotland, Sandvig and Llorente, 2017; Lazar et al.,
2018). Asimismo, como se ha indicado anteriormente pueden atravesar la barrera
hematoencefalica convirtiéndose en buenos candidatos como biomarcadores para los
trastornos cerebrales, como enfermedades neurodegenerativas o neuroinflamatorias
(Pascual, Ibafez and Guerri, 2020; Skotland et al., 2020). Por ello, en los Gltimos afios el
area de la lipidémica de las vesiculas extracelulares ha estado en auge, como se puede
observar en la Figura 5.1, aunque si la comparamos con la genémica y transcriptémica
vemos que el interés cientifico por los lipidos de los vesiculas extracelulares y los procesos
en los que estan involucrados aun es incipiente (Donoso-Quezada, Ayala-Mar and
Gonzalez-Valdez, 2021).
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Figura 5.1. Numero de publicaciones entre 2000Y§/ar2019 en PubMed relacionadas con genomica,
protedmica o lipidémica de vesiculas extracelulares. Los términos de bisqueda fueron "exosome"
AND "protemic" OR "proteomics" OR "proteome" (verde); "exosome" AND "genomic" OR
"genomics" OR "genome" (rojo); "exosoma” AND "lipidomic" OR "lipidomics™ OR "lipidome"
(azul). Fuente: (Donoso-Quezada, Ayala-Mar and Gonzdlez-Valdez, 2021).

Entre los niveles de clasificacion que encontramos sobrerrepresentados en los diferentes
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contrastes vemos la super class Sphingolipids, en espafiol esfingolipidos. Son
componentes estructurales importantes de las membranas celulares y actualmente
se reconocen como moléculas de sefializacion (Colombaioni and Garcia-Gil, 2004).
Recientemente, varios estudios han destacado el papel fundamental de los
esfingolipidos en la regulacion neuroinflamatoria, induciendo la expresion de varios
mediadores inflamatorios que afectan directamente a las células del sistema
nervioso central. Ademas, se han visto evidencias de su participacion en trastornos
neuroinflamatorios, como Alzheimer y Parkinson (Assi et al., 2013; Davies,
Fassbender and Walter, 2013; Lee, Jin and Bae, 2020). Esta super class aparece
sobrerrepresentada en chicas. Este hecho se relaciona con la mayor predisposicion
de las chicas a una respuesta inflamatoria tras una intoxicacién alcoholica aguda,
puesto que presentan en plasma una mayor cantidad de citocinas, mediadores
inflamatorios y microARN asociados con la respuesta inflamatoria que los chicos
adolescentes tras una intoxicacion alcoholica (Pascual et al., 2017; Ibafiez et al.,
2020). Por otro lado, en el contraste etanol-control aparece sobrerrepresentada en el
grupo control. Lo esperado en este caso seria ver esta clase mas representada en una
situacion de intoxicacion alcohdlica, ya que se ha visto en varios estudios que
desencadena una respuesta neuroinflamatoria (Guerri and Pascual, 2019; Ibafiez et
al., 2019). Por ello, es un punto importante en los proximos estudios. No obstante,
también es conocida la implicacion de los esfingolipidos en la transduccion de
seflales de estimulos extracelulares y su participacion en eventos como
proliferacion, diferenciacion y apoptosis. Ademas, se esta empezando a descubrir el
papel de los microdominios enriquecidos con esfingolipidos en la modulacion de
los canales ionicos y en la transduccion de sefiales que conducen a la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis o a enfermedades (Colombaioni and Garcia-Gil, 2004) .


Carla
Sello


En mujeres encontramos la main class Glycerophosphoethanolamines, en espaiiol
glicerofosfoetanolamines, sobrerrepresentada. En Su et al., 2021 estudiaron las vesiculas
extracelulares derivadas del cerebro observando un aumento significativo de los niveles de
esta main class en aquellas vesiculas provenientes de la corteza frontal del cerebro con
Alzheimer. En mujeres también vemos sobrerrepresentada la sub class SM y su
correspondiente main class Sphingomyelins, en espafiol esfingomielinas. Como pertenecen
a la super class Sphingolipids se les asocia con la respuesta neuroinflamatoria. Asimismo,
las esfingomielinas, en asociacion con el colesterol, forman microdominios de membrana
comunmente llamados balsas lipidicas, las cuales influyen en la fluidez de la membrana y
en el trafico de proteinas, regulando asi la neurotransmision y el trafico de receptores
(Coliva et al., 2020). La otra sub class que encontramos sobrerrepresentada en mujeres es
PC, en espafiol fosfatidilcolina. El enriquecimiento de esfingomielina (SM) en las
membranas de las vesiculas extracelulares podria originarse a partir de balsas lipidicas de
la membrana plasmatica, y también a expensas de la fosfatidilcolina (PC) a través de la
actividad de la esfingomielina sintasa (Subra et al., 2007). Estas balsas lipidicas son
fundamentales para el ensamblaje del receptor TLR4 durante la exposicion a
lipopolisacéridos (LPS) (Lee et al., 2001; Cuschieri et al., 2007). La sobrerrepresentacion
de estas main class y sub class en mujeres podria estar relacionada con la formacion de
balsas lipidicas y la activacion del receptor TLR4 a nivel plasmatico y de cerebro. De
hecho, se ha demostrado que el alcohol en células astrogliales en cultivo actta sobre las
balsas lipidicas, favoreciendo la dimerizacién del receptor TLR4 y posterior activacion de
su cascada de sefializacion (Pascual-Lucas et al. 2014). Ademas, en Pascual et al., 2017 se
ha demostrado que las chicas tras una intoxicacion alcohdlica muestran en plasma una
mayor expresion del ARNm del receptor TLR4 que las chicas control, mientras que los
chicos con intoxicacion alcoholica no presentaron cambios. Por lo tanto, estos resultados se
asocian con que el alcohol en las chicas adolescentes puede activar al receptor TLR4 y su
cascada de sefializacion, aumentando la respuesta inflamatoria, produciendo un mayor
dafo neural a nivel de cerebro y alteraciones cognitivas (Montesinos et al., 2015, 2016).

Hay que destacar la sub class LPC, lisofosfatidilcolina, sobrerrepresentada en el grupo
etanol. Existen diversos estudios que destacan la relacion de este lipido con la respuesta
inmune (Law et al., 2019; Donoso-Quezada, Ayala-Mar and Gonzalez-Valdez, 2021).
Induce la secrecion de IFN-y y TNF-a, activa macrofagos, polariza la activacion de los
macrofagos hacia el fenotipo M1, activa las células B e induce la diferenciacion de células
T reguladoras (nTregs) a través de la expresion de Foxp3 y la produccion de TGF-BI.
Asimismo, en las células neuronales se relaciona con el deterioro de la barrera del
endotelio en la microvasculatura cerebral y con la inflamacion inducida, media la pérdida
de pericitos e induce la desmielinizacion de oligodendrocitos. La sobrerrepresentacion de
esta sub class en el grupo etanol y las funciones con las que se relaciona podria ampliar el
conocimiento de estudios como (Rubio-Araiz et al., 2017), donde se estudié la alteracion
de la integridad de la barrera hematoencefalica en el cerebro alcoholico post mortem. Se
concluyd que el deterioro de la barrera hematoencefalica inducido por etanol no era
evidente en ratones TLR4-KO expuestos a un protocolo de etanol similar a un atracon,
sugiriendo la participacion de la sefializacion de TLR4 en el mecanismo subyacente que
conduce a la interrupcion de de la barrera hematoencefélica. LPC no solo participa en el
mecanismo de respuesta inflamatoria sino también se relaciona con el deterioro de la
barrera hematoencefélica.

En controles las sub class PC-O (eterfosfatidilcolina) y OxPC-O (eterfosfatidilcolina
oxidada) aparecen sobrerrepresentadas. Estudios revelan que los éter lipidos pueden
modular la liberacion de vesiculas extracelulares, asi como cambiar su composicion.
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Ademas, se relacionan con la fusion con otras membranas y con la estabilidad en el espacio
extracelular (Phuyal et al., 2015; Skotland et al., 2019). Esta sobrerrepresentacion en
controles no implica necesariamente un hecho destacable, ya que se puede interpretar
como un funcionamiento idéneo en un estado control.

Por otro lado, en los lipidos negativos se obtiene una main class y su super class
correspondiente representada diferencialmente, Fatty Acyls (acilos grasos) y Fatty Acids
(&cidos grasos). Ambos niveles estan sobrerrepresentados en hombres control, pero
sobrerrepresentados en mujeres etanol. Los &cidos grasos pueden influir en la inflamacién
a traves de una variedad de mecanismos, incluida la accion a través de la superficie celular
y los receptores/sensores intracelulares que controlan la sefializacion celular inflamatoria y
los patrones de expresion génica (Calder, 2011). Algunos efectos de los acidos grasos
sobre las células inflamatorias parecen estar mediados o al menos asociados con cambios
en la composicion de los acidos grasos en las membranas celulares. Se pueden incorporar a
los fosfolipidos de las membranas de las células inflamatorias manteniendo su fluidez e
influyendo en la formacién de la balsa de lipidos. Ademas, pueden influir en la
sefializacion celular, que conduce a una expresion génica alterada y en el patron de
produccién de mediadores de lipidos y péptidos. Los acidos grasos no esterificados pueden
actuar directamente sobre las células inflamatorias a través de los “receptores de acidos
grasos” superficiales o intracelulares; estos tltimos pueden incluir factores de transcripcion
como los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR). Se ha
demostrado que en la respuesta neuroinflamatoria desencadenada por el consumo excesivo
de alcohol se activa la via TLR4-NF-kB que provoca una disminucién en la funcion de
PPAR suprimiendo su actividad antiinflamatoria (Flores-Bastias and Karahanian, 2018).
La sobrerrepresentacién en chicas etanol de Fatty Acids podria estar relacionada con una
mayor expresion del receptor TLR4 en estas balsas lipidicas y con la activacion inducida
por el alcohol (Pascual et al., 2017), como ya se ha comentado anteriormente para la SM.
Por otro lado, se ha visto que algunos acidos grasos poliinsaturados (PUFA) presentes en
pescados (n-3 acidos grasos) cuando son consumidos en cantidades suficientemente altas
alteran la composicion de las membranas de células inflamatorias, desencadenando una
actividad antiinflamatoria (Calder, 2011). Posiblemente la presencia de acidos grasos de
estructura similar a estos podrian estar sobrerrepresentado en el caso de hombres control.

En relacion a la super class Glycerophospholipids y Glycerolipids, en espafiol
glicerofosfolipidos y glicerolipidos, que esta sobrerrepresentada en los grupos macho
(comparativa sexo) y en etanol (comparativa tratamiento) no se ha establecido con
seguridad una funcion concreta y parece ser un grupo bastante heterogéneo.

Por altimo, hay que destacar las limitaciones que nos hemos encontrado al realizar este
trabajo, que se presentan tanto en la lipidomica como en el campo de las vesiculas
extracelulares. Por un lado, en Skotland et al., 2019 enfatizan que el campo de las
vesiculas extracelulares se ha desarrollado exponencialmente durante la Gltima década,
como hemos visto en la Figura 1.5, sin tener un consenso claro sobre los enfoques
metodoldgicos dptimos. Esto ha causado confusién en la comunidad cientifica y, en
algunos casos, los resultados pueden haber sido malinterpretados o estar basados en
métodos de purificacion insatisfactorios. Por otra parte, el abordaje de la lipidémica es un
reto. A pesar de que las tecnologias modernas de espectrometria de masas proporcionan
lecturas cuantitativas para una amplia variedad de muestras de lipidos, muchos estudios no
informan de concentraciones absolutas de lipidos y difieren enormemente en metodologias,
flujos de trabajo y presentacion de datos. Por lo tanto, se alienta a los investigadores que
trabajen en lipidémica, a participar en la iniciativa de estandares lipidomicos (Lipidomics
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Standards Initiative) (Lipidomics Standards Initiative Consortium, 2019) con el objetivo de
desarrollar estandares comunes que permitan la reproducibilidad de los experimentos y
ayuden a la consolidacion de esta Gmica emergente.

Estos problemas han sido reflejados a la hora de realizar el trabajo, ya que a diferencia de
otros campos como la gendmica o la transcriptomica, donde ya existen estrategias
asentadas con procesos de bioinformatica estandarizados, se ha debido de realizar una
bdsqueda y valoracion de metodologias. En el proceso se ha podido comprobar la falta de
unificacion de la nomenclatura que impedia combinar diferentes herramientas, a pesar de
la existencia de conversores; pocas API* disponibles, muchas de ellas en fase de desarrollo;
y una anotacion funcional incompleta. En otros estudios destacan la falta de herramientas
actuales con el potencial para extraer conjuntos de datos de lipidémica publicos y la no
integracion en los analisis estadisticos de una homogeneizacion de la nomenclatura a pesar
de estar disponible en algunas herramientas de anotacion (Mohamed, Molendijk and Hill,
2020).

A pesar de todo ello, en este trabajo se ha observado que en los Gltimos afios estan
surgiendo diversos recursos para los analisis de expresion diferencial y caracterizacion
funcional (Acevedo et al., 2018; Clair et al., 2019; Molenaar et al., 2019; Fonseka et.al.,
2021; Mohamed and Hill, 2021; Pang et al., 2021). En el momento que se estandaricen las
distintas nomenclaturas de lipidos, se podran conectar las diferentes herramientas,
mejorando su interoperabilidad y produciéndose un importante avance en el
procesamiento, andlisis e interpretacion de los datos en estudios lipidomicos en
Biomedicina.

En el camino hacia una medicina personalizada nos encontramos con que a pesar de que en
muchas patologias, como las enfermedades autoinmunes (Lockshin, 2005), los
desordenes psicoldgicos (Green, Flash and Reiss, 2019), algunos tipos de céancer
(Pérez-Diez et al., 2021) y enfermedades como la enfermedad del higado graso no
alcohdlico (Catala-Senent et al., 2021) tambiéen existen diferencias entre sexos, las
mujeres en general estan infrarrepresentadas en la investigacion biomédica (Kim,
Tingen and Woodruff, 2010; Lee, 2018). Muchas investigaciones no incorporan la
variable sexo en el estudio y los resultados se extrapolan a ambos sexos sin una
justificacién completa, pudiendo causar enormes pérdidas econémicas y muertes no
deseadas (Lee, 2018). Dotar a la investigacion biomédica de esta perspectiva es
esencial, asi como el andlisis de los resultados de forma especifica al sexo, ya que
estas diferencias entre hombres y mujeres afectan a los biomarcadores que presenta
cada sexo (a la hora de diagnosticar una enfermedad o su severidad, por ejemplo), o
a la respuesta a medicamentos y terapias (Kim, Tingen and Woodruff, 2010).

Por tanto, podemos concluir que este tipo de abordaje ha permitido una nueva
caracterizacion en los estudios relacionados con los mecanismos que subyacen a uno de los
problemas mas graves de la sociedad, como es el consumo abusivo de alcohol. El enfoque
de diferencias de sexo puede proporcionar informacién relevante que serd atil en el
desarrollo y aplicacion de la medicina personalizada. Ademas, los lipidos de las vesiculas
extracelulares podrian ser buenos candidatos a ser biomarcadores y nos pueden ayudar a
explicar los mecanismos que subyacen a la respuesta neuroinflamatoria tras una
intoxicacion aguda.

L API: Interfaz de programacion de aplicaciones.
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6 Conclusiones

1.

Existen lipidos en las vesiculas extracelulares expresados diferencialmente entre
chicas y chicos adolescentes, independientemente de la presencia o ausencia de
alcohol en cuerpo.

Existen lipidos en las vesiculas extracelulares expresados diferencialmente entre
adolescentes controles y adolescentes tras una intoxicacion alcohdlica,
independientemente del sexo.

Existen desigualdades entre los lipidos que se expresan de manera diferencial entre
los grupos etanol y control en chicas frente a los que se expresan de manera
diferencial entre los grupos etanol y control en chicos.

Hay clases de lipidos més representadas en los diferentes grupos experimentales.

En chicas tras intoxicacion alcohodlica se expresan clases de lipidos relacionadas
con la respuesta neuroinflamatoria.

Los lipidos en las vesiculas extracelulares son candidatos a ser buenos
biomarcadores no invasivos y nos pueden ayudar a explicar los mecanismos que
subyacen a la respuesta inflamatoria tras una intoxicacion aguda.

El disefio y ejecucion de la estrategia bioinformatica desarrollada abre una nueva
via para detectar y caracterizar las diferencias de sexo mediante la lipidomica.

Tanto la lipidémica como el estudio de las vesiculas extracelulares son campos

relativamente recientes que estan adquiriendo importancia en los Gltimos afios, por
ello aun no estan tan consolidados como otras émicas o abordajes.
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