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RESUMEN

El alcohol es la sustancia adictiva con el consumo mas generalizado que
existe. Debido a esto, el alcoholismo, o sindrome de dependencia del alcohol, es
un problema en muchas comunidades y entre todas las edades; causando un
severo deterioro tanto de la salud mental y fisica de la persona adicta como de
sus relaciones sociales. En este aspecto, desde hace tiempo se sabe de la
existencia de diferencias de sexo en los efectos del consumo de alcohol, tanto
agudo como cronico, sobre el organismo. No obstante, solamente ahora, y gracias
al desarrollo de las tecnologias Omicas, estd siendo posible observar los
mecanismos responsables de dichas diferencias; cuyo conocimiento podria abrir
las puertas a nuevas formas de combatir el alcoholismo, ademés del desarrollo de
terapias personalizadas durante la fase de rehabilitacion de los pacientes.

Con este objetivo, se ha llevado a cabo un metaandlisis combinando los
datos de diversos estudios transcriptomicos, cuyos resultados apuntan a la
actuacion de mecanismes distintos en cada sexo, perd en todo momento
centrados mayormente en la degeneracion hepatica y neuronal.

Palabras clave: sindrome de dependencia del alcohol, sexo, metaandlisis,
transcriptomica.

ABSTRACT

Alcohol is the addictive substance with the most widespread consumption
that exists. Because of this, alcoholism, also known as alcohol dependence
syndrome, is a problem in many communities and across all ages; causing serious
detriment to the mental and physical health of the addict, as well as to their social
relationships. Related to this aspect is the known fact of sex differences in the
effects of alcohol consumption, both acute and chronic, on the organism.
However, only currently, and thanks to the development of omic sciences, is it
possible to observe the mechanisms responsible for such differences; whose
knowledge could open the path to new ways of fighting alcoholism and the
development of personalized therapies better fitted for the rehabilitation of
patients.

With this aim a meta-analysis has been carried, in which the data of
several transcriptomic studies has been combine, and whose results point to
different mechanisms acting in each sex, but in both cases focused mainly around
neuronal and hepatic degeneration.

Keywords: alcohol dependence syndrome, sex, meta-analysis,
transcriptomics.
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1. Introduccidén

El alcoholismo es una de las adicciones con mayor prevalencia en el mundo
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), pues afecta a mas del 4% de la
poblacion mundial por encima de 15 afos [1]. A pesar de que el término mas
comunmente usado es alcoholismo, el término técnico usado para esta adiccion es
Sindrome de Dependencia del Alcohol (SDA). En la actualidad se conocen ciertas
diferencias entre sexos en los efectos del consumo de alcohol, tanto agudo como
cronico [2]. Dada la considerable prevalencia de esta adiccion en todo el mundo,
en este trabajo se pretende analizar mediante una técnica de metaandlisis cuéles
son los mecanismos biologicos detras de dichas diferencias.

1.1. El consumo de alcohol

Ademas de su considerable prevalencia, el consumo descontrolado de
alcohol se ha llegado a relacionar con méas de 200 problemas de salud distintos, lo
cual evidencia la gran cantidad de formas en que esta sustancia puede llegar a
perjudicar al organismo [3], tanto a nivel fisico como mental. Adicionalmente, se
observa que el alcohol es la causa de aproximadamente el 6% de las muertes en
todo el mundo cada afio [1], ademas de representar un elevado coste para el
sistema de salud en el tratamiento de las dolencias relacionadas con esta patologia.
Sin embargo, existe una gran variacion en estas cifras entre los distintos paises,
siendo los lugares con mayor incidencia aquellos con wuna cultura
predominantemente occidental o eslava [1] (figura 1.1).
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Figura 1.1: Consumo total de alcohol per capita por paises en el 2010 [1].



1.1.1. El alcohol y su contexto historico

Cuando se habla de alcohol fuera de un ambito cientifico normalmente es en
referencia al alcohol etilico, o etanol (C2HsOH) [4]. El alcohol es el resultado de la
fermentacion etilica llevada a cabo por algunas levaduras (figura 1.2), y con su
efecto bactericida ayuda a estas a evitar la competencia por parte de las bacterias
[5]. Generalmente esta sustancia se acumula en muchas frutas maduras, ricas en
azucares que las levaduras pueden fermentar, y sirve a los animales que las
consumen para detectar potenciales fuentes de nutrientes que podrian desaparecer
pronto [5]. Asi, la utilidad que supone la deteccion de etanol en los frutos maduros
seria la razén evolutiva detras de la capacidad de los humanos para metabolizar
ciertas cantidades de esta sustancia antes de sufrir una intoxicacion severa [5]. De
hecho, siguiendo el consumo de alcohol desde nuestros ancestros frugivoros, se
llega a un punto en que alcohol empieza a estar estrechamente ligado al desarrollo
histérico y cultural de la humanidad, datando los primeros registros de elaboracion
de bebidas alcoholicas de alrededor del afio 7000 a.C. [6, 7]. En la actualidad, la
principal razén que ha contribuido a que el alcohol sea la sustancia recreativa cuyo
consumo estad mas extendido, es la aceptacion social que ha tenido histéricamente
[1, 6]; siendo frecuente el consumo moderado de bebidas alcohdlicas entre la
poblacion adulta de cualquier pais. La principal excepcion serian los paises
musulmanes, donde el consumo de esta sustancia esta prohibido por razones
religiosas [1].

2 ADP + 2 Pi 2 ATP

Glucosa » 2 Piruvato

2 NAD+ 2 NADH + 2H* —*> 2CO,

v

2 Etanol 2 Acetaldehido

Figura 1.2: Fermentacion etilica de la glucosa.



1.1.2. El alcohol como droga

La gran popularidad de la que disfrutan las bebidas alcohdlicas como
sustancia recreativa se debe a los efectos psicoactivos del etanol, que permiten que
quien lo consuma alcance un estado de consciencia alterada que le resulte
placentero. Los efectos del consumo de alcohol incluyen, pero no estan limitados
a: euforia, desinhibicién, vision borrosa, falta de coordinacion, problemas de
memoria y deshidratacion [8]. Ademas de los efectos psicoactivos que presenta, el
organismo es capaz de desarrollar tolerancia y dependencia fisica hacia el alcohol
debido a su interaccion con el sistema de recompensa cerebral, haciendo que el
consumidor requiera una cantidad cada vez mayor del mismo para alcanzar el
estado de consciencia alterada deseado. Estos efectos pueden llegar a un punto
en el que el consumo de alcohol sea necesario para mantener una vida funcional
en el dia a dia [8]. Asi, dadas estas caracteristicas, es correcto considerar al alcohol
como una droga; siendo la adiccién a esta droga el SDA.

1.1.3. Metabolismo del alcohol

Una vez que el etanol es ingerido, éste es directamente absorbido a través
de las paredes del intestino delgado, y pasa al torrente sanguineo, que distribuye
la sustancia por todo el organismo. Debido a sus caracteristicas fisico-quimicas el
etanol es capaz de atravesar tanto la barrera hematoencefalica (BHE) como la
placentaria, siendo los niveles de alcohol en sangre similares a los de cerebro [9].
El metabolismo del alcohol tiene lugar principalmente a nivel hepatico mediante tres
sistemas enzimaticos: la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) citosélica, el
Citocromo P450 (CYP2E1l) microsomal y la catalasa, que se encuentra
principalmente en los peroxisomas [10, 11] (figura 1.3). Exceptuando la enzima
ADH, los otros dos sistemas de metabolizacion del etanol también pueden
encontrarse en el cerebro, indicando una cierta capacidad por parte del mismo para
disminuir sus niveles de alcohol [12]. Tanto el Citocromo P450 como la Catalasa se
ven involucrados en la producciéon de H202, una sustancia con una alta capacidad
para causar estrés oxidativo en el organismo.

Estos tres sistemas enzimaticos generan acetaldehido como producto
metabdlico, que es un compuesto considerablemente mas toxico que el etanol
debido a su capacidad para unirse a los grupos SH de las proteinas; dando lugar a
subproductos metabdlicos que activan, a su vez, el sistema inmunitario [13]. No
obstante, el acetaldehido es, a su vez, metabolizado en las mitocondrias por la
enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) que produce acetato y NADH (figura 1.3).
Finalmente, el acetato es metabolizado en otros tejidos para dar lugar a acetil Co-
A, que normalmente se convertira en diéxido de carbono y agua, aunque segun las
necesidades del organismo una pequefia proporcion puede ser usada para la
sintesis de acidos grasos [14, 15].



Debido a su funcién en el metabolismo del alcohol, el higado es uno de los
principales 6rganos que se ven dafiados en personas que padecen SDA, dando
lugar a enfermedades como la hepatopatia alcohdlica o la cirrosis [16]. Los
principales mecanismos implicados en el desarrollo de dichas dolencias son: la
toxicidad del acetaldehido, la generacion de radicales libres por la accion de
CYP2EL, y el desequilibrio en la relacion NAD/NADH. Debido a la capacidad del
cerebro para metabolizar alcohol, estos mecanismos también podrian tener como
consecuencia la degeneracion que se observa en el cerebro [17]. Trabajos
recientes también han relacionado los efectos del etanol con el sistema inmunitario
debido a la liberacion a nivel intestinal de lipopolisacaridos (LPS); una endotoxina
generada por algunas bacterias capaz de activar los macréfagos hepaticos (células
de Kupffer) y generar inflamacion hepatica, que favoreceria el desarrollo de la
hepatopatia alcohdlica [18].

H,0, H,O

Catalasa

ADH ALDH2

Etanol ﬁ. Acetaldehido ﬁAcetato —

NAD+ NADH + H* NAD+ NADH + H*

@rculacién( )

NADPH + H*+ O, NADP+ + 2H,0
Figura 1.3: Esquema del metabolismo del etanol.

1.1.4. Mecanismos de accion del alcohol en el cerebro

Ademas de los dafios que el alcohol puede causar sobre el higado durante
su metabolismo, otro de los 6rganos que sufre mas dafios y de forma mas directa
por parte de esta sustancia es el cerebro. Los efectos del alcohol sobre el cerebro
son muchos y muy diversos; pudiendo llegar a ser particularmente severos en areas
como la corteza prefrontal, el hipocampo, o el cerebelo. Estos efectos pueden llegar
hasta el punto de producir cambios moleculares, celulares y neuroquimicos, que
conllevan a alteraciones irreversibles de la estructura del cerebro.

Entre los efectos del alcohol destaca su accidn especifica sobre las proteinas
receptoras de los canales presentes en la membrana celular; aunque también es
capaz de causar alteraciones de forma inespecifica sobre la fluidez de dicha
membrana. Por otro lado, también es remarcable su capacidad de alterar multiples
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sistemas de neurotransmisores, entre los que se incluyen: acido y-aminobutirico
(GABA), dopamina, glutamato y opioides. Aunque todas estas sustancias
intervienen en numerosos circuitos neuronales y su alteracion puede tener efectos
drasticos sobre la funcidn cerebral, de especial importancia es GABA; pues se trata
del principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central [19], y participa
junto con los opioides en el sistema de recompensa [20]. Una de las formas en que
el SDA es capaz de alterar mas severamente la estructura cerebral se da sobre los
receptores de GABA, pues estos se ven reducidos en cantidad en personas adictas,
lo cual se relacionaria con el desarrollo de tolerancia hacia la sustancia [19].

Otro factor a considerar entre los efectos del alcohol en el cerebro es la
activacion del sistema inmunitario innato. Se trata de una respuesta
neuroinflamatoria mediada por el Toll-like receptor 4 (TLR4). La activacién de este
receptor conlleva la liberacién de mediadores y moléculas pro-inflamatorias que
pueden producir alteraciones en la mielina de las neuronas, promoviendo asi un
mayor dafio neuronal que puede causar una progresiva neurodegeneracion y, con
el tiempo, derivar en cambios del comportamiento, alteraciones de la memoria y
desarrollo de ansiedad [21].

1.1.5. Factores de riesgo

El SDA es una enfermedad multifactorial, con un peso conjunto de
aproximadamente el 50% para los factores de origen genético y otro 50% para los
factores de origen ambiental [22].

Entre los factores ambientales con una influencia destacable se encontraria
la presion social, un bajo nivel socioeconémico o las situaciones de abuso y alto
estrés durante la infancia [23]. También entrarian en esta categoria algunos de los
efectos del propio consumo de alcohol, pues durante la adolescencia este favorece
la aparicion de SDA en un futuro al impedir el correcto desarrollo de ciertas
estructuras cerebrales [24, 25].

A nivel genético existirian un gran niamero de genes que, individualmente,
presentan una modesta influencia. Entre estos genes destacarian aquellos
implicados en la sintesis y funcionamiento de los receptores de serotonina, GABA,
dopamina y glutamato; ademas de algunos relacionados con la formacion de
canales de cloro y potasio [10, 26]. Sin embargo, el factor genético mas estudiado,
y quizas el mas influyente ante el desarrollo de SDA, es el que esta directamente
relacionado con el metabolismo del alcohol en el higado; pues se ha observado que
las personas con variantes hiperactivas de la enzima ADH tienden a desarrollar
SDA en menor medida que otros individuos. La hiperactividad de esta enzima
propicia la rapida acumulacion de acetaldehido en el cuerpo, causando la rdpida
aparicion de los sintomas mas desagradables relacionados con el consumo de
alcohol y desalentando el consumo de cantidades mayores del mismo; con lo que
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se dificulta el desarrollo de conductas dependientes relacionadas con la sustancia
[27].

También se ha observado un efecto de los factores epigenéticos, que
también contribuyen en el desarrollo de tolerancia y en la adiccién, tanto con el
alcohol como con otras drogas [21].

Otro factor que ha demostrado ser significativo en la susceptibilidad a sufrir
SDA es el sexo [2], que por un lado conlleva una fuerte carga ambiental a causa de
la distinta presion que sufre cada sexo por parte de la sociedad de cara al consumo
de alcohol. Sin embargo, se han observado también importantes diferencias
dependientes Unicamente del sexo como factor biol6gico. Una de dichas diferencias
seria la mayor susceptibilidad por parte de las mujeres a sufrir los efectos
perniciosos del alcohol ante una dosis igual que la de un hombre. Esta mayor
susceptibilidad se deberia a factores que, de media, son distintos en mujeres
respecto de hombres, como el menor peso de las mujeres, su mayor proporcion de
grasa corporal, su menor capacidad para metabolizar el alcohol, y el riesgo que el
consumo del mismo supone para el desarrollo de cancer de mama [28]. En este
sentido también se ha observado el efecto del desarrollo hormonal sobre la
susceptibilidad al alcohol y el SDA, pues en sujetos que todavia no han pasado la
pubertad dichas diferencias entre hombres y mujeres son mucho menores que en
sujetos adultos [2]. Es ademas destacable que, aunque la carga hereditaria es
similar en ambos sexos (aproximadamente 50%), los genes responsables de dicha
carga solo se solapan parcialmente entre sexos, cosa que indicaria que algunos de
los genes que parecen influir en el desarrollo de SDA en hombres no estan
implicados en dicha susceptibilidad en mujeres, y viceversa [29].

1.1.6. Diagndstico y tratamiento

Diversas organizaciones, a lo largo de los afios, han desarrollado métodos
para diagnosticar el SDA; siendo el sistema de diagnéstico mas actualizado y
ampliamente utilizado el que esta recogido en la quinta version de Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5) de la Asociacion Americana de
Psiquiatria, y que comprende tres niveles de SDA: leve, moderado y severo [4]. El
meétodo de diagnostico que propone el DSM-5 es un cuestionario, y segun la
cantidad de preguntas a las que responda el paciente afirmativamente es posible
determinar como de severo es su SDA, o si su patron de consumo de alcohol no es
peligroso. Si el paciente contesta afirmativamente a 2 o 3 preguntas del cuestionario
del DSM-5 se diria que sufre un caso de SDA ligero, mientras que, sison 4 0 5 seria
un caso moderado, y 6 0 mas un caso severo [4].

Para tratar el SDA el primer paso es la desintoxicacion de la persona adicta.
Esto implica el cese abrupto del consumo de alcohol, que puede estar acomparado
por la administracion de alguna droga sustitutiva para evitar los sintomas del
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sindrome de abstinencia, también conocido como delirium tremens, y que puede
llegar a ser mortal [30]. No obstante, estas sustancias sustitutivas deben ser
administradas con suma precaucion, pues pueden causar que el paciente
desarrolle una nueva adiccion. Este procedimiento se lleva a cabo hasta que el
paciente haya superado las fases iniciales del sindrome de abstinencia, que son
las mas criticas, pero existen algunos sintomas que pueden llegar a tardar afios en
desaparecer debido a la capacidad del alcohol para alterar la estructura cerebral
[31, 32].

Tras la desintoxicacion normalmente la persona adicta pasa a someterse a
algun tratamiento de caracter psicolégico para evitar recaidas. Entre las terapias
MAs comunes se encuentra la terapia de grupo, donde destacan asociaciones como
Alcohdlicos Anénimos y su programa de doce pasos. Finalmente, si la rehabilitacion
es exitosa, el paciente seguira una vida de total abstinencia. Aunque se han
documentado casos de personas rehabilitadas que toman alcohol con moderacion,
esta practica muchas veces termina con una recaida o una total abstinencia tarde
o temprano [33].

Por otro lado, también existe una serie de farmacos que pueden ayudar en
el tratamiento del SDA, y que pueden ser administrados como complemento a la
terapia de rehabilitacibn ya mencionada. Entre estos farmacos destacan el
Disulfiram, la Naltrexona y el Acamprosato [10, 11].

En el caso del Disulfiram su efecto se da directamente sobre la
metabolizacion del alcohol en el higado. Esta sustancia interrumpe el proceso y
causa la acumulacién de acetaldehido en el cuerpo, con los efectos perniciosos
anteriormente descritos, y dificultando asi una posible recaida [27]. Por otro lado,
la Naltrexona y el Acamprosato si actian directamente sobre el cerebro,
bloqueando los receptores de opiaceos en el primer caso y la accién del glutamato
en el segundo [10, 11, 31]. Gracias a su accion, estas dos sustancias son capaces
de reducir la sensacion de ansiedad que acomparfia las primeras fases de la
desintoxicacién, y que muchas veces es un factor de gran importancia en las
recaidas.

1.2. Datos émicos y tecnologias de alto rendimiento

La informacién necesaria para el desarrollo y funcionamiento de todo
organismo se encuentra codificada, en su totalidad, en su genoma. En
practicamente todos los casos dicho genoma esta compuesto por acido
desoxirribonucleico (ADN), un polimero de nucledtidos que se encuentran
dispuestos formando dos cadenas antiparalelas [34]. En humanos este genoma
estd compuesto, si no hay errores, por 23 parejas de estas cadenas, que se
encuentran en el ndcleo celular, y una molécula circular en cada mitocondria. Los
nucleotidos que componen dicha molécula son la adenina, citosina, guanina y
timina [35].



Para llevar a cabo las funciones codificadas en el genoma, primero es
necesario pasar por el proceso de transcripcion, en el cual se generan moléculas
de acido ribonucleico (ARN) usando una seccion del genoma como molde. Esta
nueva molécula sigue siendo un polimero de nucleétidos, con la excepcion de que
estd compuesto por una sola cadena, en lugar de timina tiene uracilo, y la pentosa
gue forma parte de su estructura es la ribosa, no la desoxirribosa [35]. Existen
muchos tipos de ARN, cada uno con una funcion distinta, pero en el proceso de
expresion genética el mas importante es el ARN mensajero (ARNm), que una vez
transcrito sale del nacleo celular para dirigirse hacia los ribosomas, donde pasa por
el proceso de traduccion. Durante este paso se forma una cadena de aminoacidos
siguiendo la informacion contenida en la molécula de ARNm, que dara lugar a una
proteina, que sera la encargada de llevar a cabo la funcién que le corresponda [35].

Estas dos funciones, junto con la replicacion y la transcripcion reversa, dan
lugar al que es conocido como el dogma central de la biologia molecular [36] (figura
1.4), que resume los mecanismos mediante los cuales las instrucciones contenidas
en el genoma dan lugar a las proteinas encargadas de llevar a cabo las funciones
necesarias para la supervivencia del organismo. Desde la formulacion de este
principio, y durante las ultimas décadas, la atencion dedicada al campo de la
biologia molecular, y en particular al de la expresion genética, ha ido

progresivamente en aumento.
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Figura 1.4: Representacion del dogma central de la biologia molecular.

Dentro de este campo se hallarian las ciencias émicas, que se centran en el
estudio de cada uno de los pasos descritos por este dogma en su conjunto. Asi, la
primera referencia a este campo se dio en 1986, con la descripcion de la gendmica
como el estudio del conjunto completo de genes de un organismo [37]. Con el paso
de los afios y el desarrollo de nuevas herramientas de trabajo ha sido posible
avanzar en las ciencias 6micas y desarrollar estas mas alla de la genémica, dando
lugar asi a la transcriptomica y protedmica [37, 38]. Tanto es asi que actualmente
han llegado a desarrollarse ciencias 6micas cuyo enfoque trasciende los conceptos
originales del dogma central de la biologia molecular, con casos como la



metabolomica y la interactomica [38]. No obstante, si hay algo que todos estos
novedosos campos de la investigacion tienen en comun es su abordaje holistico y
el hecho de requerir una considerable capacidad de procesamiento debido a la gran
cantidad de datos que generan en sus estudios.

1.2.1. Transcriptémicay tecnologias de analisis

Entre las distintas ciencias 6émicas, una de las que ha visto un mayor
progreso durante las Ultimas décadas es la transcriptdmica. Mientras que el campo
de la gendmica estudia principalmente la secuencia del genoma de los seres vivos,
la transcriptdmica se centra en los niveles a los que se expresan dichas secuencias
[38]. En este caso se analiza el transcriptoma, que es el conjunto de secuencias de
ARN transcritas a partir del genoma,; sin ser estas secuencias, necesariamente, de
ARNm. Asi, la informacién que proporciona la transcriptdmica es crucial para
conocer una gran cantidad de detalles acerca del metabolismo celular, y como este
se ve alterado en distintas situaciones, como en enfermedades o ante distintos
estimulos [38].

El desarrollo de la transcriptomica ha sido solo posible gracias a la creacion
de plataformas como los chips de ADN [39]. El funcionamiento de esta tecnologia
se basa en la adhesion de sondas de ADN a un soporte solido en una determinada
disposicion. Posteriormente se deposita el transcriptoma de una muestra de interés
sobre dicho soporte. Esta técnica incluye una forma de reconocimiento,
normalmente mediante el acoplamiento de una molécula fluorescente o radiactiva
a la muestra, de forma que es posible identificar la cantidad en que se ha transcrito
una determinada parte del genoma segun la intensidad de la sefial observada en la
sonda correspondiente a dicha secuencia. De esta forma es posible identificar los
niveles de transcripcién de miles de secuencias a la vez, y con el uso de distintas
moléculas de marcaje para muestras distintas es posible incluso identificar dichos
niveles en mas de una muestra a la vez, ademas observar como se ven alterados
en cada una de las situaciones [40, 41].

También se han desarrollado técnicas como la de RNAseq [42]. La aparicion
de esta técnica fue posterior a la de los chips de ADN, y fue posible solamente
gracias al descubrimiento y adaptacion de la enzima retrotranscriptasa, presente
en los retrovirus. En este caso se recurre a las técnicas de secuenciacion masiva
para, en primer lugar, transcribir el ARN a ADN, y posteriormente secuenciar las
secuencias resultantes. Esta metodologia incluye importantes mejoras respecto de
los chips, como la identificacion de secuencias que podrian no estar presentes en
las sondas de un chip de ADN, o la mejor diferenciacion de isoformas y secuencias
cortas, que podrian hibridar incorrectamente en un estudio con chips de ADN [43].

Los resultados ofrecidos por estas plataformas se muestran como tablas de
datos donde se indica, en el caso de los chips de ADN, la intensidad luminica de
cada una de las sondas, y en el de RNAseq el nimero de transcritos de una
secuencia especifica. Dicha informacién es posteriormente procesada segun
convenga para el estudio que se esté llevando a cabo [43, 44]. Las estrategias que
se siguen son, principalmente, tres:



- Analisis de expresion diferencial: sirve para identificar qué transcritos
varian significativamente sus niveles de expresion entre las distintas
condiciones estudiadas

- Prediccion de clases: teniendo en cuenta un grupo de datos de
ejemplo, con perfiles transcriptomicos ya separados en distintas
condiciones, es posible adjudicar nuevos perfiles transcriptomicos a
alguna de estas condiciones ya establecidas

- Andlisis cluster o clasificacidon no supervisada: permite la deteccion
de grupos de genes o muestras con perfiles transcriptomicos
similares.

1.2.2. Caracterizacion funcional

El analisis de expresion diferencial es uno de los acercamientos mas usados
en estos casos, y puede ofrecer gran cantidad de resultados a nivel estadistico;
pero una de sus principales limitaciones radica en el hecho de que este se realiza
sobre cada una de las secuencias de forma independiente, sin mayor consideracion
acerca de las implicaciones que tiene cada transcrito sobre el funcionamiento del
organismo. Ante esta situacion es recomendable incluir algun tipo de informacion
biologica acerca de los genes considerados, facilitando asi la interpretaciéon de los
resultados obtenidos [44]. Especialmente Utiles son las bases de datos que incluyen
algun tipo de informacién funcional referente a los genes, siendo las mas utilizadas:

- Gene Ontology (GO), donde se encuentra informacién acerca de los
procesos bioldgicos, funciones moleculares y componentes celulares
con los que esta relacionado cada gen, clasificados jerarquicamente
en tres ontologias distintas [45, 46].

- Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), donde se
encuentra informacion sobre los genes y las rutas metabdlicas en las
gue estos intervienen [47, 48, 49].

Una vez afiadida esta informacion a los genes considerados en el estudio es
posible llevar a cabo un Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), o andlisis de
enriquecimiento funcional [44, 50]. Esta metodologia clasifica los genes
considerados segun sus niveles de expresion para determinar si hay alguna funcién
gue, de forma generalizada, se esté viendo sobreexpresada o inhibida en alguna
de las condiciones estudiadas; incorporando asi una nueva capa de significado
biolégico a los resultados obtenidos. Este método, ademas, permite obtener
resultados significativos a partir de conjuntos de datos en los que aparentemente
estos no se hallarian, ya que el conjunto de pequefias alteraciones sufridas por los
distintos genes involucrados en una determinada funcién, en Ultima instancia,
puede aportar el peso suficiente para implicar una alteracion significativa de la
misma.

Siguiendo esta misma estrategia existe también el Canonical Circuit Activity
Analysis (CCAA) [51], que tendria en cuenta el conjunto de genes implicados en
una misma ruta metabdlica y el efecto que tienen las alteraciones sufridas por estos
en el resultado final de dicha ruta. Asi, seria posible saber si, al someter al
organismo a una determinada condicion, una ruta metabdlica veria incrementada o
disminuida su activacion.
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Asi, como resultado de dicho analisis seria posible saber si una determinada
ruta ve incrementada o disminuida su produccion al someter al organismo a una
determinada condicion.

1.2.3. Metaanalisis

Originalmente nacido entre las ciencias sociales [52], el metaanalisis es una
herramienta que en afios recientes ha demostrado su utilidad en el campo de las
ciencias meédicas. Esta técnica se resume en la revision y agrupacion de los
resultados de distintos estudios sobre una misma tematica, de forma que, al
incrementarse la muestra disponible, los resultados obtenidos sean mas robustos
a nivel estadistico [53, 54]. La combinacion de resultados permite, ademas, abordar
estudios que presentan resultados en principio contradictorios, eliminar el ruido de
fondo causado por la plataforma usada y el disefio experimental, o incluso dar
significado estadistico a caracteres analizados que por separado no lo tendrian. La
versatilidad de esta técnica también hace posible realizarla tanto a nivel de
transcrito, con los resultados de un analisis de expresion diferencial, como a nivel
funcional, con los resultados de un andlisis de enriquecimiento funcional [44].
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2. Objetivos

Debido a la alta prevalencia del SDA en la poblacion, cualquier informacion
nueva sobre sus mecanismos de accién en el organismo puede ser de gran
importancia para la sociedad. Una mejor comprension de esta adiccion permitiria el
desarrollo de nuevos tratamientos o la mejora de los ya existentes. En este sentido,
las observaciones realizadas sobre las diferencias entre hombres y mujeres en esta
enfermedad sugeririan la implicacion de mecanismos genéticos hasta ahora poco
estudiados. Un mayor conocimiento de dichos mecanismos sera relevante a la hora
de enfocar el tratamiento a realizar o los factores de riesgo a tener en cuenta.

Asi mismo, y teniendo en cuenta la importancia del SDA como problema
social, este trabajo tiene como objetivo la identificacion de los factores y
mecanismos bioldgicos que se ven afectados diferencialmente en hombres y
mujeres que sufren SDA. Dicho objetivo sera llevado a cabo mediante un abordaje
in silico.
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3. Materiales y métodos

Todos los procesos de analisis bioinformatico han sido llevados a cabo
usando la version 3.5.1 del lenguaje de programacion R [55]. Todas las librerias y
paquetes que han sido usados en cada uno de los pasos se encuentran detallados
en la tabla B.1 del anexo b de tablas.

3.1 Revision sistematica y seleccidon de estudios

La revision sistematica es un método mediante el cual se coteja toda la
informacion publicada acerca de un determinado tema que cumple unos criterios
de seleccidn concretos, con el objetivo de dar respuesta a una cuestion de interés.
Para la correcta realizacion de dicha revisidbn es necesario tener unos objetivos
definidos, que guian la busqueda de los estudios que cumplan con los criterios ya
establecidos. Una vez encontrados dichos estudios es necesario comprobar que
cumplen unos estandares de validez, también establecidos previamente [54]. Para
la realizacion de este trabajo se han seguido las directrices establecidas por la
declaracion PRISMA, nacida de la colaboracién entre investigadores de distintas
disciplinas para estandarizar los protocolos a seguir a la hora de realizar una
revision sistematica y un metaanalisis [54] (figura 3.1).

En primer lugar, se realizdé una busqueda exhaustiva de todos los estudios
disponibles en bases de datos publicas que tratasen el SDA desde un punto de
vista transcriptomico. Las bases de datos revisadas fueron GEO [56] y
ArrayExpress [57], y se usaron diversas palabras clave para la busqueda:
transcriptomics, alcoholism, alcohol abuse, alcohol dependence, alcohol, ethanol,
Alcohol use disorder y Homo sapiens.

De los estudios resultantes de dicha busqueda hizo falta seleccionar
manualmente aquellos que se centraran realmente en el estudio del SDA, pues una
importante proporcion de los mismos solamente hacian referencia a dicho sindrome
por estar relacionado con su objetivo principal. Posteriormente, a partir de dicha
lista fueron seleccionados los estudios que contenian informacion acerca del sexo
de los sujetos, que no hubiesen sido llevados a cabo sobre lineas celulares, que
incluyesen un grupo control y cuyo tamafio muestral fuese superior o igual a tres
para cada una de las condiciones consideradas.

Finalmente fueron seleccionados cuatro estudios, todos ellos pertenecientes

a la base de datos GEO. Los datos de dichos estudios fueron obtenidos gracias al
paquete GEOquery [58].
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Figura 3.1: Esquema de las distintas fases del flujo de trabajo de una revision
sistematica [54].

3.2 Analisis individual de los estudios

Antes de proceder al metaanalisis se llevd a cabo una estrategia de analisis
para cada estudio de forma individual, que incluy6 el procesamiento y analisis
exploratorio de los datos, la deteccion de genes diferencialmente expresados, y su
caracterizacion funcional.

La aplicacion de dicha estrategia fue necesaria para la generacion y
estandarizacion de los resultados que fueron posteriormente combinados en el
metaanalisis.

3.2.1 Procesamiento de los datos

Estandarizacion de la nomenclatura

Debido a las considerables diferencias en el disefio experimental y en los
métodos usados en cada uno de los estudios, fue necesario llevar a cabo un
proceso de estandarizacion de la nomenclatura usada; para asi evitar problemas al
llevar a cabo el metaanalisis. En la estandarizacién se tuvieron en cuenta dos
puntos principales:

- Variable Estado: Determina cdmo se clasifican los sujetos segun si

sufren SDA o no. Se clasificaron en “Alcoholic” o “Control” segun si
sufrian algun grado de SDA o no, respectivamente
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- Variable Sexo: Determina el sexo de los sujetos, clasificados como
“‘Male” o “Female”
También se estandariz6 la nomenclatura usada en otros factores presentes
en algunos, pero no todos, los estudios usados: edad, etnia, tabaquismo y ciertos
factores relacionados con la recogida de la muestra.

Estandarizacion de la anotaciéon de las sondas

La nomenclatura usada para identificar las sondas de un microarray es un
punto clave a la hora de procesar los datos de un estudio transcriptomico. Debido
a que cada uno de los estudios usados en este trabajo fueron realizados en una
plataforma distinta se opt6 por estandarizar la anotacion de todos ellos a un cédigo
comun, el codigo Entrez, que sirve como identificador de los genes y secuencias
en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) [59].

En algunos casos se observaron sondas de un mismo chip disefiadas para
hibridar con distintas secuencias pertenecientes a un mismo gen. Estas sondas
causaban la aparicion de redundancias al convertir la anotacion de los estudios
originales a Entrez, teniendo un mismo gen distintas mediciones. Para solventar
dicha redundancia se recurrié a sustituir los valores de todas las sondas con un
mismo codigo por la mediana de dichos valores para cada una de las muestras.
Para completar la depuracion de los datos también se eliminaron las sondas cuyo
valor de expresién se encontraba ausente en una proporcion considerable de las
muestras de un mismo estudio

3.2.2. Andlisis exploratorio

Una vez estandarizada la nomenclatura de los estudios y depuradas las
redundancias en sus valores de expresion se procedié a realizar un analisis
exploratorio de cada uno de los estudios. El objetivo de dichos analisis era observar
si la distribucion del perfil de expresion de las muestras seguia algin patron
relacionado con las variables de interés, ademas de detectar si alguna de las
muestras presentaba un comportamiento anémalo.

Para evitar la aparicidbn de nuevos sesgos se recurrid al uso de los datos
normalizados de los estudios. Dicha normalizacion se comprobo representando los
valores de expresion de todas las muestras de cada estudio en diagramas de cajas,
que sirvieron también para detectar la presencia de valores de expresion andémalos.

Para determinar el patron que seguian las muestras de los estudios al
agruparse se procedio a realizar un andlisis cluster. Se usaron tanto la distancia de
correlacion como la distancia euclidea para medir el patron de distribucion de las
muestras. Siguiendo este mismo objetivo se llevd a cabo también un analisis de
componentes principales con cada estudio.

Mediante la realizacion de estos analisis exploratorios fue posible identificar
nuevas fuentes de sesgo en algunos estudios, como el efecto batch, que fueron
corregidas para la correcta interpretacion de los datos analizados. También se
observaron, en dos de los estudios, muestras que habian sido tomadas bajo
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condiciones alteradas que podian afiadir ruido a los resultados y que, por tanto,
fueron eliminadas de los andlisis a partir de dicho punto.

3.2.3 Andlisis de expresion diferencial

Para llevar a cabo el andlisis de expresion diferencial se realiz6 una
comparacién entre mujeres con SDA (MA) y mujeres control (MC), cuyos resultados
fueron comparados con los obtenidos por otra comparacion realizada entre
hombres con SDA (HA) y hombres control (HC), resultando en el siguiente
contraste:

(Mujeres con SDA - Mujeres Control) - (Hombres con SDA - Hombres Control)

Dichas comparaciones fueron posibles mediante la combinaciéon de las
variables “Estado” y “Sexo” en una nueva variable, que agrupa los cuatro posibles
niveles a comparar. Otras variables se tuvieron también en cuenta en el momento
de realizar los andlisis para evitar la creacion de sesgos en los resultados de la
comparacion. Se usaron las funciones de la libreria de R limma, con las que se cre0
una matriz de contrastes y se ajustd, para cada gen, un modelo lineal. Se calcularon
los coeficientes estimados y errores estandar a partir de la matriz y el modelo lineal
generados y, posteriormente, los estadisticos de la expresion diferencial. Entre
estos estadisticos se tomaron los p-valores de todos los genes, que fueron
ajustados usando el método de Benjamini y Hochberg (BH) [60].

3.2.4. Analisis de enriquecimiento funcional

Tras obtener los resultados de los andlisis de expresion diferencial el
siguiente paso fue la realizacion de un analisis de enriquecimiento funcional sobre
cada uno de los estudios usando el método GSEA [50], usando la libreria de R
mdgsa [61].

En primer lugar, se llevé a cabo el enriquecimiento funcional de los términos
GO asociados con los genes de los estudios. Para ello el primer paso fue realizar
una correspondencia entre los identificadores Entrez de los que se disponia y los
términos GO asociados con estos; proceso en el que se recurrié a la libreria de R
biomaRt [62]. Para este andlisis se tuvieron en cuenta las tres ontologias
comprendidas en la base de datos de GO: procesos bioldgicos, componentes
celulares y funciones moleculares. Adicionalmente, se llevo a cabo un proceso de
propagacion, mediante el cual se afiadieron a todos los genes los términos GO
posicionados jerarquicamente por encima de aquellos que tenian directamente
asociados.

Asi, una vez obtenidos tanto los términos GO asociados con cada gen como
sus estadisticos resultantes del analisis de expresion diferencial, se procedié a
ordenar los mismos segun su p-valor y el valor de su estadistico de contraste. Dicha
clasificacion fue posteriormente transformada y su distribucion adecuada a una
variable independiente de un modelo de regresion logistica univariante, a partir del
cual se realizd6 el analisis de enriquecimiento funcional. Se consideraron
estadisticamente significativos los términos GO cuyo p-valor ajustado mediante el
método BH era menor a 0’05.
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Se repitié el mismo proceso para las rutas metabdlicas de KEGG, con la
diferencia de que, al no encontrarse esta base de datos organizada
jerarquicamente, no se realiz6 una propagacion de los términos antes de llevar a
cabo el analisis.

3.2.5 Anédlisis de las rutas de sefializaciéon

Para llevar a cabo el analisis de las rutas de sefializacion se recurrié a la
herramienta Hipathia [51], que usa el método CCAA para analizar la actividad de
las rutas, extraidas de la base de datos KEGG; permitiendo asi modelar la
sefalizacion celular de los estudios analizados a partir de la informacién sobre
transduccion de sefales y transcriptémica de que se dispone. Este método puede
aproximar la intensidad de la sefial que recibe un nodo de una red de sefalizacion
a partir de los niveles de expresion del gen directamente relacionado con dicho
nodo y de aquellos que influyen sobre el mismo, que determinan la intensidad de la
sefal que recibe el mismo. Con este método es posible estimar la intensidad con la
que se expresan los genes implicados en la parte final de dichas rutas de
sefializacion, y en consecuencia conocer los niveles de actividad de las funciones
y procesos gue se asocian con los mismos. A su vez, debido a que muchas rutas
tienen diversos nodos finales, este método también es capaz de dividir dichas rutas
en subrutas, cada una con un unico nodo efector y todos los hodos que llevan hasta
el mismo.

Uno de los pasos necesarios para realizar este analisis fue la conversion de
todos los valores de expresion a valores comprendidos entre 0 y 1; seguido del
calculo del nivel de activacion de cada subruta para cada muestra. Dichos
resultados, finalmente, fueron comparados de forma similar al proceso seguido en
el andlisis de expresion diferencial mediante el paquete de R limma.

3.3 Metaanalisis

Una vez obtenidos los resultados de los andlisis de cada estudio individual
se procedié a combinar estos y realizar los metaanalisis necesarios. Se recurrio a
los resultados de los estudios de enriquecimiento funcional, de los cuales se
tomaron, de cada término evaluado, los valores de los logaritmos de los odds ratio
y su varianza. Dichas medidas fueron condensadas en dos matrices Unicas, que
fueron revisadas en busca de valores anomalos y para comprobar la cantidad de
valores perdidos en el proceso de condensacion, en el cual se eliminan las
funciones que no se encuentran presentes en al menos dos de los estudios a
unificar [44].

3.3.1 Determinacion de la medida combinada del efecto

Debido a la gran cantidad de términos a analizar, se decidié cudl era el
modelo mas apropiado para estimar la variabilidad del efecto a posteriori. La
decision de recurrir al uso de un modelo u otro se toma, normalmente, analizando
la heterogeneidad de los estudios que estan siendo agrupados en el metaanalisis,
gue hace referencia a la diversidad de los datos y métodos del estudio, que a su
vez influyen en gran mesura sobre los efectos que se evaluan [44, 63].
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Todos los metaanalisis se realizaron gracias a las funciones de las librerias
de R metafor [64] y mdgsa. Se realizaron todos los metaandlisis siguiendo el modelo
de efectos fijos (FE), y los modelos de efectos aleatorios de DerSimonian y Laird
(DL) [65], Hedges (HE) [66], Hunter y Schmidt (HS) [67], Sidik-Jonkman (SJ) [68] y
Empirical Bayes (EB) [69]. De entre todos estos métodos finalmente se decidio
optar por DL, ya que su funcionamiento se ajusta mejor al uso de datos 6micosy la
diversidad de plataformas caracteristicas de este estudio.

El resultado del metaanalisis de cada funcion incluye un conjunto de
indicadores de heterogeneidad y de estimadores de la medida del efecto
combinado:

-  QE y QEp: estadistico de contraste y p-valor, respectivamente, del método
DL. Sirven para la deteccion de heterogeneidad entre los distintos estudios
sintetizados. La hipétesis nula indica un grupo de estudios homogéneo.

- LOR: estimacion del efecto combinado de todos los estudios sintetizados. El
signo indica en cual de los grupos comparados se encuentra
sobrerrepresentada la  funcién analizada, encontrandose la
sobrerrepresentacion en el primer grupo si su signo es positivo y en el
segundo si este es negativo. La magnitud del valor es un indicador
cuantitativo de dicha sobrerrepresentacion.

- Intervalo de confianza del LOR (al 95%): Indica la variabilidad estimada
para dicho LOR en el modelo seleccionado. Si este intervalo no incluye el 0,
el LOR se considera significativo.

- p-valor: indica el nivel de significacion del efecto combinado. Al no
contemplar los multiples andlisis realizados es necesario realizar un ajuste
del mismo mediante el método BH.

- 1% describe la heterogeneidad entre los estudios.

- 1% indica el porcentaje de variabilidad debida a la heterogeneidad en los
estudios. Cuanto menor sea, menos relevante es dicha heterogeneidad.

- HZ cociente entre la variabilidad total y la variabilidad en el muestreo.
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3.3.2. Evaluacion de la heterogeneidad

Debido a la baja potencia que presenta el test Q del método DL al trabajar
con pocos estudios, es necesario complementar sus analisis de heterogeneidad
con métodos como los gréficos de embudo [44]. Dichos graficos evaltan la
variabilidad de los diferentes estudios usados para los metaanalisis en busca de
posibles sesgos. Representan esto como la magnitud del efecto medio (eje
horizontal) contra la medida de precision (eje vertical), como la desviacion estandar
o la inversa de la varianza.

0
|

0.234

Standard Error
0.469
|

0.703

0.937
|
[ ]

"|. | | | |
-4 -3 -2 -1 0

Observed Qutcome

Figura 3.2: Ejemplo de un grafico de embudo. Cada punto representa el valor del
factor estudiado dentro de cada uno de los estudios seleccionados para el
metaanalisis en relacion al resultado de dicho metaanalisis, que determina las
caracteristicas de la figura central.
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3.3.3. Representacion de los resultados

Ademas de representar los resultados del propio metaandlisis, también se
realizaron graficos de bosque para cada una de las funciones analizadas. Dichos
graficos permiten comparar el peso del resultado de cada funcién en cada estudio
individual con el resultado obtenido en el metaandlisis de dicha funcion [44].

En los graficos de bosque, a la izquierda estan representados los distintos
estudios incluidos en el metaanalisis, y a la derecha la estimacion de la medida
resumen individual de cada uno de estos, con un intervalo de confianza al 95%. En
la parte central se representa la medida del efecto y su intervalo de confianza,
siendo este proporcional al tamafio del cuadrado de la precision de las
estimaciones. En la parte inferior central se muestra el resultado del metaanalisis,
posicionado respecto a la linea de efecto nulo segun si se trata de un resultado
significativo y del grupo comparado donde dicha funcibn se encuentra
sobrerrepresentada. Por ultimo, en la esquina inferior izquierda se indica el modelo
de analisis que se ha empleado, siendo en este caso DL, y en la esquina inferior
derecha el intervalo de confianza al 95%.

GSE44456 —l— -2.46 [-3.45, -1.46]

GSE49376 — 3.22[-3.98, -2.46]
GSE52553 1.21[-2.85, 0.42]
GSE59206 0.72[-2.56, 1.12]
DL model —_— 2.14[-3.21,-1.07]

4 3 -2 - 0 1 2
Odds Ratio

Figura 3.3: Ejemplo de un grafico de bosque. Cada linea representa el valor del
factor estudiado dentro de cada uno de los estudios seleccionados para el
metaanalisis, y su intervalo de confianza, en relaciéon al resultado de dicho
metaanalisis, representado en la figura inferior.
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4. Resultados

Los resultados se presentaran siguiendo el orden ya establecido en el
apartado de Material y Métodos. A parte de algunas representaciones de ejemplo,
las tablas y figuras complementarias se encuentran en los anexos
correspondientes.

4.1. Revision sistematica

Durante la revision sistematica se encontrd un total de 1463 estudios que
cumplian los parametros iniciales de busqueda. Tras su evaluacion, la mayoria de
los estudios fueron descartados, pues no estaban centrados directamente en el
SDA; haciendo muchos estudios referencia al sindrome solo tangencialmente, sin
llegar a tratarlo realmente, o centrandose en otros sindromes relacionados con el
abuso del alcohol, como el Sindrome Alcohdlico Fetal. Tras esta primera seleccion
se mantuvieron 22 estudios, de entre los cuales fueron eliminados aquellos que
carecian de informacion sobre el sexo de las muestras o no tenian muestras
suficientes para cualquiera de las condiciones de interés, siendo el minimo 5.
También fueron eliminados aquellos que no incluian muestras control. Finalmente
se conservaron 4 estudios que han sido utilizados para el metaanalisis.

Tabla 4.1: Estudios seleccionados para los andlisis tras realizar la revision
sistematica. Se indica la plataforma usada y la cita asociada a los mismos.

Estudio Plataforma Cita

GSE44456 Affymetrix Human Gene 1.0 ST Array 70

GSE49376 | lllumina HumanHT-12 V4.0 expression beadchip | 71

GSES52553 | Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array 72

GSE59206 | Hlumina HumanHT-12 V4.0 expression beadchip | 73
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Figura 4.1: Diagrama del flujo durante la revision sistematica de este trabajo,
basado en la declaracién PRISMA. Se han sintetizado pasos debido a la posibilidad
de realizarlos simultdneamente.
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4.2. Analisis individual de los estudios

4.2.1. Analisis exploratorio

Después de obtener los datos de cada estudio y estandarizar su
nomenclatura se procedié a evaluar la normalizacion de los valores de expresion

de los distintos estudios mediante diagramas de cajas (figuras 4.2-4.5).

15-

e % 8 88 , T 00 g 4,0 008 80 g g% e e et gt g8 g0 gt 0

LECH |
Figura 4.2: Diagrama de cajas representando los valores normalizados de todas

las muestras usadas en el estudio GSE44456 [70].

upisaldxa ap sajanN

-£0.5801LNWSD
- 204580 1LNSD
- LOLSBOLNSD
- 00L5801NSD
- BEISE0LNSD
- HEI5801NSD
- LBIS80LNSD
- 969580 1NSD
_5685801NSD
- FEI580LNSD
- E£69580LNSD
- 2685801NSD
- 169580 LNED
- 069580LWSD
- 689580LNSD
- BEI5801NSD
- LB9580IINSD
- 989580LWSD
_5895801NSD
- FE9580LNSD
- E895801NSD
- 2289580 1NSD
- 1895801NSD
- 089580 LNSD
-6.95801LNSD
- BLE5801NSD
- L./85801NSD
-9.9580LNSD
- 5.95801NED
- FLE5801NSD
. EL95801NSD
- €L95801NSD
_ LL8580LNSD
-0L9580LNWSD
- 699580 LNSD
- 399520 NSO
- L985801NSD
-999580LWSD
- 5995801NSD

Muestras

l

Figura 4.3: Diagrama de cajas representando los valores normalizados de todas

las muestras usadas en el estudio GSE49376 [71].
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Figura 4.4: Diagrama de cajas representando los valores normalizados de todas

las muestras usadas en el estudio GSE52553 [72].

=

15.0-

L 4
o =]

ugisaidxa ap ssjanN

- 9230EF LINSD

-6LI0EFLINSD

- FLI0EFLINED

- LOS0EFLINSD

- 9650EFLNSD

- 8L50EF LNSD

- LLS0EFLNSD

- 9950EFLNED

- BS50EFLNSD

- ESS0EFINSD

- PFS0EFLINSD

- LESDEFLNSD

-0ES0EFLINED

LBLS0EFLNSD

- S050EFLNSD

- B6F0EFLINSD

- 2EF0EFLINSD

- SLF0EFLINSD

- 09F0EFLINSD

- LSFOEFLINGD

_SFFOEFLINSD

- EEFOEFLINSD

Muestras

Figura 4.5: Diagrama de cajas representando los valores normalizados de todas

las muestras usadas en el estudio GSE59206 [73].
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Tras corregir el efecto batch observado en uno de los estudios (figura 4.5), y
usando como referencia estos datos normalizados, se realiz6 una observacion de

la cantidad de sujetos de cada sexo y condicion (Control o SDA) de cada uno de
los estudios (figura 4.6).

GSE44456 GSE49376 GSEL2553 GSELS206
25-
-
B!
3 Sexo
'8 . Hombre
<) ]
o Mujer
3 |
= 10-
=
Cnntrol Cnntrol Cnntrnl Cnntrol

Figura 4.6: Numero de suletos de cada sexo (color) y condicién (columna)
presentes en cada uno de los estudios analizados.
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GSE44456

En este estudio [70] se buscaron las alteraciones que causa el SDA en la
expresion génica del hipocampo a partir de muestras de ascendencia europea del
New South Wales Tissue Resource Centre, en Australia. Se llevo a cabo un analisis
de expresion diferencial, pero no se observaron interacciones entre sexo y el SDA.
En el disefio de este estudio se tuvieron en cuenta también otros factores, como
por ejemplo si el sujeto sufria cirrosis o si fumaba.

Al realizar los analisis exploratorios pertinentes no se observa una
agrupacion de las muestras segun sexo ni condiciéon de la enfermedad (figura 4.7).

Grupo
: Mujer SDA
* Mujer Control
* Hombre SDA
Hombre Control

PC2

PC1

Figura 4.7: Grafico representando los resultados del analisis de componentes
principales realizado sobre las muestras del estudio GSE44456.

Tabla 4.2: Agrupacion de las muestras del estudio GSE44456 segun sexo Yy
condicion de la enfermedad.

Hombres | Mujeres | Total

Control 13 6 19
SDA 14 6 20
Total 27 12 39
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GSE49376

En este estudio [71] se buscaron diferencias tanto a nivel del metiloma como
del transcriptoma entre sexos en el cortex prefrontal. Adicionalmente, se tuvo en
cuenta como factor la presencia de sujetos con SDA, aunque dicho factor no se
encontrase entre los objetivos del estudio. El estudio se llevé a cabo a partir de
muestras de ascendencia europea del New South Wales Tissue Resource Centre,
en Australia. En este caso todos los analisis realizados en el estudio se centraron
en el sexo, sin tener en cuenta el efecto del SDA sobre los sujetos. Por tanto, se
consideraron como niveles distintos el Abuso del Alcohol y la Dependencia del
Alcohol, aunque de cara a los andlisis realizados se optd por crear un grupo
conjunto bajo la definicion de SDA, siguiendo el criterio del DSM-5 [4].

Al realizar los andlisis exploratorios pertinentes no se observa una
agrupacion de las muestras segun sexo ni condicion de la enfermedad (figura 4.8).

Grupo
Mujer SDA

* Mujer Control
=7 1 * Hombre SDA
Hombre Control

PC2

PC1

Figura 4.8: Grafico representando los resultados del analisis de componentes
principales realizado sobre las muestras del estudio GSE49376.

Tabla 4.3: Agrupacion de las muestras del estudio GSE49376 segun sexo y
condicion de la enfermedad.

Hombres | Mujeres | Total
Control 16 9 25
SDA 16 7 23
Total 32 16 48




GSE52553

En este estudio [72] se buscaba observar si la exposicion al etanol es capaz
de alterar el transcriptoma en linfoblastos. Dichos linfoblastos fueron extraidos de
sujetos controles y con SDA, pertenecientes a ambos sexos. Posteriormente fueron
inmortalizados para conseguir lineas celulares linfoblastoides. Dichas lineas
celulares posteriormente fueron sometidas a tratamientos control y con etanol.
Aunque los andlisis llevados a cabo se centraron en el efecto del etanol como
sustancia quimica en contacto con las células, también se tuvieron en cuenta el
sexo de los sujetos y si sufrian SDA. Para evitar sesgos, de este estudio se tomaron
solamente las muestras que no habian sido sometidas a un tratamiento posterior
con etanol.

Al realizar los andlisis exploratorios pertinentes no se observa una
agrupacion de las muestras segun sexo ni condicion de la enfermedad (figura 4.9).

Grupo
~ ol - Mujer SDA
] * Mujer Control
. I . * Hombre SDA
. Hombre Control

PC2

PC1

Figura 4.9: Grafico representando los resultados del analisis de componentes
principales realizado sobre las muestras del estudio GSE52553.

Tabla 4.4: Agrupacion de las muestras del estudio GSE52553 segun sexo y
condicion de la enfermedad.

Hombres | Mujeres Total

Control 12 9 21
SDA 12 9 21
Total 24 18 42
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GSE59206

En este estudio [73] se buscaron posibles alteraciones en el transcriptoma
debidas a estrés, ademas de ver si dicho estrés favorecia un mayor consumo de
alcohol. Para ello se tomaron muestras de sangre de diversos sujetos en tres
situaciones distintas: al ser expuestos a imagenes neutras, a imagenes estresantes
no relacionadas con el alcohol y a imagenes relacionadas con el alcohol. En cada
una de estas situaciones se tomaron muestras de sangre antes del estimulo, justo
después del estimulo, y dos horas después del estimulo; resultando asi en un total
de 9 muestras por sujeto. De entre todas estas muestras se decididé seleccionar
solamente aquellas tomadas antes de someter a los sujetos al estimulo pertinente,
y haciendo la mediana de las mismas para conseguir un unico valor por sujeto.

Adicionalmente, durante el disefio de este estudio se insistio en el
reclutamiento de sujetos que no presentaran dependencia del alcohol, separando
a los sujetos en “Bebedores medios” y “Muy bebedores” segun el numero de
bebidas que tomaban por semana. No obstante, dicho criterio estaba basado en el
DSM-4; y segun los criterios del estudio para separar los grupos, y siguiendo el
consejo de un profesional experto en el campo, si se aplicaran los criterios del DSM-
5 seria pertinente considerar a los sujetos del grupo “Bebedores medios” como
controles y a los del grupo “Muy bebedores” como SDA.

Al realizar los andlisis exploratorios pertinentes no se observa una
agrupacion de las muestras segun sexo ni condicion de la enfermedad (figura 4.10).

Grupo

Mujer SDA

* Mujer Control
* Hombre SDA
Hombre Control

PC2

PC1

Figura 4.10: Gréfico representando los resultados del analisis de componentes
principales realizado sobre las muestras del estudio GSE59206.
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Hombres | Mujeres | Total
Control 8 3 11
SDA 8 3 11
Total 16 6 22

Tabla 4.5: Agrupacién de las muestras del estudio GSE59206 segun sexo y
condicion de la enfermedad.

4.2.2. Analisis de expresion diferencial

Ademas de la comparacién de interés para el estudio ya expuesta, (MA-MC)-
(HA-HC), también se realizaron comparaciones entre Mujeres control y Hombres
control (MC-HC), Mujeres con SDA y Hombres con SDA (MA-HA), Mujeres con
SDA y Mujeres control (MA-MC), y Hombres con SDA y Hombres control (HA-HC).
En la tabla 4.6 se muestran los resultados estadisticamente significativos (p-valor
ajustado con BH <0.05) de todas estas comparaciones, representandose como Up
aquellos genes sobrerrepresentados por la condicién positiva de la ecuacion y
como Down aquellos sobrerrepresentados por la condicion negativa de la misma.

Por la naturaleza de la comparacion principal llevada a cabo entre
condiciones: (MA-MC)-(HA-HC); tanto en este analisis como en otros posteriores,
es importante matizar que los genes o términos adjudicados a cada una de las
condiciones pueden deberse, o bien a un aumento de la expresion en un sexo cuyos
sujetos sufren SDA, o bien a una disminucion de la expresién en el otro sexo cuando
son sus sujetos los que sufren dicha enfermedad, caso que causaria una
sobreexpresién indirecta de los genes o términos mostrados para una determinada
condicion.
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Tabla 4.6: Genes diferencialmente expresados en cada uno de los estudios (filas)
segun la comparacion realizada entre las distintas condiciones (columnas), siendo
estas: Mujeres con SDA (MA), Mujeres Control (MC), Hombres con SDA (HA),
Hombres Control (HC). Los resultados se han ordenado segun en qué condicion
estan sobreexpresados: Up para los sobreexpresados en las condiciones en
positivo y Down para los sobreexpresados en las condiciones en negativo.

(MA-MC)-(HA-HC) | MC-HC | MA-HA | MA-MC | HA-HC

GSE44456 | Up 0 164 2 0 0
Down 0 540 11 0 0

Total 0 704 13 0 0
GSE49376 | Up 0 15 2 0 0
Down 0 6 11 0 0

Total 0 21 13 0 0
GSE52553 | Up 0 3 2 0 0
Down 0 10 10 0 0

Total 0 13 12 0 0
GSE59206 | Up 0 1 1 0 0
Down 0 5 5 0 0

Total 0 6 6 0 0

En ningln caso se observaron resultados significativos en la comparacion
de interés, apareciendo éstos solamente al comparar ambos sexos dentro de una
misma condicion para la enfermedad.

Ademas de comparar sexos y condicién de SDA también se intent6 observar
si la aparicion de la menopausia en las mujeres podia ser un factor relevante en los
niveles de expresién, pero este factor solamente se habia tenido en cuenta en 3 de
los 4 estudios analizados. En estos, ademas, la variabilidad que presentaba este
factor estaba bastante limitada, sin indicar siquiera si se trataba de sujetos
menopausicos. Tanto es asi que las cohortes de los distintos estudios no llegaban
a solaparse siquiera, imposibilitando el uso de dicho factor para la realizacién de un
metaanalisis especifico. Por lo tanto, este acercamiento fue descartado.
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4.2.3. Analisis de enriguecimiento funcional

De forma similar a los resultados del andlisis de expresion diferencial, los
resultados del andlisis de expresion diferencial se representan también en una tabla
segun si se encuentran sobrerrepresentados en una de las condiciones
comparadas o la otra. Los términos se encuentran separados segun a qué ontologia
de GO pertenecen, o si son rutas KEGG. La base de datos de GO contiene tres
ontologias distintas: Procesos biolégicos (BP), Componentes celulares (CC) y
Funciones moleculares (MF).

Tabla 4.7: Funciones de la ontologia GO de procesos bioldgicos expresadas
diferencialmente en cada uno de los estudios tras llevar a cabo el enriquecimiento
funcional de los resultados obtenidos con la comparacion: (MA-MC)-(HA-HC). Los
resultados se han ordenado segun en cual de las condiciones comparadas se
encuentran sobreexpresados.

Mujeres | Hombres Total
GSE44456 836 726 1562
GSE49376 351 1024 1375
GSE52553 118 133 251
GSE59206 577 166 743

Tabla 4.8: Funciones de la ontologia GO de componentes celulares expresadas
diferencialmente en cada uno de los estudios tras llevar a cabo el enriquecimiento
funcional de los resultados obtenidos con la comparacion: (MA-MC)-(HA-HC). Los
resultados se han ordenado segun en cual de las condiciones comparadas se
encuentran sobreexpresados.

Mujeres | Hombres Total
GSE44456 310 48 358
GSE49376 195 79 274
GSE52553 15 13 28
GSE59206 159 26 185
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Tabla 4.9: Funciones de la ontologia GO de funciones moleculares expresadas
diferencialmente en cada uno de los estudios tras llevar a cabo el enriquecimiento
funcional de los resultados obtenidos con la comparacion: (MA-MC)-(HA-HC). Los
resultados se han ordenado segun en cual de las condiciones comparadas se
encuentran sobreexpresados.

Mujeres | Hombres Total
GSE44456 244 153 397
GSE49376 93 143 236
GSE52553 30 40 70
GSE59206 137 94 231

Tabla 4.10: Rutas KEGG expresadas diferencialmente en cada uno de los estudios
tras llevar a cabo el enriquecimiento funcional de los resultados obtenidos con la
comparacion: (MA-MC)-(HA-HC). Los resultados se han ordenado segun en cudl
de las condiciones comparadas se encuentran sobreexpresados.

Mujeres | Hombres Total
GSE44456 35 18 53
GSE49376 7 16 23
GSE52553 0 0 0
GSE59206 9 1 10

Adicionalmente se ha representado la interseccién de dichos términos entre
los distintos estudios mediante diagramas UpSet (figuras 4.11-4.18). Dichos
diagramas representan, de forma similar a un diagrama de Venn, la cantidad de
términos unicos para cada uno de los grupos considerados o para cada una de las
intersecciones de los mismos, representando el tamafio de la columna dicha
cantidad y los puntos debajo de esta el grupo o interseccién a que hace referencia
la misma. Solo se encuentran representados los grupos o intersecciones con una
cantidad de términos unicos superior a 0.
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Figura 4.11: Diagrama UpSet con los términos GO de Procesos bioldgicos
estadisticamente significativos marcados como UP de cada uno de los estudios
analizados, y las intersecciones entre los mismos.
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Figura 4.12: Diagrama UpSet con los términos GO de Componentes celulares
estadisticamente significativos marcados como UP de cada uno de los estudios
analizados, y las intersecciones entre los mismos.
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Figura 4.13: Diagrama UpSet con los términos GO de Funciones moleculares
estadisticamente significativos marcados como UP de cada uno de los estudios
analizados, y las intersecciones entre los mismos.
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Figura 4.14: Diagrama UpSet con las rutas KEGG estadisticamente significativas
marcados como UP de cada uno de los estudios analizados, y las intersecciones

entre los mismos.
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Figura 4.15: Diagrama UpSet con los términos GO de Procesos bioldgicos
estadisticamente significativos marcados como DOWN de cada uno de los estudios
analizados, y las intersecciones entre los mismos.
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Figura 4.16: Diagrama UpSet con los términos GO de Componentes celulares
estadisticamente significativos marcados como DOWN de cada uno de los estudios
analizados, y las intersecciones entre los mismos.
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Figura 4.17: Diagrama UpSet con los términos GO de Funciones moleculares
estadisticamente significativos marcados como DOWN de cada uno de los estudios
analizados, y las intersecciones entre los mismos.
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Figura 4.18: Diagrama UpSet con las rutas KEGG estadisticamente significativas
marcados como DOWN de cada uno de los estudios analizados, y las
intersecciones entre los mismos.
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4.2 4. Andlisis de rutas de sefalizaciéon

Se llevo a cabo un analisis sobre las rutas de sefializacion con Hipathia sobre
cada uno de los estudios seleccionados, basado en la ecuacion anteriormente
expuesta, que compara todas las condiciones de interés. No obstante, dicho
analisis no arrojé ningun resultado estadisticamente significativo (p-valor ajustado
por BH menor a 0.05).

4.3. Metaandlisis

Se llevaron a cabo los metaandlisis funcionales para cada uno de los
términos presentes de cada una de las ontologias GO, y para las rutas KEGG. En
el caso de las rutas KEGG los metaanalisis realizados no fueron capaces de
mostrar ninguna ruta con resultados estadisticamente significativos. Los resultados
obtenidos estuvieron generalmente equilibrados para hombres y mujeres,
exceptuando la ontologia de Componentes Celulares, donde solo se obtuvieron
términos sobrerrepresentados en mujeres.

Biclogical Processes Cellular Components Molecular Functions

10 II II

L 1 L] L 1 L]
Hombre Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer

Figura 4.19: Numero de funciones estadisticamente significativas para cada una
de las ontologias de GO (Procesos hioldgicos, Componentes celulares y Funciones
moleculares), segln en qué sexo se encuentran sobrerrepresentados.

Numero de términos
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4.3.1. Procesos bioldgicos

Se obtuvieron un total de 31 términos estadisticamente significativos, 16
sobrerrepresentados en mujeres con SDA y otros 15 en hombres con SDA. En la
tabla B.2 del anexo B se listan dichos términos junto con sus estimadores
estadisticos del metaanalisis.

Los gréaficos de embudo (figuras A.1-A.6 en el anexo A) muestran, para una
seleccion de términos cuyo metaandlisis ha aportado resultados significativos, si
los estudios analizados presentan una variabilidad comprendida dentro de una
determinada region de confianza. Aunque en algun caso uno de los estudios
presenta valores ligeramente desviados respecto del intervalo de confianza, que
podria indicar valores méas variables en ese estudio concreto para esa funcion
especifica, generalmente todos los estudios se encuentran dentro de la regién de
confianza para todos los términos que han mostrado resultados significativos.

Los gréaficos de bosque (figuras A.14-A.19 en el anexo A) muestran, para
esa misma seleccion de términos, una comparacion entre el valor de dicho término
en cada uno de los estudios analizados y el valor resultante del metaandlisis
realizado.

4.3.2. Componentes celulares

Se obtuvieron un total de 4 términos estadisticamente significativos, todos
sobrerrepresentados en mujeres con SDA. En la tabla B.3 del anexo B se listan
dichos términos junto con sus estimadores estadisticos del metaanalisis. Asi
mismo, se ha procedido a seleccionar un grupo de graficos de embudo (figura A.7.
en el anexo A) y bosque (figura A.20 en el anexo A) de entre estos términos.

4.3.3. Funciones moleculares

Se obtuvieron un total de 29 términos estadisticamente significativos, 13
sobrerrepresentados en mujeres con SDA y otros 16 en hombres con SDA. En la
tabla B.4 del anexo B se listan dichos términos junto con sus estimadores
estadisticos del metaanalisis. Asi mismo, se ha procedido a seleccionar un grupo
de graficos de embudo (figuras A.8-A.13 en el anexo A) y bosque (figuras A.21-
A.26 en el anexo A) de entre estos términos.
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5. Discusién

El SDA presenta una considerable prevalencia en la poblacion mundial,
ademas de ser responsable de un importante nimero de muertes y gastos médicos
todos los afios [1]. Dentro de estas estadisticas se observa, ademas, una marcada
diferencia en la incidencia de esta adiccion entre hombres y mujeres. Estas
diferencias pueden ser explicadas, en parte, por el considerable factor social ligado
al consumo de alcohol, tradicionalmente considerado una actividad reservada a los
hombres en muchas culturas. No obstante, dichas diferencias entre sexos tienen
también una base biolégica demostrada, debida al hecho de que el SDA se trata de
una enfermedad de origen multifactorial. Sin embargo, y a pesar de que estas
diferencias son bien conocidas entre la comunidad médica, el escenario mas comun
en la mayoria de estudios es que suelen presentar una cantidad alarmantemente
menor de mujeres, 0 muestras que provengan de las mismas, respecto de los
hombres; llegando en no pocas ocasiones a una total ausencia de las mismas o,
simplemente, a la no consideracion del sexo como un factor a tener en cuenta a la
hora de validar estadisticamente los resultados obtenidos durante el estudio [74].
Asi, un paso de gran importancia para el futuro de la investigacion biomédica seria
la integracion de una perspectiva de sexo. Dicha perspectiva favoreceria una mejor
caracterizacion de las diferencias entre hombres y mujeres que sufren SDA,
ademas del origen de las mismas. A su vez, se garantizaria una mejor comprension
de los factores de riesgo que afectan a cada sexo y los marcadores que indican el
nivel de dafio causado por la adiccion, ademas de abrir la posibilidad de adaptar
mejor las terapias y tratamientos farmacoldgicos a seguir para la rehabilitacion del
paciente [74].

La falta de representacion ya comentada queda evidenciada al observar la
gran cantidad de estudios potencialmente Utiles para este trabajo que fueron
descartados debido a que, o bien contenian muestras solamente de hombres, o
bien no consideraban el factor sexo en la informacion de sus muestras. De esta
forma, la muestra de estudios disponibles en las bases de datos revisadas que
cumpliesen los estdndares minimos para ser incluidos en el metaanalisis quedo
drasticamente reducida. Ademas de esta carencia, también resulta llamativa la falta
de estandarizacion entre distintos estudios; cosa que hizo necesario llevar a cabo
todo un proceso de homogeneizacion con los estudios seleccionados para su
evaluacion e integracion conjunta, y que hubiese sido diferente de haberse usado
estudios distintos. Ante esta situacion, que se da con mucha frecuencia en el campo
de la investigacion, expertos de diversas areas del conocimiento han empezado a
proponer los principios Findable, Accessible, Interoperable, Reusable (FAIR) [75].
Los beneficios que aportan dichos principios a la hora de garantizar una mejor
divulgacion del conocimiento cientifico son tales que su aplicacion ya se ha
convertido en un requerimiento necesario en ciertos proyectos de gran
envergadura, como el programa H2020; garantizando, asi, una mejor generacion
de conocimiento y de datos que puedan ser reutilizados facilmente [75, 76].

Teniendo en cuenta la escasa cantidad de estudios disponibles que
cumpliesen con los requisitos necesarios para su seleccion, la variable calidad de
los trabajos encontrados y la gran heterogeneidad en sus acercamientos, realizar
un metaanalisis constituyo la opcion mas apropiada [54, 65]. Mediante este método
se pudieron agrupar resultados de estudios a priori dispares y alcanzar una mayor
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robustez de los mismos; consiguiendo, en el proceso, detectar informacion
estadisticamente relevante que no hubiese podido ser vislumbrada mediante una
simple interseccion o suma de resultados individuales.

A la hora de analizar los términos GO encontrados, entre mujeres destacaria,
en primer lugar, la sobreexpresion de términos como GO0:0021822 (negative
regulation of cell motility involved in cerebral cortex radial glia guided migration),
directamente relacionado con la inhibicion de la migracion de neuronas desde la
glia radial, aspecto que indicaria una disminuciébn méas severa de la regeneracion
neuronal en este sexo. También relacionado con este aspecto se han encontrado
los términos GO:0035724 (CD24 biosynthetic process) y GO:2000560 (positive
regulation of CD24 biosynthetic process), directamente relacionados con un
aumento de la sintesis de CD24, una molécula que se expresa en la membrana de
los linfocitos B, neutrofilos y neuroblastos. Estos Ultimos son células que se
diferenciaran en neuronas tras migrar desde su punto de origen tras la division de
las células de la glia radial. Esto indicaria que, especialmente en mujeres, se
observa una disminucién en la capacidad de migracion de los neuroblastos nacidos
de las células de la glia radial, pero que a su vez estos expresan en mayor medida
la molécula de membrana CD24. Estas observaciones se contraponen, en cierto
modo, a algunos estudios realizados sobre el sindrome alcohdlico fetal, donde se
observa que las células que expresan CD24 son especialmente sensibles a los
efectos del alcohol durante el embarazo, y tanto su poblacion como el nivel en que
expresan dicha molécula se ven disminuidos [77]. Esta aparente discrepancia
podria indicar, o bien un efecto distinto del alcohol en el cerebro de los fetos
respecto del cerebro de una persona adulta, o que llegado el punto en el que el
sujeto se ha vuelto adicto a la sustancia, el cerebro desarrolle un mecanismo para
compensar los efectos del alcohol, aumentando la expresibn de CD24,
especialmente entre las mujeres.

Més involucrado con el funcionamiento del sistema nervioso periférico se
halla también el término GO:0097156 (fasciculation of motor neuron axon), que
indicaria una alteracion de la organizacion de los axones de las neuronas motoras.
Esto podria estar relacionado con el desarrollo de la enfermedad de Marchiafava-
Bignami [78], una enfermedad rara que pueden sufrir las personas con SDA, y
cuyos sintomas se centran en una degeneracion de la funcibn motora por una
necrosis del cuerpo calloso y de las neuronas motoras. Ademas, se observa que
los Unicos términos relacionados con la ontologia de Componentes Celulares se
encuentran también sobreexpresados en mujeres, y estan directamente
relacionados con la membrana del nacleo denso de las neuronas. Este hecho
podria indicar una mayor actividad de dicha region entre mujeres que sufren SDA,
de forma similar a lo que se ha visto en las neuronas motoras de Drosophila
melanogaster, donde se estimula el transporte de vesiculas de dicha region [79].
Muy relacionada con estos se encuentra el término GO:0098695 (inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor activity involved in regulation of postsynaptic cytosolic
calcium levels), también sobreexpresado en mujeres, y que indicaria una mayor
actividad de los receptores postsinapticos de inositol trifosfato. Dichos receptores
se hallan en diversos tejidos del organismo, pero uno de los lugares donde se
encuentran mas presentes es en el cerebelo, y su alteracion estaria también
relacionada con la degeneracion de las funciones motoras ya descrita y un intento
del organismo por paliar esta.
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Mas relacionado con el papel del cerebro en el desarrollo de adicciones se
ha encontrado el término GO:2000474 (regulation of opioid receptor signaling
pathway), que esta directamente involucrado con los receptores de opioides en el
cerebro. Estas sustancias son neurotransmisores que se han visto estrechamente
relacionados con el desarrollo de adicciones [20, 80], y cuyos receptores estarian
especialmente alterados entre mujeres que sufren SDA.

Mas alla de las alteraciones directamente relacionadas con la funcion
neuronal, en mujeres también se encuentran sobreexpresados términos como
G0:0046587 (positive regulation of calcium-dependent cell-cell adhesion) y
G0:0061833 (protein localization to tricellular tight junction). Estos se encuentran
directamente relacionados con una mayor sintesis de cadherinas, angulinas y
tricelulinas. Estas proteinas son las encargadas de las uniones estrechas entre
células, siendo angulinas y tricelulinas responsables de las uniones tricelulares que
se dan en algunos tejidos epiteliales. Los efectos del consumo de alcohol parecen
incluir una disminuciéon en la presencia o funcionamiento de estas proteinas,
causando la disrupcién de las uniones que forman en algunos tejidos, y que puede
estar implicado en la metastasis del cancer [81]. Debido a la presencia y funcién
mas bien ubicua, especialmente de las cadherinas [82], la interferencia del SDA
con las mismas puede relacionarse con un considerable nimero de problemas de
salud en los que el consumo alcohol ha demostrado ser un factor de riesgo, ademas
del cancer en si. Asi, siguiendo un razonamiento similar al anteriormente expuesto
para el caso de CD24, esta aparente discrepancia podria interpretarse como un
intento del organismo de las mujeres por compensar el deterioro de dichas uniones,
y en ambos casos seria prudente realizar un estudio donde se comparasen las
alteraciones en los niveles de expresion de estas proteinas con aquellas sufridas
directamente por el tejido expuesto a la sustancia.

También sobreexpresados en mujeres se han hallado otros términos como
G0:0048211 (Golgi vesicle docking) y GO:0061763 (multivesicular body-lysosome
fusion), relacionados con funciones que se dan de forma generalizada en tejidos
muy distintos. En este caso se veria incrementada la capacidad de las vesiculas y
cuerpos multivesiculares para fusionarse, formando, entre otras posibilidades,
autofagosomas [83]. Se ha visto en ciertos modelos animales que el consumo de
alcohol puede favorecer que se dé dicha autofagia, que especialmente en el higado
se llevaria a cabo como mecanismo de defensa para evitar un dafio mayor en los
tejidos. No obstante, la sobreexposicion cronica al alcohol en individuos con SDA
causaria que la accién continuada de dicho mecanismo llegara a ser
contraproducente en si misma [84], indicando un mayor deterioro hepatico entre
mujeres debido al aumento de la autofagia. Relacionado de forma indirecta con
dicho deterioro se encuentra también el término GO:0072303 (positive regulation of
glomerular metanephric mesangial cell proliferation), relacionado con la
proliferacion de células mesangiales, localizadas en los glomérulos de los rifiones.
En este aspecto, estudios previos han observado una proliferacion de estas células
en pacientes con enfermedades que causan un considerable deterioro hepatico,
como es el caso del higado graso no alcohdlico [85]. Esta proliferacion, a su vez,
puede favorecer el deterioro de la funcion renal, y la presencia de este término en
mujeres con SDA parece fortalecer la relacion entre el deterioro hepético y renal,
independientemente de la causa del primero.
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Por otro lado, y relacionados con las alteraciones del sistema inmunitario, se
han encontrado también los términos GO:2000438 (negative regulation of monocyte
extravasation) y GO:2000570 (positive regulation of T-helper 2 cell activation)
sobreexpresados en mujeres. En el primer caso se trataria de la inhibicion de la
extravasacion de monocitos a los tejidos periféricos, que implica una inhibicién de
su transformacion en macroéfagos, directamente involucrados en la inflamacion de
los tejidos. Nuevamente, este podria ser un mecanismo del organismo para paliar
los efectos, en este caso inflamatorios, del SDA [13, 18]. Por otro lado, en el
segundo caso hace referencia a una mayor activacion de los linfocitos T CD4 tipo
2, que a su vez favorecen una respuesta inmunitaria humoral, en la que estan
involucrados los linfocitos B. Durante su maduracion estos linfocitos también
expresan la proteina CD24, de cuya relacion con los neuroblastos se ha hablado
previamente. Asi, desde una perspectiva inmunitaria, se establece la posibilidad de
que el aumento en la expresion de CD24 se pueda deber, no a un intento de paliar
los efectos del SDA sobre la regeneracion neuronal, sino como resultado del
aumento de la actividad de los linfocitos B.

También relacionado con las alteraciones del sistema inmunitario se
encontraria el término GO:0045517 (interleukin-20 receptor binding). La
Interleuquina 20 esta relacionada con el proceso de inflamacién especialmente en
la epidermis, aunque la presencia de otras interleuquinas de su familia en el higado
podria indicar una relacion de la misma también con este 6rgano [86, 87]. Asi, la
sobreexpresion de esta funcién indicaria una mayor sensibilidad por parte de las
células a la accién de la Interleuguina-20, y, con ello, una mayor tendencia sobre
todo en las mujeres a sufrir inflamaciones en la piel.

Se ha visto ademas una sobreexpresién en mujeres del término GO:0071701
(regulation of MAPK export from nucleus), relacionado con las proteinas MAPK.
Estas proteinas estan involucradas en diversas funciones celulares, entre las que
se incluyen la proliferacién, apoptosis, inflamacion y diferenciacion celulares; y cuya
alteracion podria verse relacionada con un gran namero de enfermedades, entre
las que se incluiria el cAncer de mama, donde se ha visto que el consumo de alcohol
puede ser un factor de riesgo en el desarrollo de metéastasis en estos pacientes [28,
88].

Respecto a las funciones moleculares en mujeres destacan una gran
cantidad de enzimas que interactian con las proteinas portadoras de acilo (ACP).
Estas proteinas tienen un papel crucial en la biosintesis de acidos grasos, cosa que
se corresponde con uno de los posibles destinos del etanol consumido tras ser
metabolizado, que es la sintesis de acidos grasos [15]. Asi, estos resultados
indicarian una mayor sintesis de acidos grasos a partir de etanol entre las mujeres.

Por otro lado, en cuanto a los terminos GO que aparecen sobreexpresados
entre hombres que sufren SDA, llama la atencion, en primer lugar, una mayor
actividad de los términos GO:0021529 (spinal cord oligodendrocyte cell
differentiation) y GO:0021530 (spinal cord oligodendrocyte cell fate specification),
centrados en el proceso de diferenciacion de los oligodendrocitos de la médula
espinal. Normalmente se observa a los oligodendrocitos como unas de las células
mas afectadas por los efectos perniciosos del SDA [89], Asi que nuevamente nos
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encontrariamos ante el incremento de un proceso determinado por parte del
organismo para paliar los efectos deletéreos del alcohol, y que en este caso
apuntaria a una mayor capacidad de reparacion de estos dafios entre hombres, al
menos en la médula espinal.

Igualmente, centrados en el funcionamiento del sistema nervioso, pero
relacionados con la funcién neuronal, se encuentran también los términos
G0:0043179 (rhythmic excitation) y GO:1901585 (regulation of acid-sensing ion
channel activity). Estos dos términos apuntarian a una alteracion en la capacidad y
regularidad de excitacion eléctrica de la membrana neuronal, indicando que esta se
ve alterada especialmente en hombres. Dichas alteraciones pueden estar
relacionadas con una degeneracion de las vainas de mielina, que en parte depende
de los oligodendrocitos, y causaria importantes disfunciones en la transmision de
las sefales eléctricas [90]. Por otro lado, también se encuentran sobreexpresados
los términos G0:0004380 (glycoprotein-fucosylgalactoside alpha-N-
acetylgalactosaminyltransferase activity) y G0:0004381 (fucosylgalactoside 3-
alpha-galactosyltransferase activity), directamente involucrados en la sintesis de
glicoesfingolipidos, que son cruciales en el sistema nervioso central y estan
directamente relacionados con el correcto funcionamiento de las neuronas. Asi,
estos términos indicarian que el organismo de los hombres sufre alteraciones
especialmente en el funcionamiento de la membrana neuronal y que al parecer
intenta paliar dichas alteraciones especialmente en la médula espinal, como indica
el aumento de la expresion de las funciones relacionadas con la diferenciacion de
oligodendrocitos.

Mas relacionados con la funcion celular en general se hallan los términos
G0:0002030 (inhibitory G protein-coupled receptor phosphorylation), GO:0031583
(phospholipase D-activating G protein-coupled receptor signaling pathway) y
G0:0042313 (protein kinase C deactivation); estando los dos primeros relacionados
con el funcionamiento de la proteina G y el tercero con el de la protein quinasa C.
Estas dos moléculas intervienen en gran cantidad de procesos muy diversos en
distintos tipos celulares, indicando una alteracion generalizada del funcionamiento
celular especialmente severa en hombres, enfocada particularmente a la inhibicion
del funcionamiento de estas proteinas. Esta idea quedaria respaldada por estudios
previos, que han observado una relacion entre el alcohol y estas proteinas en
distintos tejidos [91, 92].

En cuanto a la relacion del SDA con el riesgo aumentado de desarrollar
cancer se ha encontrado en hombres el téermino GO:1901492 (positive regulation
of lymphangiogenesis), que favorece la formacion de nuevos vasos linfaticos. Este
exceso en la formacion de dichos vasos puede estar relacionado con el desarrollo
de distintas enfermedades, pero posiblemente su relacibn mas caracteristica sea a
la hora de favorecer el desarrollo de tumores y la aparicion de metastasis [93]. En
este mismo sentido se observa también la sobreexpresién en hombres del término
G0:2000565 (negative regulation of CD8-positive, alpha-beta T cell proliferation),
gue implicaria una inhibicidn de la respuesta inmunitaria de las células T citotoxicas,
directamente responsables de exterminar a otras células dafiadas, como ocurre con
el cancer, o infectadas por virus. También destaca la presencia del término
G0:0070123 (transforming growth factor beta receptor activity, type IIl) que,
sumado al resto, y teniendo en cuenta la relacion de TGF- con el desarrollo de
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algunos tipos de cancer [94], resultaria en una mayor vulnerabilidad al desarrollo
de cancer y metastasis entre los hombres que sufren SDA.

En  contraposicion se  hallarian los términos  GO:0052894
(norspermine:oxygen  oxidoreductase  activity) y  G0:0052895  (N1-
acetylspermine:oxygen oxidoreductase (N1-acetylspermidine-forming) activity),
que indicarian un aumento de la sintesis de espermidina, una poliamina que ha
demostrado ser un factor protector frente al cancer, ademas de evitar el
envejecimiento del tejido cardiovascular y nervioso, entre otros [95]. Esta
sobreexpresion de una sustancia tan involucrada en la correcta conservacion del
organismo seria, posiblemente, una de las formas mas eficaces en que el
organismo de los hombres intenta paliar los efectos negativos del SDA.

Resulta llamativa entre los hombres, también, la presencia de GO:0120158
(positive regulation of collagen catabolic process), que implicaria una mayor
degradacion del colageno y, por tanto, una mayor dificultad por parte de numerosos
tejidos para mantener su estructura.

También se observa la presencia de los términos GO:1901999
(homogentisate metabolic process), GO0:1902000 (homogentisate catabolic
process) y GO:0004334 (fumarylacetoacetase activity), que indicarian un aumento
de la degradacion de acido homogentisico en hombres, en el que esta involucrada
la fomarilacetoacetasa. En estudios previos se ha observado la capacidad de esta
sustancia para proteger el higado del dafio oxidativo que puede causar el etanol
[96]; cosa que apuntaria a una capacidad disminuida entre los hombres para
proteger el higado del dafio oxidativo causado por el SDA. A su vez, se han
encontrado también numerosos términos GO de funciones moleculares
involucradas en el metabolismo de distintos aminoacidos; implicando un aumento
del metabolismo de estas moléculas en hombres, que se corresponde con
alteraciones previamente descritas que puede causar el consumo de alcohol [97].
También en el mismo sentido se hallaria el término GO:1905802 (regulation of
cellular response to manganese ion), que podria indicar una mayor sensibilidad al
manganeso, cuya interaccion con el consumo de alcohol ha demostrado potenciar
el dafio hepatico que este dltimo puede causar [98]. En conjunto, estos términos
apuntarian a una degeneracién bastante severa de la funcion hepatica entre
hombres. No obstante, el manganeso es un oligoelemento de gran importancia para
gran cantidad de procesos biolégicos muy distintos, asi que cabria esperar una
mayor alteracion de estos también entre hombres.

También se ve incrementada la actividad de G0:0018549 (methanethiol
oxidase activity), capaz de metabolizar el metanetiol, una sustancia cuya
concentracion se ve incrementada en personas que toman alcohol con regularidad,
y que entre otras cosas es causante de un caracteristico mal aliento [99].
Nuevamente, cabria suponer que el organismo aumenta la actividad de esta enzima
con el objetivo de paliar los efectos perniciosos de la acumulacién del metanetiol
debida al SDA.

Finalmente, otra funcion sobreexpresada en hombres ha sido GO:0031707

(endothelin A receptor binding), que favorece la union entre la endotelina A y su
receptor, que a su vez promueve la vasoconstriccion y, con ello, el aumento de la
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presion sanguinea. En estudios previos ya se ha visto una relacion entre el alcohol
y esta molécula [100], y por tanto indicaria un mayor aumento de la presion
sanguinea entre los hombres que sufren SDA.
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6. Conclusiones

1. El metaanalisis es un método robusto y eficaz para evaluar e integrar datos
provenientes de estudios 6micos con enfoques muy heterogéneos. Su aplicacion
potencia el uso de datos FAIR en las investigaciones biomédicas.

2. En mujeres se han detectado alteraciones asociadas con la migracion de
neuroblastos, el funcionamiento de las neuronas motoras, los receptores de
opioides, la integridad de las uniones estrechas, el mecanismo de autofagia, la
respuesta inmunitaria humoral y la formacion de acidos grasos.

3. En hombres se han detectado alteraciones asociadas con la formacion de
oligodendrocitos en la médula espinal, la integridad y funcionalidad de la membrana
neuronal, la transduccion de sefales, la formacion de vasos linfaticos, la respuesta
inmunitaria celular, la sintesis de espermidina, la destruccion de colageno, la
proteccion del higado frente al estrés oxidativo y el metabolismo de aminoacidos.

4. La estrategia seguida en este estudio permite la deteccion y caracterizacion de
diferencias debidas al sexo en las alteraciones causadas por el SDA mediante
abordajes Omicos con un enfoque estadistico robusto, incorporando una
perspectiva necesaria para el desarrollo de la medicina personalizada en el futuro
de la biomedicina.
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Anexo A - Figuras
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Figura A.1: Gréafico de embudo para el término GO:0002030.
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Figura A.2: Grafico de embudo para el término GO:0035724.
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Figura A.3: Grafico de embudo para el término GO:0061763.
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Figura A.4: Grafico de embudo para el término GO:1901492.
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Figura A.5: Gréfico de embudo para el término GO:2000474.
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Figura A.6: Grafico de embudo para el término GO:2000565.

o -

Standard Error
0413 0.206
L I

0.619
]

0.826
L
.

Observed Outcome

Figura A.7: Gréafico de embudo para el término GO:0098675.
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Figura A.8: Grafico de embudo para el término GO:0003882.
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Figura A.9: Grafico de embudo para el término GO:0004380.
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Figura A.10: Gréafico de embudo para el término GO:0016418.
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Figura A.11: Gréafico de embudo para el término GO:0031997.
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Figura A.12: Gréafico de embudo para el término GO:0047635.
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Figura A.13: Grafico de embudo para el término GO:0102131.
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Figura A.15: Grafico de bosque para el término GO:0035724.
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Figura A.17: Gréfico de bosque para el término GO:1901492.
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Figura A.18: Grafico de bosque para el término GO:2000474.
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Figura A.19: Grafico de bosque para el término GO:2000565.
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Figura A.20: Grafico de bosque para el término GO:0098675.
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Figura A.21: Grafico de bosque para el término GO:0003882.

60



GSE44456 —— -2.14 [-3.28, -0.99]
GSEbS2553 ' - -1.22 [-2.85, 0.41]
GSE5S9206 -0.70 [-2.54, 1.15]
DL model —_— -1.60 [-2.44, -0.77]

Odds Ratio
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Figura A.23: Grafico de bosque para el término GO:0016418.
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Figura A.24: Gréfico de bosque para el término GO:0031997.
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GSE52553 0.95 [-0.81, 2.70]
GSE59206 — . 1.30 [-0.30, 2.89]
DL model — 2.04[1.30, 2.79]

Odds Ratio

Figura A.26: Grafico de bosque para el término GO:0102131.

62



Anexo B - Tablas

Paguete Version
affy 1.62.0
annotate 1.62.0
AnnotationDbi 1.44.0
Biobase 2.42.0
biomaRt 2.38.0
dplyr 0.7.8
edgeR 3.24.3
genefilter 1.66.0
GEOquery 2.50.5
ggplot2 3.1.0
GO.db 3.8.2
hgu133plus2.db 3.2.3
hipathia 2.0.0
hugenelOsttranscriptcluster.db 8.7.0
illuminaHumanv4.db 1.26.0
limma 3.38.3
mdgsa 1.14.0
metafor 2.1-0
metap 1.1
org.Hs.eg.db 3.7.0
pd.hugene.1.0.st.vl 3.14.1
purrr 0.3.2
readxl| 1.3.1
stringr 1.4.0
sva 3.32.1
tidyr 0.8.3
UpSetR 1.3.3

Tabla B.1: Librerias de R usadas en el transcurso de este trabajo y sus versiones.
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Tabla B.2: Términos GO significativos de la ontologia de Procesos biologicos y
sus nombres. Se muestra también el LOR, su intervalo de confianza al 95%, y el
p-valor ajustado por BH. (Ocupa dos paginas)

ID

Nombre

LI 95%

LOR

LS 95%

FDR

G0:0002030

inhibitory G protein-
coupled receptor
phosphorylation

-3,2053

-2,1367

-1,0681

0,0462

G0:0021529

spinal cord
oligodendrocyte cell
differentiation

-2,0318

-1,3914

-0,7511

0,0211

G0:0021530

spinal cord
oligodendrocyte cell fate
specification

-2,0318

-1,3914

-0,7511

0,0211

G0:0021822

negative regulation of cell
motility involved in
cerebral cortex radial glia
guided migration

0,8688

1,6741

2,4794

0,0338

G0:0031583

phospholipase D-
activating G protein-
coupled receptor signaling
pathway

-2,3257

-1,6059

-0,8860

0,0165

G0:0035724

CD24 biosynthetic
process

0,9513

1,8878

2,8243

0,0448

G0:0042313

protein kinase C
deactivation

-2,3257

-1,6059

-0,8860

0,0165

G0:0043179

rhythmic excitation

-2,3257

-1,6059

-0,8860

0,0165

G0:0046587

positive regulation of
calcium-dependent cell-
cell adhesion

1,3979

2,0136

2,6292

0,0000

G0:0048211

Golgi vesicle docking

0,7859

1,5022

2,2186

0,0304

G0:0060466

activation of meiosis
involved in egg activation

0,9513

1,8878

2,8243

0,0448

G0:0061763

multivesicular body-
lysosome fusion

0,7699

1,4323

2,0946

0,0213

G0:0061833

protein localization to
tricellular tight junction

1,2605

1,9434

2,6262

0,0001

GO0:0071701

regulation of MAPK export
from nucleus

0,8477

1,5720

2,2962

0,0211

G0:0072303

positive regulation of
glomerular metanephric
mesangial cell
proliferation

0,9860

1,6808

2,3757

0,0040

G0:0097156

fasciculation of motor
neuron axon

0,8391

1,5463

2,2536

0,0211

G0:0120158

positive regulation of
collagen catabolic process

-2,7278

-2,0144

-1,3009

0,0001

G0:1901492

positive regulation of
lymphangiogenesis

-2,3692

-1,6169

-0,8645

0,0226
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G0:1901585

regulation of acid-sensing
ion channel activity

-2,9590

-2,0920

-1,2250

0,0040

G0:1901999

homogentisate metabolic
process

-2,4680

-1,7854

-1,1029

0,0007

G0:1902000

homogentisate catabolic
process

-2,4680

-1,7854

-1,1029

0,0007

G0:1904323

regulation of inhibitory G
protein-coupled receptor
phosphorylation

-3,2053

-2,1367

-1,0681

0,0462

G0:1904325

positive regulation of
inhibitory G protein-
coupled receptor
phosphorylation

-3,2053

-2,1367

-1,0681

0,0462

G0:1905802

regulation of cellular
response to manganese
ion

-2,7764

-2,0762

-1,3760

0,0000

G0O:2000438

negative regulation of
monocyte extravasation

0,9513

1,8878

2,8243

0,0448

G0O:2000474

regulation of opioid
receptor signaling
pathway

0,7513

1,4562

2,1610

0,0360

G0:2000559

regulation of CD24
biosynthetic process

0,9513

1,8878

2,8243

0,0448

G0:2000560

positive regulation of
CD24 biosynthetic
process

0,9513

1,8878

2,8243

0,0448

G0O:2000565

negative regulation of
CD8-positive, alpha-beta
T cell proliferation

-2,7278

-2,0144

-1,3009

0,0001

G0O:2000569

regulation of T-helper 2
cell activation

0,8255

1,5514

2,2773

0,0226

G0O:2000570

positive regulation of T-
helper 2 cell activation

0,8255

1,5514

2,2773

0,0226

Tabla B.3: Términos GO significativos de la ontologia de Componentes celulares
y sus nombres. Se muestra también el LOR, su intervalo de confianza al 95%, y el
-valor ajustado por BH.

ID

Nombre

LI 95%

LOR

LS 95%

FDR

G0:0098675

intrinsic component of
neuronal dense core
vesicle membrane

0,9073

1,7613

2,6154

0,0268

G0O:0098956

intrinsic component of
dense core granule
membrane

0,9073

1,7613

2,6154

0,0268

G0:0099012

neuronal dense core
vesicle membrane

0,9073

1,7613

2,6154

0,0268

G0:0099066

integral component of
neuronal dense core
vesicle membrane

0,9073

1,7613

2,6154

0,0268
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Tabla B.4: Términos GO significativos de la ontologia de Funciones moleculares y
sus nombres. Se muestra también el LOR, su intervalo de confianza al 95%, y el
-valor ajustado por BH. (Ocupa dos paginas)

ID

Nombre

LI 95%

LOR

LS 95%

FDR

G0:0003882

CDP-diacylglycerol-
serine O-
phosphatidyltransferas
e activity

-2,3041

-1,5721

-0,8400

0,0120

G0:0004021

L-alanine:2-
oxoglutarate
aminotransferase
activity

-2,0688

-1,3702

-0,6715

0,0237

G0:0004313

[acyl-carrier-protein] S-
acetyltransferase
activity

0,7319

1,5022

2,2726

0,0237

G0O:0004316

3-oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] reductase
(NADPH) activity

0,7319

1,5022

2,2726

0,0237

G0:0004334

fumarylacetoacetase
activity

-2,4680

-1,7854

-1,1029

0,0002

G0:0004380

glycoprotein-
fucosylgalactoside
alpha-N-
acetylgalactosaminyltr
ansferase activity

-2,4376

-1,6016

-0,7656

0,0289

G0:0004381

fucosylgalactoside 3-
alpha-
galactosyltransferase
activity

-2,4376

-1,6016

-0,7656

0,0289

G0:0004491

methylmalonate-
semialdehyde
dehydrogenase
(acylating) activity

-2,8012

-1,8873

-0,9734

0,0186

G0:0008336

gamma-butyrobetaine
dioxygenase activity

-2,4886

-1,8203

-1,1521

0,0001

G0:0008897

holo-[acyl-carrier-
protein] synthase
activity

1,2790

1,9167

2,5544

0,0000

G0:0016418

S-acetyltransferase
activity

0,5912

1,2812

1,9712

0,0440

G0:0018478

malonate-
semialdehyde
dehydrogenase
(acetylating) activity

-2,8012

-1,8873

-0,9734

0,0186

G0O:0018549

methanethiol oxidase
activity

-3,1793

-2,3984

-1,6175

0,0000
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G0:0019171

3-hydroxyacyl-[acyl-
carrier-protein]
dehydratase activity

0,7319

1,5022

2,2726

0,0237

G0O:0031707

endothelin A receptor
binding

-2,3257

-1,6059

-0,8860

0,0064

G0O:0031997

N-terminal
myristoylation domain
binding

0,6171

1,2655

1,9139

0,0237

G0:0033961

cis-stilbene-oxide
hydrolase activity

-2,5614

-1,8084

-1,0554

0,0017

G0O:0045517

interleukin-20 receptor
binding

0,8763

1,6877

2,4991

0,0186

G0O:0047117

enoyl-[acyl-carrier-
protein] reductase
(NADPH, A-specific)
activity

0,7319

1,5022

2,2726

0,0237

G0O:0047451

3-hydroxyoctanoyl-
[acyl-carrier-protein]
dehydratase activity

0,7319

1,5022

2,2726

0,0237

G0:0047620

acylglycerol kinase
activity

0,7236

1,4726

2,2217

0,0237

GO0:0047635

alanine-oxo-acid
transaminase activity

-2,0688

-1,3702

-0,6715

0,0237

G0:0052894

norspermine:oxygen
oxidoreductase activity

-3,0798

-2,0680

-1,0562

0,0192

G0:0052895

N1-
acetylspermine:oxygen
oxidoreductase (N1-
acetylspermidine-
forming) activity

-3,0798

-2,0680

-1,0562

0,0192

G0:0070123

transforming growth
factor beta receptor
activity, type Ili

-2,5853

-1,9482

-1,3111

0,0000

G0O:0070191

methionine-R-sulfoxide
reductase activity

-2,7273

-1,8881

-1,0489

0,0060

G0:0098695

inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor
activity involved in
regulation of
postsynaptic cytosolic
calcium levels

1,3016

2,0447

2,7879

0,0001

G0:0102131

3-oxo-glutaryl-[acp]
methyl ester reductase
activity

0,7319

1,5022

2,2726

0,0237

G0:0102132

3-oxo-pimeloyl-[acp]
methyl ester reductase
activity

0,7319

1,5022

2,2726

0,0237
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