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ABSTRACT

Currently, most neurodegenerative diseases are diagnosed by the presence of clinical
symptoms such as motor problems, ataxias, and cognitive decline; by this time, the brain
already shows advanced deterioration. Medical imaging has significantly contributed to
research but remains very late in the diagnostic timeline, in addition to being costly and
difficult to access. Therefore, current research focuses on the finding for early biomarkers,
especially those obtained from biofluids like cerebrospinal fluid and blood serum. This
research project focuses on evaluating temporal changes in the composition of phospholipids
in blood serum in an animal model of acute neurodegeneration due to ischemia. The
phospholipid profile showed an inverse relationship between PC and LPC in the
hippocampus and plasma, with an increase in the PC/LPC ratio in the hippocampus post-
ischemia, followed by a decrease after the first month, while in the plasma it remained
elevated until the fourth month. These changes correlated with acute inflammation, clearance
processes, neurological recovery, and late cognitive decline. Bioinformatic analysis
identified key enzymes in the remodeling of phospholipids, grouped into five clusters using
STRING, highlighting LPCAT, MBOAT, PLA2, PEMT, and PISD, suggesting their role in
lipid modulation and cellular homeostasis. This study emphasizes the importance of
phospholipid remodeling in the evolution of neuronal damage, opening the possibility for
new biomarkers and treatments that modulate phospholipid metabolism, improving recovery

and reducing neuronal damage in neurodegenerative diseases.



RESUMEN

Los estudios médicos y neuropatoldgicos han permitido identificar y clasificar las
enfermedades neurodegenerativas segun las caracteristicas clinicas de los pacientes, como
ataxias, apraxias, problemas motores y estados de demencia, aunque en muchos casos se
generan diagnosticos mixtos (1). Estas condiciones a menudo resultan en deterioro cognitivo,
que se manifiesta como un sintoma asociado al dafio en regiones especificas del cerebro,
como el hipocampo y la corteza, indicando una neurodegeneracion avanzada con un

tratamiento inefectivo en esta etapa (2).

Los marcadores estandar para la neurodegeneracion se identifican a nivel histopatolégico
mediante biopsias o postmortem, revelando acumulaciones proteicas caracteristicas y otras
anomalias como reactividad glial, atrofias, neuroinflamacion y dafio vascular (2). Sin
embargo, actualmente no existe un biomarcador prodrémico para la neurodegeneracion,
excepto la identificacion de mutaciones especificas en genes asociados con trastornos
neurodegenerativos (3). Dado este panorama, la investigacion actual se enfoca en la busqueda
de biomarcadores tempranos de facil acceso que puedan anticipar los sintomas clinicos y

permitan abordajes mas eficientes para el tratamiento de estas enfermedades.

En este sentido, los biomarcadores in vivo que han cobrado importancia son los obtenidos a
partir de biofluidos como el liquido cefalorraquideo y el plasma sanguineo, asi como las
imagenes cerebrales que utilizan marcadores especificos como PET-tau y PET-amiloide. No
obstante, algunos de estos métodos siguen siendo de dificil acceso, como el CSF, o resultan
costosos, como las imagenes PET (4). Por lo tanto, se ha centrado la atencién en los diferentes
componentes sanguineos, como proteinas y metabolitos, como posibles biomarcadores,
debido a su facil obtencion, reduccion de costos en los analisis y la posibilidad de realizar
seguimientos a lo largo del tiempo (5). Para que un biomarcador sea valido, debe estar
asociado con caracteristicas especificas de la enfermedad y presentar altos niveles de

sensibilidad y especificidad.

Desde esta perspectiva, apoyandose en estudios previos (6,7) este proyecto de investigacion
tiene la hipotesis de que existen cambios tempranos en la composicion de fosfolipidos en el

plasma sanguineo que estan relacionados con los procesos tempranos y en el avance de la
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neurodegeneracion. El objetivo es evaluar el perfil y la composiciéon de fosfolipidos en
hipocampo y plasma en fases tempranas y de progresion en un modelo animal de
neurodegeneracion aguda por isquemia generada por oclusion transitoria de la arteria cerebral
media (tMCAO) (8). Paraello, se utiliz6 evaluacion neuroldgica y analisis por espectrometria
de masas para cuantificar los fosfolipidos en diferentes momentos postisquemia (6h, 24h, 7d,
1m, 4m) en hipocampo y plasma. Ademas, se realizaron anélisis bioinformaticos utilizando
herramientas web para bases de datos de lipidomica, como LION/Web, LipidSig y BioPAN
(9-11).

En el perfil fosfolipidico de hipocampo y suero se encontrd una relacion inversa entre PC y
LPC. Este cambio en la relacion PC/LPC en el hipocampo, presenté un aumento en la
procesividad de PC a LPC desde las primeras horas hasta los 15 dias postisquemia, seguido
de una disminucion en esta relacion después del primer mes y una franca reduccion a los 4
meses. Este patron temporal en el hipocampo coincidi6 con el aumento de la relacion PC/LPC
en el plasma, el cual se intensificd hasta el primer mes y se mantuvo elevado hasta el cuarto
mes postisquemia. Dichos cambios se correlacionaron con procesos agudos de inflamacion,
recuperacion intrinseca en el status de patologia neurologica al mes postisquemia, en
concordancia con estudios previos (6,12); sin embargo con un empeoramiento tardio en el
desempefio neuroldgico a los 4 meses postisquemia, que deben ser entendidos con mayor
detalle. Por tal razon, se realizaron andlisis de componentes principales PCA, analisis de
correlacion, enriquecimiento de vias por comportamientos procesos organelares, tazas de
conversion, por caracteristicas biofisicas membranales, ontologia génica asociada a la

remodelacion de membranas.

El analisis bioinformatico permitio identificar enzimas clave en la remodelacién de PLs,
clasificandolas en cinco clusteres mediante la herramienta STRING. Las enzimas LPCAT,
MBOAT, PLA2, PEMT y PISD, del cluster principal, mostraron comportamientos
especificos postisquemia, sugiriendo su papel en la modulacion de la composicion lipidica 'y
la homeostasis celular. En particular, PLA2 y LPCAT fueron activas en el suero, mientras
que MBOAT tuvo un rol temprano en la respuesta isquémica. Enzimas como PEMT y PISD
mostraron actividades en fases tardias y tempranas respectivamente, indicando sus roles en

la reparacion y respuesta inmediata al dafio.



El estudio destaca la dinamica y complejidad de la remodelacion de fosfolipidos en isquemia
cerebral, subrayando su importancia en la evolucién del dafio neuronal y la conversion de
lesiones reversibles a irreversibles. Los resultados sugieren que estos procesos podrian influir
en la reparacion celular, las vias inflamatorias y la homeostasis, abriendo la posibilidad de
identificar nuevos biomarcadores y desarrollar tratamientos que modulen el metabolismo de
fosfolipidos, mejorando la recuperacion y reduciendo el dafio neuronal en enfermedades
neurodegenerativas. La validacion en humanos es necesaria para confirmar estos hallazgos y
su aplicacion clinica. En conjunto, lo anterior sugiere que la remodelacion de fosfolipidos
estd asociado a la afeccion estructural y funcional de las membranas celulares, tras la
formacion de gotas de lipidos, procesos como la lipdlisis y la lipofagia. Ademas, dichos
cambios especificos estan relacionados al remodelamiento y generacion de precursores de
moléculas bioactivas que participan en la sefializacion celular proinflamatoria temprana,
recuperacion intermedia y perdida de conectividad tardia. Sin embargo, se necesita mas
investigacion para comprender completamente los mecanismos subyacentes y validar la
relevancia clinica en el contexto de infarto cerebral isquémico en humanos, debido a la fuerte

sugerencia pronostica y su valor en un tratamiento diferencial y preventivo.
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INTRODUCCION

GENERALIDADES DE LAS MEMBRANAS LIPIDICAS DEL SISTEMA
NERVIOSO

En humanos, el cerebro es el segundo 6rgano del cuerpo con mayor contenido de lipidos
después del tejido adiposo, pero es el principal 6rgano en contener mayor variacion de
especies lipidicas (13-15). En el tejido adiposo los lipidos mas abundantes son los
triglicéridos (Triacylglycerides - TAGS), estos se almacenan como reserva energética en
condiciones de alta ingesta de carbohidratos o grasas; por otra parte, el cerebro tiene poca
capacidad para almacenar TAGs, en cambio, es rico en lipidos estructurales como los
fosfolipidos (Phospholipids - PLs), esfingolipidos (Sphingolipids - SL) y colesterol
(Cholesterol - CHO) (16). La principal funcion de los lipidos en el cerebro es la conformacion
de las membranas tanto de células neurales, estructuras lipoproteicas y estructuras
vesiculares, ademas sirven como fuente energética, participan en procesos de sefializacion
celular y estan asociados a la eliminacién de desechos y agentes tdxicos (13,17,18). Los PLs
son la base estructural de las membranas bioldgicas, los mas abundantes en todos los
organismos son los glicerofosfolipidos (Glycerophospholipids - GPLS) compuestos por una
molécula de glicerol unida a dos acidos grasos en las posiciones sn-1y sn-2, y un grupo
fosfato en la posicion sn-3 formando el &cido fosfatidico, de este se pueden sintetizar los
demas glicerofosfolipidos por medio de un enlace entre el fosfato y un grupo alcohol (19,20).
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llustracion 1. Estructura representativa para cada categoria de lipidos. El consorcio LIPID MAPS ha subdividido los
lipidos en ocho categorias principales basadas en sus funciones, caracteristicas quimicas y especificidades. Los acilos
grasos [FA] tienen una cadena alifatica de grupos metileno y pueden subdividirse en saturados o insaturados. Los
glicerolipidos [GL] se caracterizan por el nimero de grupos de glicerol. Los glicerofosfolipidos [GPL] son anfipaticos
con un glicerol polar y un grupo fosfato y un hidrocarburo no polar. Los esfingolipidos [SL] tienen un esqueleto de
esfingosina. Los lipidos esteroles [ST] tienen un nucleo esterol compuesto por cuatro anillos de carbono fusionados y
un grupo hidroxilo unido al primer anillo. Los lipidos de prenol [PR] se sintetizan a partir de precursores de cinco
carbonos (difosfato de isopentilo y difosfato de dimetilalilo). Los sacaridolipidos [SCL] tienen acido graso y un
esqueleto de azucar. Los poliquetidos [PK] tienen diversas formas estructurales, a menudo como moléculas ciclicas
con modificaciones como grupos metilo o grupos hidroxilo.

Tomado y modificado de “LIPID MAPS Classification, Nomenclature and Shorthand Notation for MS-derived Lipid
Structures” Liebisch et al 2020.

Los GLPs méas abundantes en el sistema nervioso (Nervous System - NS) son: fosfatidilcolina
(Phosphatidylcholine - PC), fosfatidiletanolamina (Phosphatidyletalonamine - PE),
fosfatidilserina (Phosphatidylserine - PS) y fosfatidilinositol (Phosphatidylinositol - PI), de
estos se pueden derivar otras subclases de GLPs como los plasmaldgenos y lisofosfolipidos
los cuales varian en el enlace o composicién de &cido grasos asociados (21-23) . Otro tipo
de PLs presentes en el NS son los esfingofosfolipidos, estos se caracterizan por presentar una

molécula de esfingosina como base estructural enlazada a un &cido graso, esta molécula se
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puede asociar a una molécula de fosfocolina o fosfoetanolamina conformando la
esfingomielina (Sphingomyelin - SM) de colina o etanolamina respectivamente (24—26). En
los ultimos afios se ha buscado consolidar la nomenclatura lipidica ya que en el pasado se
reportaban los nombres de lipidos de diferentes formas, o diferentes abreviaciones. Ahora
existen consorcios como LIPIDMAPS que agrupan y establecen normas internacionales para

la nomenclatura lipidica (11)

En general, los PLs de membrana se caracterizan por ser moléculas anfipaticas gracias a las
colas hidrofébicas de los acidos grasos o de la esfingosina, y a la cabeza hidrofilica
compuesta por el fosfato méas los alcoholes, esta caracteristica les permite asociarse en
medios acuosos formando diversas estructuras que pueden ser de dos tipos: a) micelares,
compuestas por una monocapa fosfolipidica y un centro no acuoso o apolar, y b) vesiculares,
compuestas por una bicapa fosfolipidica y un centro acuoso llustracion 2 (27-29). Las
formas vesiculares dieron paso a la vida celular otorgando integridad e individualidad a las
células, también permitieron la adaptacion e interaccién en diferentes condiciones del medio
(30-32). Otras especies lipidicas presentes en las membranas son los esteroles como el CHO,
el cual se ha ido integrando a las membranas aportando adaptabilidad en procesos evolutivos
(33).

a. b. c.
Hidrofilico
MICELA VESICULA
Centro Centro
Hidrofébico Hidrofilico
Hidrofébico

llustracién 2. Conformaciones fosfolipidicas en medios acuosos. a) Forma general de los lipidos de membrana,
presentan una cabeza polar hidrofilica y una cola apolar hidrofébica compuesta generalmente por acidos grasos.
b) Estructura micelar, presenta una monocapa de fosfolipidos y un centro no acuoso o hidrofébico. c) Estructura
vesicular, presenta una bicapa de fosfolipidos y un centro acuoso o hidrofilica.
Las membranas de eucariotas han coevolucionado gracias a la especializacion de un conjunto
de proteinas capaces de interactuar, modificar y remodelar la composicion de las membranas

logrando un abanico de organelas, células y tejidos con funciones especificas (34,35). La

16



composicion de lipidos determina las caracteristicas biofisicas de las membranas como la
fluidez, forma, difusion y carga (36-38). Las membranas se han descrito como estructuras
moviles y semipermeables que mantienen gradientes idnicos entre el interior y el exterior de
las células, esta fuerza idnica impulsa el movimiento de moléculas generando un potencial
de membrana (30,39,40). Se sabe que ciertas propiedades como el grado de saturacion de
los &cidos grasos en los PLs y el nivel de colesterol anclado en la bicapa intervienen en la
fluidez y rigidez membranal (13,39,41). Los &cidos grasos saturados y el colesterol aumentan
la rigidez de las membranas, en cambio, los acidos grasos insaturados y la disminucion del
colesterol la hacen maés fluida, estas variaciones son necesarias para diversos procesos como
la estabilizacion de proteinas, comunicacion celular, movilidad, endocitosis, exocitosis, entre
otros (37,42).

La disposicién y distribucion de los lipidos en las membranas es heterogénea, existe una
asimetria constante entre las capas de la bicapa y también de manera lateral (42-46). Los
lipidos tienen la capacidad de formar asociaciones dependiendo de su afinidad conocidas
como dominios de membrana o balsas lipidicas, estos dominios son diversos en composicion
y funcion, y se pueden modificar segln las necesidades de las células, los dominios actlan
como estructuras de anclaje para un variado nimero de proteinas que de igual forma pueden
regular la composicién lipidica de la balsa (13,28,30,47-49). La composicién lipidica y
proteica de las balsas determina su forma la cual esta asociada a su funcion (28,37,41,50,51).
Los PLs presentan conformaciones geometrias cilindricas o conicas que modifican la forma
de la membrana (13,37,42,51). Algunas proteinas necesitan estar asociadas a balsas para
poder cumplir su actividad, ya sea enzimatica o estructural (49,52). En el cerebro existe un
amplio y variado grupo de células que se caracterizan por presentar membranas
morfolégicamente heterogéneas con altas capacidades de remodelacion, ademas de un
dinamico sistema de vesiculas membranales para lo cual, es necesario mantener un constante

recambio de lipidos para suplir sus necesidades funcionales (53,54).
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MEMBRANAS Y TRANSMISION SINAPTICA

NEURONAS Y COMUNICACION

Las neuronas son las células neurales encargadas de la recepcion y transmision de la
informacion que coordina el funcionamiento del NS. Las células neuronales son variadas, a
nivel general se componen de un soma o cuerpo neuronal, axén y dendritas. A través de
regiones de comunicacion conocidas como sinapsis una neurona puede transmitir
informacién para desencadenar respuestas en otras neuronas, células motoras o células
secretoras (55). El proceso sinaptico emplea dos mecanismos generales que inician con la
excitacion de una neurona, esto desencadena un impulso nervioso que culmina con la
liberacion de neurotransmisores en la estructura sindptica (55,56). Las membranas
neuronales son capaces de propagar informacion y trasmitirla por medio de dindmicas
ionicas/electricas y liberacion de vesiculas, para lo cual necesitan mantener una estable
composicion lipidica y proteica (55). Los lipidos de membrana y sus caracteristicas
biofisicas son esenciales para mantener el potencial de accién que permite la transmision
eléctrica generada por la excitacion en las sinapsis (40,41,57). La asimetria membranal en la
bicapa ha sido descrita en varios tipos celulares, las membranas plasmaticas de mamiferos
mantienen casi toda la SM y PC en la monocapa externa de la membrana, en cambio, la
monocapa interna consiste principalmente en PE, PS y PI (42,58). El colesterol se encuentra
en ambas capas de membrana, pero se ha visto enriquecido dentro de la capa interna (51,59).
Existen un conjunto de proteinas que mantienen la asimetria de la membrana y se encargan
de la rotacion y cambios de PLs, estas proteinas son las flipasas, flopasas y escramblasas
(60,61). Los desbalances en la asimetria pueden afectar varias propiedades de la bicapa
incluido el potencial de membrana, carga superficial, permeabilidad, forma y estabilidad,
ademas de afectar la asociacion de varias proteinas de membranas como receptores y canales
ionicos generado disfuncion en procesos celulares; en neuronas estos desbalances pueden
afectar directamente la funcion de transmisién eléctrica (46,58,62) este proceso se ha visto

alterado en procesos neurodegenerativos (60).
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OLIGODENDROCITOS, AISLANTES LIPIDICOS

A medida que el sistema nervioso ha evolucionado, algunas membranas celulares se
adaptaron y especializaron para mejorar y hacer més eficiente el proceso de la transmision
eléctrica nerviosa. Los oligodendrocitos hacen parte de la glia y actian como aislantes
membranosos que rodean y forman nddulos alrededor de los axones neuronales lo que facilita
el paso de los impulsos nerviosos, este recubrimiento se conoce como mielina la cual ocupa
una alta proporcion de lipidos (70%-85%) y baja proporcion de proteinas (15%-30%) en
comparacion con la mayoria de las membranas bioldgicas que tienen una proporcion
aproximadamente equivalente entre proteinas y lipidos (50% lipidos / 50% de proteinas)
(26,63,64). Los lipidos mas abundantes de la mielina son el CHO con casi el 80% de
composicion seguido por la SM y otros PLs (26,63,65,66). Otras especies lipidicas presentes
en la mielina son los esfingoglicogolipidos, a diferencia de la SM, estos no tienen una cabeza
de fosforo y alcohol, estdn asociaciones con mono o polisacaridos, los mas abundantes en el
NS son los cerebrosidos y ganglidsidos que participan en la estabilidad estructural de la
mielina y procesos de sefializacion celular (13,67—69). La mielina ha sido descrita como una
de las interacciones célula-célula méas compleja de los organismos, ademas de mejorar la
conduccion en los axones brinda apoyo fisico y trofico a las neuronas (63). Al igual que las
demas membranas, la mielina también presenta diversos dominios en la bicapa que se
encargan de incluir proteinas necesarias para la estabilizacion de la mielina e interaccion con
la neurona (63). La mielinizacién es un proceso de vital importancia para el funcionamiento
del NS, la diferenciacién de los oligodendrocitos y posterior mielinizacion se da en etapas
tempranas del desarrollo y necesita una constante renovacion a lo largo de la vida del adulto
(26,63,70,71). La disfuncion mielinica se ha visto asociada a varios procesos degenerativos
como la esclerosis multiple y otras neuropatologias (72—74). Por lo tanto, la biosintesis, el
almacenamiento y el trafico celular de lipidos principalmente de CHO, PLs y SM son
esenciales para el ensamblaje y mantenimiento de la mielina y la correcta transmision

sinaptica.
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EXOCITOSIS SINAPTICA

Luego de la transmision eléctrica por el soma y axon neuronal, las estructuras encargadas de
la liberacidn de neurotransmisores son los procesos presinapticos (axones, dendritas, soma),
estas estructuras son entidades membranales dinamicas que requieren continuos ajustes en la
estructura quimica y forma molecular de sus constituyentes lipidicos principalmente de los
PLs (9,55). En particular, las dendritas neuronales se caracterizan por su alta complejidad
morfologica y capacidad de movilidad de lo cual depende su composicion en lipidos y
proteinas (9). Los factores que determinan la geometria de los PLs son el tamafio de la cabeza
polar y la longitud y grado de saturacién de los &cidos grasos asociados, dependiendo de la
combinacion de estos componentes los PLs pueden tener conformaciones geométricas
cilindricas, conicas o conicas inversas (9,58). Las diferentes combinaciones de PLs y
proteinas generan curvas que diversifican la forma de las membranas (9,13,37,51). Los
cambios en los atributos geométricos de los lipidos tienen consecuencias importantes en las
propiedades sinapticas de las neuronas. La liberacion de neurotransmisores en las sinapsis es
el proceso que permite la comunicacion entre una neurona presinaptica y su diana, en este
proceso las vesiculas presinapticas se fusionan con la capa interna de la membrana de las
dendritas para poder liberar su contenido de neurotransmisores en la hendidura sinéptica (9).
En el proceso de exocitosis de neurotransmisores hay una serie de eventos de acoplamientos
donde se involucran un conjunto de proteinas, citoesqueleto y lipidos (55,75,76). Se ha
postulado un proceso de dos pasos, en el primer paso la vesicula presinaptica se fusiona
parcialmente con la capa interna de la membrana formando el tallo, esto requiere de la
participacion de lipidos que generan una curvatura negativa transitoria. En el segundo paso
el tallo se ensancha para generar el poro de fusion donde se mezcla el contenido acuoso de
la vesicula con el exterior promoviendo la liberacion para lo cual es necesario la participacion
de lipidos que generan una curvatura positiva lustracion 2 (9,55). Todo esto esta orquestado
por un conjunto de proteinas que se encargan de la movilizacion y modificacion de los
lipidos, aunque se desconoce gran parte de los actores involucrados, se da un papel
importante a la composicion de lipidos y remodelacién en las membranas sinapticas para el

correcto funcionamiento de este proceso.
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llustracion 3. Geometria de lipidos en membrana. a) Formas geométricas de los fosfolipidos. b) Curvaturas de
membrana. c) Pasos y participacion de lipidos en el proceso de endocitosis en sinapsis.

Tomado y modificado de “A neuroscientist's guide to lipidomics, Piomelli et al 2007”.

La mayoria de las sinapsis estan asistidas por astrocitos con los cuales se conforman las
sinapsis tripartitas, los astrocitos intervienen en la formacién y maduracion aportando
factores neurotroficos y lipidos como colesterol y PLs, también se encargan de la recaptacion
de neurotransmisores para evitar la sobre estimulacion y excitotoxicidad (77,78). Los
procesos sindpticos permanecen en constante remodelacion, las células de la microglia se
encargan de realizar el proceso de poda sinaptica lo que estimula y mantiene la plasticidad
sinéptica (72,79).
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MICROGLIA, MOVILIDAD Y FAGOCITOSIS

La microglia es otra poblacion residente del sistema nervioso central (Central Nervous
System - CNS), a diferencia de las neuronas, astrocitos y oligodendrocitos que tienen un
precursor celular comdn, la microglia se origina de macrofagos progenitores que migran al
cerebro en las primeras etapas de desarrollo (72). Las funciones de la microglia se perfilan
hacia la inmunidad innata y adaptiva del CNS y la eliminacién de desechos y agentes
infecciosos por fagocitosis. También, se encargan de mediar la poda sinaptica regulando la
sinaptogénesis, neurogénesis y reparacion del tejido (14,72). Al igual que los demas tipos
celulares, la microglia debe mantener un perfil lipidico estable para cumplir con sus
funciones. Las membranas microgliales deben conservar una fluidez constante que permita
generar procesos maviles para censar y fagocitar elementos potencialmente peligrosos para
el tejido (72). De hecho, la microglia en reposo es muy mavil y activa, se encarga de realizar
la poda sindptica para la remodelacién y mantener la plasticidad sinaptica fagocitando
pequefias porciones de las membranas sinapticas (72,79,80). Para estas milimétricas podas,
la microglia necesita adecuar pequefias porciones de las membranas de sus procesos para
realizar los pequefios cortes, se han identificado mecanismos como la endocitosis mediada
por clatrinas, las cuales necesitan conformaciones en balsa para su estabilidad y funcién, de
igual forma la curvatura de la membrana toma relevancia en esta funcion (72). La microglia
se ha involucrado en la eliminacion de desechos mielinicos y procesos de remielinizacion
(79,81). En algunos estudios se ha logrado identificar la capacidad de remodelamiento
morfoldgico que presenta la microglia, en estados normales estas presentan una morfologia
con un soma pequefio y procesos ramificados, en estados activos cambian rapidamente a

formas mas ameboides y redondeadas (82).

En estudios in vitro los primeros cambios se registraron entre las primeras 3 horas de
estimulacion hasta una transformacién completa a las 24 horas, lo cual fue revertido por el
cambio del medio a uno sin estimulacién (82). La microglia en estado ameboide es altamente
movil y responde eficazmente a lesiones y/o infecciones migrando y acumulandose por
mecanismos de quimiotaxis (80). Algunas poblaciones astrocitarias también tienen este tipo

de funciones, en lesiones traumaticas o isquémicas focales los astrocitos junto con la
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microglia pueden migrar y acumularse para formar la cicatriz glial; ademas existen
poblaciones astrociticas que tienen la capacidad de migrar y diferenciarse en neuronas para
remplazar la perdida de células neuronales (77,83). La disfuncién microglial y su
sobreactuacion se ha visto implicadas en varias enfermedades neurodegenerativas (84).
Ademas, los lipidos cumplen un rol muy importante en la respuesta inflamatoria glial,
algunos acidos grasos como los &cidos palmitico y estearico inducen un fenotipo
proinflamatorio por medio del receptor tipo Toll 4 y las vias de sefializacion de NF-kB. Por
el contrario, el &cido oleico y el acido linoleico pueden estimular fenotipos antiinflamatorios
(72,85). En eventos neuropatoldgicos la microglia reactiva puede acumular lipidos donde se
han identificado reservas de acido araquidénico el cual es un precursor de metabolitos
proinflamatorios (86). En macrdfagos periféricos se sabe la sintesis de FASs es indispensable
para la remodelacion de la membrana, movilidad, migracion, diapédesis, fagocitosis y la
sintesis de factores inflamatorios (87). Aunque los macréfagos y la microglia comparten
similitudes metabolicas, ain no se ha descrito la capacidad liposintética de la microglia in
vivo, pues al estar en el tejido cerebral puede verse modificada por la comunicacion lipidica
con las demas poblaciones neurales especialmente con los astrocitos (14,88). Hace falta
aumentar los estudios para identificar toda la dindmica membranal y de sefializacion que
aporta funcionalidad a la microglia en procesos de transformacion, movilidad, migracion,

fagocitosis y respuesta inflamatoria.

ASTROCITOS, SINTESIS Y TRANSPORTE LIPIDICO

Los astrocitos son células neurales que cada vez toman un papel muy importancia en el
desarrollo y funcion del cerebro. Las primeras descripciones las clasificaban como simples
células de sostén que solo aportaban una matriz estructural para el establecimiento de las
neuronas (89,90). Hoy en dia se sabe que cumplen un rol importante en muchas funciones
celulares para mantener la homeostasis cerebral y los procesos sinapticos (90-92). Los
astrocitos hacen parte de la unidad neurovascular, por medio de pies astrocitarios son capaces
de recubrir y tener contacto con las células de la vasculatura ayudando a generar la barrera
hematoencefalica (93-95). El cerebro carece de grandes reservas energéticas y por lo tanto

necesita un constante suministro de nutrientes provenientes del sistema, aun asi es uno de los
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Organos que mas gasto energético y de oxigeno demanda, el principal sustrato energético del
cerebro es la glucosa (96-99). Se ha podido evidenciar que los astrocitos tienen la capacidad
de almacenar energia en forma de glucégeno y lipid droplets (LP), estas pequefias reservas
actian como amortiguadores en periodos donde el suministro energético se ve comprometido
(14,100). Por medio de la liberacion de moléculas, los astrocitos pueden modular
mecanismos de vasodinamia en respuesta a la funcion neuronal, tienen la capacidad de
absorber glucosa, agua y oxigeno de la sangre y participan en mecanismos de eliminacion de
desechos (97,101-104). La mayor demanda energética del cerebro se da a nivel neuronal
relacionado con la actividad de la bomba de sodio que es responsable del mantenimiento del

potencial de membrana (96,98,105).

Los astrocitos son células metabdlicamente activas, se ha descrito una funcién de apoyo
energético entre astrocitos y neuronas donde ellos facilitan procesos de glucolisis para
producir lactato, el cual es distribuido a las neuronas para abastecer su alta demanda
energética (89,103,106). La glucosa también es la fuente principal para la sintesis de &cidos
grasos y demas lipidos del cerebro (25,88). En varios estudios se ha demostrado que los
astrocitos son células con un metabolismo lipidico muy activo, expresan en gran medida una
variedad de proteinas encargadas de la sintesis lipidica (65,88,107,108). Varios estudios han
descrito que algunos lipidos sintetizados por los astrocitos como el acido oleico estan
involucrados en procesos de neurogénicos, neurotréficos y sinaptogénicos (109-111).
También se ha evidenciado que a pesar de que las células tienen la capacidad de produccion
de CHO, en el cerebro los astrocitos y los oligodendrocitos son més activos. Los astrocitos
son células responsables de la produccion de varios lipidos los cueles distribuyen por

mecanismos mediados por lipoproteinas (65,74,108,112).

LIPOPROTEINAS NEURALES

Las lipoproteinas son particulas micelares compuestas por una monocapa de fosfolipidos,
proteinas y un nucleo apolar hidrofilico cargado por TAG y/o esteres de colesterol
(Cholesterol esters — CE) (113,114). A nivel sistémico las lipoproteinas han sido
ampliamente estudiadas y clasificadas de acuerdo a su tamafio, densidad, composicién

lipidica y proteica (113). Las lipoproteinas méas grandes de baja densidad se clasifican en
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quilomicrones (Chylomicrons - QR) y proteinas de muy baja densidad (Very Low Density
Lipoproteins - VLDL) y lipoproteinas de baja densidad (Low Density Lipoproteins - LDL),
estas estan encargadas del transporte de TAG absorbidos en el intestino o los sintetizados de
novo en el higado hasta los demas 6rganos donde son usados en el gasto energético o son
almacenados en el tejido adiposo (113). Las lipoproteinas mas pequefias y de alta densidad
clasificadas como (High Density Lipoproteins - HDL) se encargan del transporte de PLs y
el transporte inverso del colesterol desde los tejidos hasta el higado para su eliminacion
(113,115). Las proteinas encargadas de las funciones biolégicas de las lipoproteinas son las
alipoproteinas, estas se encargan de dar forma, mantener la estructura y ademas actian como
ligandos de receptores involucradas en el intercambio y metabolismo lipidico (18,113). Las
lipoproteinas por lo general contienen mas de una alipoproteina, existen algunas como la
APO B-48 y APO B-100 que son caracteristicas de QR, VLDL y LDL, en cambio las HDL
carecen de estas y comparten algunas como la APO C, APOA-1 y APOE siendo la mas
comun la APOE (113). En la periferia la alipoproteina APOE es sintetizada y secretada por
hepatocitos, macrofagos, células renales y adipocitos (114,116,117). La sintesis y
conformacién de las lipoproteinas en el sistema se asocia principalmente a una respuesta ante
la dieta, se sabe que dietas ricas en carbohidratos o grasas inducen la respuesta de un grupo
de proteinas encargadas de la produccion de lipidos para el transporte de los mismos por el
plasma (113,115,118). La disfuncion de lipoproteinas sistémicas se ha visto asociada a varias
enfermedades como la obesidad, ateroesclerosis, higado graso, diabetes, entre otros
(118,119).

El cerebro mantiene un sistema de lipoproteinas parcialmente aislado del plasmético gracias
a la barrera hematoencefalica (Blood brain barrier - BBB), este cumple funciones similares
en el trasporte de lipidos entre las células neurales y también se ha asociado a mecanismos
antioxidantes y de eliminacion de toxinas (18). Las lipoproteinas cerebrales se parecen y
comparten caracteristicas con las HDL plasmaticas, la alipoproteina APOE es la mas
abundante en el cerebro acompafia en menor cantidad de las APOA-1, APOA-11, APOA-1V,
APQOJ, APOD y APOH (18). Algunos experimentos de trasplante de higado en humanos han
demostrado que la variante alélica de APOE en el plasma se convierte en la del donante,
mientras que la APOE en el liquido cefalorraquideo conserva la identidad alélica del receptor,

lo que ilustra que los grupos de APOE del CNS y de la periferia se sintetizan de forma
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independiente, esto se corroboro al inyectar particulas APOE radiomarcadas en plasma estas
tenian poco flujo al cerebro (120). En el cerebro, los astrocitos son los principales productores
de APOE lo que se suma a su importancia en el metabolismo lipidico cerebral. Otras células
como los pericitos, oligodendrocitos, plexo coroideo, microglia y neuronas pueden

sintetizarlos pero en menor medida y dependiendo de las condiciones (114,116).

LIPIDOS Y NEURODEGENERACION

Los lipidos estan cada vez mas implicados en enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, el Parkinson y esclerosis multiple. Estudios genéticos han identificado numerosos
genes relacionados con el metabolismo lipidico que estan asociados con estas enfermedades
(121,122). Ademas, varias enfermedades sistémicas relacionadas con lipidos como la
obesidad, aterosclerosis, dislipidemias son catalogadas como factores de riesgo para la salud
cerebral (123). EI metabolismo de los lipidos es de vital importancia en todos los procesos
cerebrales, cualquier irrupcion podria empezar a generar membranas celulares aberrantes que
generan disfuncion de la homeostasis. Cada vez, los lipidos ganan mas fuerza en varios

aspectos del desarrollo, progresion y afectacion de enfermedades neurodegenerativas.

ISQUEMIA CEREBRAL

Un evento isquémico cerebral es un episodio patoldgico donde el flujo sanguineo arterial se
ve disminuido de forma total o parcial por obstrucciones embolicas, trombdticas o
alteraciones en la estructura vascular que irriga el cerebro, dependiendo del nivel arterial
obstruido se pueden afectar diferentes zonas del cerebro generando: (a) isquemias focales de
tamafos variados donde se puede identificar un nucleo isquémico (zona mas afectada) y
penumbra isquémica (zona alrededor del nucleo isquémico con menos dafio) o (b) isquemias
globales donde se ve comprometido un hemisferio o el cerebro en su totalidad (124,125).
Inicialmente, la disminucion en el flujo sanguineo conlleva a diversos trastornos
neuroldgicos ocasionando discapacidades o dando inicio a procesos neurodegenerativos que
con el tiempo pueden desembocar en algun tipo de demencia (126,127). El cerebro es un
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organo con alta demanda energética, consume alrededor del 20% de oxigeno y glucosa que
ingresa al cuerpo, a diferencia de otros 6rganos no tiene la capacidad de almacenamiento por
lo que es altamente susceptible a eventos de hipoxia e hipoglucemia (127,128). En los
modelos animales para isquemia se induce una disminucion transitoria o permanente del flujo
sanguineo, esto simula las oclusiones que se presentan en humanos de una o0 mas arterias
cerebrales (124,129). Dependiendo de las caracteristicas del evento isquémico como
duracién del tiempo de oclusion/reperfusion y area del infarto, esta patologia puede tener
varias manifestaciones como deterioros cognitivos y motores asociados con reactividad glial,

inflamacidn, pérdida de la funcion neuronal y posterior muerte celular (128,130).

El modelo animal para isquemia global tMCAO se produce mediante la oclusion de la arteria
cerebral media y posterior reperfusion, esto es combinado con hipotension sistémica (50
mmHg) suficientes para inducir la isquemia cerebral afectando areas extensas del cerebro
(8). EI modelo tMCAO de ratas isquémicas tiene una reproducibilidad de dafio
histopatol6gico superior al 90% y ha sido un modelo adecuado para estudios moleculares,
bioquimicos y fisiologicos, asi como para la evaluacion de procedimientos y agentes para la
recuperacion neuronal (8,131). EIl primer evento patologico al que se ven sometidas las
células neurales es la privacion del suministro sanguineo el cual provee moléculas vitales
como oxigeno molecular, glucosa, agua, entre otros; este cierre en el flujo sanguineo también
conlleva al no aclaramiento o depuracion de moléculas de desecho generadas por la actividad
normal del cerebro provocando citotoxicidad y aumento de radicales libres (127,128,130).
La evidencia recopilada de estudios en animales y observaciones realizadas en material
humano indican que las neuronas en las &reas vulnerables no mueren durante un breve
periodo de isquemia sino unos pocos dias después de la reperfusion (132). Independiente de
los modelos o zonas afectadas, se ha descrito que se generan puntos de dafio donde se da una
muerte celular principalmente necrética generando un ndcleo de dafio irreversible, alrededor
se empieza a generar un sector de penumbra que empieza a reaccionar posterior a la injuria.
Esta area de penumbra comienza a recibir sefiales de nicleo ademas que pierde de acople
celular con sus células vecinas. Con el tiempo se empiezan a generar muerte mediada por
apoptosis u otras muertes controladas y también se comienzan a generar mecanismos pro
resolucion de dafo. Esta area es de bastante interés ya que se convierte en un foco de tejido

que puede ser rescatado para prevenir el aumento del dafio (133,134).
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ISQUEMIA Y PEROXIDACION LIPIDICA

Anivel celular, después del evento isquémico se genera un conjunto de reacciones y procesos
celulares que van cambiando con el tiempo, a esto se le conoce como la “cascada
postisquémica” (133,134). En los primeros segundos y minutos, las neuronas privadas de
energia pierden la capacidad de mantener los gradientes de iones transmembranales para su
funcién y homeostasis, este evento conduce a la despolarizacion excesiva y liberacion
neurotransmisores causando citotoxicidad; las células gliales (astrocitos y microglia) se
activan e inducen una respuesta inflamatoria por medio de la liberacién de moléculas
proinflamatorias (127,128). Por lo general, los procedimientos médicos para eventos
isquémicos buscan recobrar la perfusion sanguinea que se perdié por la oclusion en un
espacio temporal corto; sin embargo, después de la reperfusion, la reoxigenacion en el tejido
puede causar lesiones secundarias debido a un aumento dréstico de especies reactivas de
oxigeno (Reactive oxigen species - ROS) y de nitrogeno (Reactive nitrogen species -
RNS)(126,128). Los radicales libres como las especies ROS son necesarias para que ocurran
varios procesos fisioldgicos; no obstante, un aumento excesivo puede tomar un rol
patogénico (97). Junto con la reperfusion, la llegada de células inmunitarias infiltrantes
incrementa la liberacion de mediadores proinflamatorios al parénquima cerebral que reclutan
aun mas células inmunitarias y gliales en busca de la restauracién del tejido; sin embargo, se
ha descrito que la inflamacion cronica o sostenida y la liberacion de citoquinas
proinflamatorias puede exacerbar los dafios iniciales y aumentar la produccion ROS/RNS y
la consiguiente muerte celular (126).

La liberacidn excesiva de radicales libres derivados de oxigeno es un proceso sostenido en
eventos isquémicos que afecta principalmente la estructura lipidica de las membranas
celulares. Los fosfolipidos de membrana de las células neurales son altamente susceptibles
al deterioro causado por ROS debido a que: (a) los UFAs (MUFAs y PUFAS) contienen
dobles enlaces entre los cuales se encuentran los grupos metileno -CH2- que poseen
hidrogenos particularmente reactivos y (b) la formacion de edemas brinda un ambiente
acuoso donde el oxigeno tiene alta solubilidad y acceso a las membranas (135). Las ROS
peroxidan los lipidos de membrana generando reacciones en cadena de lipidos radicales,

estos forman acumulaciones intracelulares y lipotoxicidad induciendo disfunciones
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mitocondriales y aumentando el riesgo de muerte celular; en respuesta, las células activan
vias de recuperacion celular en basqueda de la degradacion de estas lipotoxinas por medio la
acumulacion en lipid droplets (LD), liberacion de agentes antioxidantes, actividad
autofagica-lisosomal y gasto energético por beta-oxidacion en las mitocondrias (136). La
pérdida de la homeostasis lipidica se ha asociado a cambios en la integridad membranal y
disfunciones en sus caracteristicas biofisicas después de eventos isquémicos/reperfusion,
donde seria necesario la activacion de vias de recambios y lipogénicas para generar un
reposicion de los lipidos dafiados en el evento patolégico (137). Tambien, la actividad
lipotoxica puede aumentar la actividad de fosfolipasas las cuales hidrolizan enlaces ester en

las posiciones 1 0 2 de GPLs en busqueda de la eliminacion de FAs peroxidados (128).

Cabe resaltar que aparte de los dafios propios generados por la hipoxia/reperfusion, se ha
descrito que los eventos isquémicos son un factor de riesgo significativo para el desarrollo
de enfermedades neuroldgicas como la AD, el vinculo molecular entre la isquemia y el
procesamiento de proteinas precursoras de amiloide se ha establecido en los ultimos afios
(138,139) . Especificamente, la hipoxia aumenta la transcripcion del gen de la enzima de
escision la proteina precursora amiloide (APP - Amyloid Precursor Protein) en el sitio beta
(BACEL1 - Beta-site Amyloid Precursor Protein Cleaving Enzyme 1), lo que resulta en un
aumento de la actividad de la secretasa BACE1L y la produccion de beta-amiloide. En ratas
sometidas a isquemia cerebral, se encontré que la hipoxia regula al alza la expresion de
BACEL1 dependiente produccion de ROS mediadas por la interrupcidn repentina de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial (138). El aumento de ROS generado en el evento
isquémico es altamente perjudicial generando dafios directos e indirectos en el parénquima

cerebral.

LIPIDOS PLASMATICOS COMO BIOMARCADORES DEL ESTADO CEREBRAL

Los lipidos estan emergiendo como biomarcadores prometedores para el diagnostico,
pronéstico y seguimiento del tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. La
desregulacién del metabolismo lipidico en el cerebro es un factor de riesgo significativo para
estos trastornos. Varias clases de lipidos, como los fosfolipidos anidnicos bis

(monoacilglicerol) fosfato (BMP) y los (glico) esfingolipidos, han mostrado gran potencial
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como biomarcadores (140,141). El colesterol, especialmente lo asociado con el alelo ApoE4,
ha mostrado cambios importantes en la composicion plasmatica (142). Ademaés, un conjunto
de biomarcadores sanguineos, incluidos productos de peroxidacion lipidica, puede facilitar
el diagnostico de enfermedades neurodegenerativas. La composicion lipidica tiene amplios
efectos celulares, influyendo en la progresion de la enfermedad mediante el trafico vesicular,
la autofagia, la biogénesis de exosomas, la sefializacion celular y la supervivencia. Las
alteraciones en el metabolismo lipidico pueden revelar objetivos farmacoldgicos e identificar

biomarcadores de progresion de la enfermedad (143).

A pesar de los desafios en el desarrollo de biomarcadores lipidicos, como la necesidad de
métodos analiticos estandarizados, estudios de validacion a gran escala y la demostracion de
su utilidad clinica, los lipidos séricos se perfilan como herramientas pronosticas diagnaosticas,
accesibles y no invasivas que podrian mejorar el tratamiento de las enfermedades
neurodegenerativas. En general, se desconocen los roles precisos que juegan los lipidos en el
inicio y progresion de estas enfermedades. Identificar y comprender los cambios en los
perfiles lipidicos asociados con enfermedades neuroldgicas, asi como su relacion con otros
eventos celulares y moleculares, puede ayudar a dilucidar la importancia de estas moléculas
en la identificacion temprana de marcadores neuropatoldgicos y en el desarrollo de posibles
tratamientos. Por ello, el principal objetivo de este estudio es comparar los cambios en los
perfiles fosfolipidicos del hipocampo y el suero sanguineo durante las fases temprana, media

y tardia en un evento postisquemia.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el perfil y la composicién de fosfolipidos en el hipocampo y el plasma en fases
tempranas y de progresion en un modelo animal de neurodegeneracion aguda por isquemia

focal.

Obijetivos especificos

e Cuantificar los fosfolipidos en diferentes momentos postisquemia (6h, 24h, 7d, 15d,
1my 4m) en el hipocampo y el plasma mediante espectrometria de masas.

o Identificar procesos fisioldgicos clave en los cambios fosfolipidicos y analizar su
comportamiento postisquemia mediante analisis bioinformaticos con el uso

herramientas web para bases de datos de lipidomica.

31



METODOLOGIA

Procedimientos con animales:

Todos los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con los lineamientos
ARRIVE, la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, 8va edicion publicada
por los Institutos Nacionales de Salud (NIH) y las normas colombianas (ley 84/1989 y
resolucion 8430/1993). Estos procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica en
Experimentacion Animal de la Universidad de Antioguia, Medellin, Colombia. Ratas albinas
Wistar macho de nuestro laboratorio libre de patégenos. La colonia libre en el vivero del SIU
(Sede de Investigacion Universitaria), Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia, se
mantuvo en un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 h y recibié alimento y agua ad libitum. Se
tuvo especial cuidado en minimizar el sufrimiento de los animales y reducir el nimero de
animales utilizados (6). Se utilizaron ratas de tres meses de edad que pesaban entre 400 y 450
g. Las ratas se dividieron aleatoriamente en dos grupos: el grupo de control y el grupo
isquémico. Se utilizaron cinco [5] ratas por grupo experimental para la evaluacion del

comportamiento y lipidomica

Modelo de oclusion tMCAOQO:

Los animales fueron anestesiados con ketamina (60 mg/kg) y xilazina (5 mg/kg) y recibieron
una mezcla de 2 a 4 % de isoflurano y 96 % de oxigeno a través de una maquina de anestesia
por inhalacion. Se aislé la arteria carétida comdn derecha y se insert6 un nylon quirdrgico de
0.26 mm de diametro a lo largo de las arterias carétidas comunes derechas hacia la arteria
carotida interna hasta bloquear el origen de la arteria cerebral media. La profundidad de
penetracion fue de aproximadamente 18 mm. Se suturd la incisién segun el protocolo
experimental de nuestro laboratorio (125), las ratas fueron sometidas a isquemia focal durante
1 horay el nylon fué retirados después de 1 hora de oclusion. En el grupo control (sham), se

aislo la arteria cardtida derecha sin ocluir las arterias carétidas comunes. La cirugia se realizo
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a 22 £ 2°C. Se utiliz6 una puntuacion neuroldgica para evaluar el éxito del modelo. Después
de obtener la puntuacion neuroldgica, las ratas que calificaron continuaron la
experimentacion y fueron sacrificadas a 6 horas, 24 horas, 15 dias, 1 mes y 4 meses. La
sangre fue recolectada por puncién cardiaca en tubos sin anticoagulante, luego se centrifugo
por 5 min a 3600 rmp para la separacion del suero el cual se almaceno a -80°C. Los
hipocampos fueron aislados y congelados en hielo seco, luego se almacenaron a -80°C hasta

Su uso posterior.

Evaluacion neuroldgica:

El desempefio neuroldgico se evaluo a las 6 horas, 24 horas, 15 dias, 1 mes y 4 meses antes
del sacrificio. La funcion neuroldgica se califico por medio de la prueba de 18 puntos basada
en la prueba de Garcia (144). El neuroscore combind seis pruebas neuroldgicas diferentes:
(1) actividad espontéanea, (2) simetria en el movimiento de las extremidades, (3) extension de
la pata delantera, (4) escalada, (5) propiocepcion corporal y (6) respuesta al tacto de las
vibrisas. Cada prueba realizada recibié una puntuacion maxima de tres puntos basada en un
conjunto de criterios predeterminados descritos por Garcia y colaboradores. Las
puntuaciones de cada prueba se sumaron donde la puntuacion mas alta posible era de 18
puntos que indica que no hay déficits neurolégicos y una puntuacion mas baja de 3 puntos
para los animales con las deficiencias mas graves. La puntuacion neuroldgica se realiz6 cada

dia 'y en el mismo orden y hora para todas las ratas.
Ensayo de plano inclinado:

La capacidad del animal para mantener la estabilidad postural se evalu6 mediante la prueba
del plano inclinado. EI angulo relativo en el que la rata ya no podia mantener su posicion
durante 10 segundos se registré como angulo final y se consideré una medida de deterioro

funcional (7)
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Analisis de lipidos:

Los lipidos totales se extrajeron del hipocampo y del suero utilizando la técnica de Folch
(145) con una mezcla de 2mL de cloroformo (CHCI3) y 1mL de metanol (MeOH) en una
relacion 2:1 (v/v). Luego, se afiadio 0,005% de hidroxitolueno butilado (BHT) y esta mezcla
se us0O para homogeneizar el hipocampo. Posteriormente se afiadié 1 ml de NaCl al 0,9% y
la mezcla se centrifug6 a 3000 rpm durante 3 min. La capa organica (capa inferior) se separd
y se transfirio a un nuevo tubo de vidrio. Los disolventes fueron evaporados y se liofilizo el
extracto para eliminar el exceso de humedad. Finalmente, la composicion lipidica se analiz6

mediante espectrometria de masas.

Espectrometria de masas:

Se utiliz6 un enfoque ESI-MS/MS automatizado y la adquisicion de datos. La ubicacion y el
analisis se realizaron en el Kansas Lipidomics Research Center utilizando un sistema de
deteccion API 4000 TM y Q-TRAP (4000Qtrap), como se describié anteriormente (6,146).
Este protocolo permitié la deteccion y cuantificacion de bajas concentraciones de
compuestos lipidicos polares. Las moléculas se determinaron con base en sus relaciones
masa/carga, las cuales se compararon con el respectivo estandar interno para determinar qué
especies de lipidos estaban presentes en el extracto evaluado: 0,30 nmol de lysoPG 14:0, 0,30
nmol de lysoPG 18:0, 0,30 nmol de di 14:0 PG, 0,30 nmol de 14:0 lysoPE, 0,30 nmol de 18:0
lysoPE, 0,60 nmol de 13:0 lysoPC, 0,60 nmol de 19:0 lysoPC, 0,60 nmol de di 12:0-PC, 0,60
nmol de di 24:1-PC, 0,30 nmol de 14:0 lysoPA, 0,30 nmol de 18:0 lysoPA, 0,30 nmol de
dil4:0 PA, 0,30 nmol de di 20:0 (fitanoil) PA, 0,20 nmol de di 14:0 PS, 0,20 nmol de di Phy
PS, 0,28 nmol de 16:0e18:0 Pl y 0,10 nmol de di 18:0PI. El sistema detect6 un total de 13
clases de fosfolipidos y sus respectivas subespecies, que fueron identificadas por el nimero
de carbonos y el grado de insaturacion de la cadena. Las concentraciones de lipidos se
normalizaron a la concentracién molar en todas las especies de cada muestra y los datos

finales se presentan como % mol medio.
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Anadlisis estadistico:

Los andlisis estadisticos de las especies fosfolipidicas se realizaron por medio de la
plataforma web LipidSig (10). Para la preparacion de las bases de datos se eliminaron
especies lipidicas que tenian més de 80% de informacion faltante. Los demés datos fueron
imputados tomando en cuenta la minima de cada grupo. Las comparaciones entre grupos se
realizaron por medio de test t-student para datos paramétricos o test de Wilcoxon para no
paramétricas. Los analisis multivariados se realizaron por Principal Components Analysis
(PCA). Los analisis para los ratios, el score neurolégico y correlacion se realizaron en la
aplicacion GraphPad Prism 8, se usé la prueba t-student o Wilcoxon dependiendo de la
normalidad de los datos y la prueba de Pearson para la correlacidn del score neurolégico con
las clases lipidicas. Los valores se expresan como medias + SD. Los resultados se

consideraron significativos en p < 0,05.

Andlisis bioinformaticos:

Los analisis de enriquecimiento ontoldgicos se realizaron por medio de LIONWeb (147). El
analisis ontoldgico implica la organizacion y clasificacion de informacién sobre un dominio
especifico, como los lipidos, definiendo relaciones entre conceptos para una comprension
mas profunda de los datos. En LIONWeb,utiliza ontologias establecidas como la Ontologia
de Lipidos (Lipid Ontology - LO) y la Ontologia de Funciones de Lipidos (Lipid Function
Ontology - LFO) para mapear los lipidos identificados en las muestras a sus clases y atributos

correspondientes.

Los analisis para la identificacion de reacciones lipidicas se realiz6 por medio de BioPAN
(148). BioPAN, del consorcio LIPID MAPS, es una herramienta bioinformatica web gratuita
que permite a los investigadores analizar conjuntos de datos de lipidémica de mamiferos,
centrandose en el analisis de rutas metabdlicas para explorar cambios en los lipidos desde la
clase hasta las especies moleculares individuales. Utiliza un algoritmo avanzado para

identificar las rutas metabolicas relevantes, considerando la abundancia de cada especie
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lipidica, sus relaciones bioguimicas y como cambia con respecto a un control. BioPAN
genera visualizaciones interactivas de las rutas alteradas y estima la actividad enzimatica,
ayudando a entender los mecanismos moleculares subyacentes. En BioPAN, el z-Score se
utiliza como una medida estadistica para evaluar la significancia de los cambios en los niveles
de lipidos entre diferentes grupos de muestras. El z-Score, o desviacidn estandar normalizada,
indica cuéntas desviaciones estdndar un valor se encuentra por encima o por debajo de la
media. BioPAN calcula el z-Score para cada especie lipidica individual comparando su
abundancia relativa entre un grupo de muestras y un grupo de referencia. El proceso incluye
calcular la media y la desviacion estandar de las abundancias relativas, normalizar estas
abundancias restando la media y dividiendo por la desviacion estandar. Un z-Score alto
indica una diferencia significativa en la abundancia relativa de la especie lipidica, ya sea un
aumento (positivo) o una disminucion (negativo), mientras que un z-Score bajo sugiere que
no hay una diferencia significativa. BioPAN utiliza el z-Score para identificar lipidos
diferencialmente abundantes, priorizar candidatos para andlisis posteriores y visualizar
cambios en los niveles de lipidos, facilitando la identificacion de posibles biomarcadores y
la comprension de sus roles bioldgicos, ademas de las enzimas/genes asociados a estos

cambios.

Los andlisis de cluster y asociacion entre genes se llevaron a cabo en STRING (Search Tool
for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) (149) es una base de datos y plataforma
analitica disefiada para explorar asociaciones funcionales entre proteinas construyendo una
red de interacciones a partir de varias fuentes de datos y asignando puntuaciones de confianza
a estas interacciones. Integra datos experimentales, predicciones computacionales y
conocimientos de la literatura para evaluar la confianza de cada interaccion, con puntuaciones
mas cercanas a 1 que indican alta confianza. STRING visualiza estas interacciones como
redes donde los genes/proteinas son nodos y las interacciones son aristas, cuyas
caracteristicas reflejan las puntuaciones de confianza para la generacion de clister de

agrupacion.
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RESULTADOS

1. Diferencias en el perfil de fosfolipidos entre el hipocampo y el suero sanguineo.

Se llevé a cabo un analisis lipidomico en muestras de hipocampo y suero utilizando
espectrometria de masas dirigida a 13 clases de fosfolipidos divididos en 299 especies (Tabla
suplementaria 1). Las muestras fueron obtenidas en diferentes tiempos postisquemia (6 horas,
24 horas, 7 dias, 15 dias, 1 mes y 4 meses) en el modelo experimental de isquemia cerebral
tMCAO. El analisis proporcion6 informacion detallada sobre las alteraciones fosfolipidicas
asociadas con la isquemia cerebral tanto en el hipocampo como en el suero. Estos hallazgos
no solo mejoran nuestra comprension de la dindmica temporal del dafio neuroldgico
postisquémico, sino que también remarcan la relevancia de explorar los cambios lipidicos
como posibles indicadores o contribuyentes de las secuelas a largo plazo de la isquemia

cerebral y procesos de neurodegeneracion asociados a la misma.

De forma general se observa una marcada diferencia entre los perfiles fosfolipidicos del
hipocampo y el suero En el hipocampo (Figura 1a), los fosfolipidos méas abundantes en
promedio son PC (49.15% mol) y PE (23.12% mol), seguidos de PS (8.87% mol) y SM
(7.64% mol), mientras que PI (2.87% mol), ePC (2.85% mol), LPE (1.4% mol), PA (0.68%
mol), LPC (0.6% mol), PG (0.09% mol), ePS (0.02% mol) y CerPE (0.003% mol) se
presentan en cantidades menores. Por otro lado, en el suero (Figura 1b) las clases méas
abundantes en promedio son PC (59.69% mol), LPC (23.7% mol), SM (10.56% mol),
seguidas de ePC (3.69% mol), PI (1.74% mol), PE (0.41% mol), y en menor abundancia PS
(0.02% mol), LPE (0.09% mol), ePE (0.07% mol), PA (0.01% mol), PG (0.01% mol), ePS
(0.00015% mol) y CerPE (0.0002% mol).

2. El hipocampo presenta variacion fosfolipidica con dinamicas interclases y

significativa participacion de plasmindgenos en postisquemia.
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Los datos de hipocampo muestran un dinamismo entre aumentos y disminuciones de las
diferentes clases de fosfolipidos y variaciones en sus &cidos grasos tiempo a tiempo, ademas,
se remarca una participacion de plasminogenos derivados de PE y PC como componentes
dindmicos de los eventos cerebrales postisquemia. Pasadas las 6 horas, el hipocampo (Figura
1c - 6 hours) present6 un aumento en las clases lipidicas ePE (2.635 %mol a 2.904 %mol p
= 0.04*) y PE (20.069 %mol a 22.651 %mol p = 0.02*). Los principales cambios en estas
clases se dieron en especies ricas en &cidos grasos de cadena larga entre 38 y 44 carbonos
con predominancia de poliinsaturaciones (Figura S1a), también se identificaron aumentos en
otras especies como PC (44:1)(44:8)(40:5), ePC (40:6) y PS (44:11)(40:3). Al mismo tiempo,
algunas especies fosfolipidicas presentaron disminuciones como PC y ePC principalmente
esterificados con &cidos grasos de cadena corta y saturados, también disminuciones en PA
(40:7)(38:6), PG (36:2)(34:4), PI (40:5)(40:2), LPC (20:0) y SM (18:0) (Figura S1a). Dentro
de las 24 horas postisquemia no se registraron cambios significativos a nivel de clases
fosfolipidicas (Figura 1c - 24 hours), pero si variaciones en algunas especies. Cabe resaltar
que a 24 horas los cambios fosfolipidicos en el hipocampo no logran discriminar del todo
entre grupos, algunos animales control (Sham) presentan similitudes con los isquémicos
(Figura S1c). Dentro de las especies que presentaron variacion a 24 horas postisquemia se
encuentran aumentos en PS (34:0), PC (44:12)(44:8)(42:8), ePC (38:5) y LPC (16:0), ademas
de disminuciones en PS (44:9)(38:3), PC (38:0)(30:0), ePC (32:1), PG (34:4) y PA (36:3).

En la primera semana postisquemia (Figura 1c - 7 days), el hipocampo presenté aumentos
significativos en clases lipidicas como PA (0.617 %mol a 0.826 %mol p = 0.04%*)
especificamente en PA (32:0)(34:1), ePE (2.278 %mol a 2.811 %mol p = 0.001**) ePE (34-
38:1-3) y ePC (2.384 %mol a 2.908 %mol p = 0.01*) ePC (36-38:1-4), ademas de una
disminucion significativa de Pl (2.937 %mol a 2.311%mol p = 0.01*) P1 (38:3-4). Sumado a
esto se registraron aumentos de otras especies de las clases PC (36-44:1-12), PE (32-38:1-
3) y SM (24:0-1) (Figura Sle). A los 15 dias postisquemia, se presentaron disminuciones
significativas de PG (0.093 %mol a 0.069 %mol p = 0.04*) PG (34:1)(36:4) y PC (50.79
%mol a 49.89 %mol p = 0.04*) PC (36-38:6) y disminuciones de varias especies como PC
(38:6-2), ePC (40:6), PA (38:4), PG (34:1)(36:4), PS(40:7) y PE(34:0). Ademas de aumentos
en ePE (36:1), PA (34:1) y PI (38:5), y PC (36:5)(40:8) (Figura 1Sg).
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Luego del primer mes (Figura 1c — 1 month), el hipocampo presenté disminuciones
significativas en clases fosfolipidicas como P1 (2.45 %mol a 1.82 %mol p = 0.03 *) PI (36-
40:4-5); ademés de un importante aumento en la abundancia de SM (7.06 %mol a 8.37 %mol
p =0.008 **) SM (16-18:0-1). A nivel de especies (Figura S1i) se destacan aumentos en ePE
(38:0)(34:3), ePC (36:4)(32:1), PC (40:8) y PA (40:5), ademas de disminuciones en PS (38-
42:6-7), PC (34-40:2-2), ePC (34-40:1-4) y ePE(38:1). A los 4 meses (Figura 1b — 4 months),
los animales isquémicos presentaron aumentos significativos de las clases SM (6.22 %mol a
7.47%mol p = 0.004 **) SM (18:0-1), PC (47.43 %mol a 50 %mol p = 0.03 *) PC (32-40:0-
5) y disminuciones en PG (0.0874 %mol a 0.0635 %mol p = 0.02 *) PG (32:0)(36:4) y una
disminucion considerable de ePC (3.08 %mol a 2.5 %mol p = 0.0007 ***) ePC(38:2)(40:2).
De forma detallada (Figura S1k) se identificaron aumentos en especies como PI1 (40:7) y PS
(40:7)(44:8), ademas de disminuciones en PA (36:2), ePE (34-40:1-6), PS (38:1)(40:2), PI
(38:6)(40:6) y PE (31-42:1-7)).

3. Lainversion de los niveles de PC/LPC es una tendencia marcada en el suero de

forma longitudinal.

En el suero (Figura 1d), de manera temprana (6 horas) se detect6 un aumento significativo
en la clase PE (0.3598 %mol a 0.5908 %mol p = 0.02 *) con representaciones de PE (34-
40:1-6). Luego de esto los unicos cambios significativos que se presentaron a nivel de clases
fosfolipidicas fueron disminuciones en PC y aumentos en LPC, esta tendencia inversa se
detect6 desde las 6 horas, hasta los 4 meses siendo significativas a los 7 dias (PC (60.71
%mol a 55.48 %mol p=0.02 *) LPC (22.89 %mol a 28.303 %mol p=0.04*)) y a los 4 meses
(PC (51.28 %mol a 41.73 %mol p=0.02*), LPC (31.73 %mol a 42.07 %mol p=0.004 **));
donde también se presentaron disminuciones de ePC (2.88 %mol a 2.36 %mol p=0.0005
***), PE(0.54 %mol a 0.27 %mol p=0.009 **), ePE (0.0806 %mol a 0.041 %mol p=0.01*)
y PI (3.27%mol a 2.53%mol p=0.03 *). Otros cambios relevantes a nivel de clases se logran
visualizar por un aumento notorio de PS a las 6 horas sin ser significativo entre Sham e
isquemia ya que ambos presentaran el aumento posiblemente derivado de procesos de

respuesta post cirugia.
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Al analizar por especies lipidicas se destacan aumentos ePC (40:6), ePE (36:2)(40:6), Pl
(42:7), LPC (22:5-6) y SM (16-18:0), y disminuciones en PC (32-38:2-3), ePC (34-44:2-11)
y Pl (34-36:2-4) a las 6 horas (Figura S1b). Pasadas las primeras 24 horas (Figura S1d) se
mantiene un aumento en especies derivadas de PE (34-40:1-8), ePE (38-40:4), LPC (18:0) y
SM (18-24:0), ademas de disminuciones en PC (34-38:4-5), ePC (38:0) y PI (40:8). Dentro
de la primera semana se hace marcado la participacion de los derivados de PC en las
dinamicas del suero sanguineo, se presentaron aumentos de especies LPC (16:0)(20:4), PI
(34:3) y PA (36:2); y disminuciones principalmente en PC (38-42:3-6), ePC (32-40:2-3) y
SM (24:0). La tendencia de cambios entre derivados de PC son el Unico cambio a 15 dias,
incluyendo un pequefio aumento en PI (36:2). Se presentaron aumentos de LPC (18:0)(20:1),
PC(40:3) y ePC(34:4), ademas disminuciones de PC (32-42:2-5) y ePC (32-42:).

Al mes post isquemia el comparativo entre sham e isquemia en suero presentd la minima
cantidad de especies con significancia, ademas que no se logra discriminar del todo entre
grupos mostrando una semejanza entre algunos animales sham e isquémicos (Figura S1J).
Las especies lipidicas que presentaron aumentos en un mes postisquemia fueron ePE (40:4),
LPC (20:2) y SM (16:1). Por el contrario, las que disminuyeron fueron ePE (38:0), ePC (38:0)
y PC (34:3). Dréasticamente, a los 4 meses se presenta la mayor cantidad de especies
significantes entre sham e isquemia (Figura S1l). Las principales especies que aumentaron
fueron LPC (18-22:0:4), Pl (36:6), SM (18:0) y PC (42:5). Por el contrario, varias
disminuyeron incluyendo un amplio nimero de especies de ePC (36-40:1-6), PC (34-42:1-
7), Pl (34-44:2-6), PE (34-38:2-4), ePE (38-40:6) y LPE (18:2).

40



49.15% PC 59.69% PC
mm 23.12% PE mm 0.41% PE
e 7.64% SM e 10.56% SM
e 8.87% PS = 0.02% PS
2.85% ePC 3.69% ePC
mm 2.87% PI mm 1.74% PI
e 1.40% LPE = 0.09% LPE
mm 2.70% ePE mm 0.07% ePE
0.60% LPC 23.70% LPC
mm 0.68% PA mm 0.01% PA
0.09% PG 0.01% PG
mm 0.02% ePS mm 0.00015% ePS
C. Lipid classes hippocampus PE-Cor
100.0— ers
99.8 —
99.6 — — PA
99.4—
99.2—
99.0— LPC
98.8 —
98.6 — —_—
e - ﬁllllﬁllll =
o 95— —
£ 92 - - P
R 89— e
86—
83— e PS
80 - S
759" e SM
5 -IIIE-II---- =
30— : E f ke : PC
154 : ) d ] :
0 | ! ; ! : :
Sham Isch ' Sham Isch l Sham Isch : Sham Isch : Sham Isch 'Sham Isch
6 Hours ' 24 Hours- 7Days ! 15Days ! 1Month | 4 Months
d. Lipid classes serum
— S
100.00 — ﬁ_i-——ﬁ e B -Cer
99.95 — SSE
me= LPE
99.85 —
99.80 = e PS
T — PE
5 o] I ———— -.ﬁ — =
\% 96 : y ePC
[=) : :

94 L

T 0 e i = SM

80—

+LPC

LPC
40—

1
:
)
1
:
1
20— .
)
1
1
1
:
1

e PC

0
I I
Sham Isch
6 Hours

Sham  Isch

24 Hours!

Sham  Isch ! Sham  Isch ! Sham Isch :Sham Isch

7Days ! 15Days ! 1Month | 4 Months
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4. El analisis por PCA rescata el aporte en la variabilidad de los derivados PE en
el hipocampo y derivados PC en el suero ademas de participacion de la SM en

las dindmicas fosfolipidicas provenientes de ambas muestras.

Al analizar los datos por medio de PCA en busqueda de refinar la importancia de las especies
lipidicas se logran identificar grupos de fosfolipidos discriminantes de manera longitudinal
(Figura 2). En el hipocampo, los PCA1 presentaron un porcentaje que vario entre el 54.1%
y 64.6%. Se destaca la contribucidén de derivados de etanolamina los cuales estuvieron
presentes a las 6 horas como la PE con predominancia de poliinsaturados
(38:0)(42:9)(42:10)(44:10), 7 dias y 4 meses con la contribucion de ePE (36:1-3) y ePE
(38:6)(40:6) respectivamente. Los derivados de PC presentaron contribuciones tanto a las 24
horas PC (30:0)(38:0)(38:3)(44:8)(44:12), 15 dias PC (42:2) y ePC (36:1)(36:3), 1 mes PC
(40:3)(40:8) y 4 meses PC (32:0)(34:1)(42:2). Otro lipido de importancia en el hipocampo
fue la SM la cual presento contribuciones a las 6 horas SM (18:0), 7 dias SM (24:1) y 1 mes
(16:0)(18:0)(181). Por otra parte, en el suero las contribuciones del PCA1 estuvieron entre el
entre 58.6% y 66.6% a lo largo de estudio longitudinal, los derivados de PC estuvieron
presenten en todos los tiempos. De forma temprana los principales contribuyentes en la
variacion fueron PC (40:6)(36:3) y ePC (40:4) a las 6 horas, dentro de las primeras 24 horas
las especies mas discriminantes fueron ePC (38:0), PC (36:5)(38:5), ademés de ePE(40:4) y
SM(18:0). Tanto a los 7 dias y 15 dias la principal participacién fue de derivados de PC con
variaciones en los &cidos grasos acompafiantes. Al mes y 4 meses, a parte de la contribucién
de PC, ePCy se registrd un aporte de ePE (40:4) y SM(16:1) al mes y PI (34:3) a los 4 meses.

En conjunto se identifica diferentes estados de variacion y discriminacion entre grupos a
través del tiempo. En el hipocampo los grupos isquémicos mostraron elipsoides mas
pequefios a las 6 horas (PCA1,2 = 74.5%), 7 dias (PCA1,2 = 75%) y 15 dias (PCAL,2 =
70.9%), lo que indica disminucion en la dispersién de los datos y menor variabilidad
intragrupo, esto permite discriminar de mejor forma con respecto al grupo sham.
Curiosamente a las 24 horas (PCA1,2 = 74.2%), la dispersion de los elipsoides sham e
isquemia presentan un tamafo y distribucion similar, ademas de un solapamiento entre ellas,
al mes (PCA1,2 =68.7%) y 4 meses (PCAL,2 = 74.4%) los animales isquémicos presentaron

mayor dispersion con respecto al grupo sham indicando variabilidad entre el grupo. Por otra
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parte, en el suero los grupos isquémicos de 6 horas (PCA1,2 = 77.6%), 24 horas (PCAL1,2 =
72.7%) y 4 meses (PCAL,2 = 86.4%) presentaron elipsoides menos dispersos que permiten
separar de mejor forma entre grupos. Tanto a los 7 dias (PCAL,2 = 71.2%) y 15 dias (PCA1,2
= 74.6%) los grupos presentaros distribuciones similares y solapamientos, a diferencia del
primer mes que el grupo isquémico presenta una mayor dispersion con respecto al sham
(PCAL,2 = 85,6%).
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Figure 2. Top S especies lipidicas discriminadas por PCA. Analisis multivariado de los perfiles
de lipidos en el hipocampo. PCA para discriminar entre las clases de lipidos. El panel PCA graph
muestra las graficas de nubes con los valores del PCA1 y PCA2. El panel PCA1 muestra las cargas
factoriales para PC1 con los indices de varianza explicada para cada componente tanto en
hipocampo como suero.
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5. Comportamiento longitudinal subclases PC y PE postisquemia.

Para entender el comportamiento grupal de las clases de fosfolipidos involucradas en los
cambios postisquemia tanto en hipocampo como en suero se analizaron las subclases de PC
y PE junto con sus derivados plasmindgenos (liso y eter) y como se relacionan entre ellas
longitudinalmente a modo de ratio. Los derivados de etanolamina PE, ePE y LPE presentan
comportamientos homogéneos tanto en hipocampo como en suero de forma longitudinal, a
pesar de presentar variaciones se mantienen similares con el grupo control (Sham). Se
registran cambios significativos en la razon ePE/PE a los 7 dias en el hipocampo, en el estado
postisquemia se presenta un aumento significativo de la proporcion lo que indica un aumento
de ePE con respecto a PE. En el resto de los tiempos en el hipocampo y en el suero no hay
diferencias significativas excepto por un aumento de la proporcion LPE/ePE en plasma
(Figura 3f).

Por otra parte, al analizar las variaciones en los ratios de las subclases de PC se logra
visualizar una tendencia en el comportamiento de ratio de LPC/PC. En el hipocampo desde
las 6 horas se genera un aumento en la proporcion indicando un aumento en LPC sobre PC
(Figura 4c). Esto es sostenido hasta el primer mes donde se genera una disminucion indicando
cambio en la proporcion. Curiosamente en el suero parece haber un reflejo de estas reacciones
ya que desde las 6 horas se empieza a generar un leve aumento en la proporcién LPC/PC la
cual aumenta y se sostienen hasta el mes para luego presentar exacerbacion a los 4 meses
(Figura 4d). Los demaés ratios no presentaron grandes diferencias, la relacion LPC/ePC
presentd cambios similares a LPC/PC, pero posiblemente generado por el aumento de LPC
derivado de PC.
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Figure 3. Cambio longitudinal de las relaciones entre las subclases de PE. Ratios de las
proporciones molares de cada subclase. Multiple T student. Datos presentados en la media y
SD (*p>0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Figure 4. Cambio longitudinal de las relaciones entre las subclases de PC. Ratios de las
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SD (*p>0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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6. Correlacion de las clases fosfolipidicas de hipocampo y suero con el desempefio

motor postisquemia.

En conjunto con el analisis lipidomico, se realizo la evaluacion del desempefio motor en cada
tiempo postisquemia por medio de la prueba de 18 puntos y plano inclinado lo que registro
patrones temporales distintivos (Figura 5a y b). A las 6 horas postisquemia, las ratas
exhibieron el nivel mas bajo de desempefio neurolégico en comparacion con los animales
simulados (16.5 a 7.5 puntos p = 0.0002 ***) (Figura 5a). Este déficit inicial mostré una
mejoria gradual que se fue registrando a 24 horas (18 a 11.8 puntos p = 0.0002 ***), 7 dias
(17.9 a 16.5 puntos p = 0.0064 **), estabilizandose a los 15 dias (18 a 18 puntos p = 0.999
exacto), lo que se mantuvo hasta un mes postisquemia (17.9 a 17.8 puntos p = 0.999 exacto).
Sin embargo, se observé una recaida notoria después del primer mes, siendo significativa a
los 4 meses (18 a 15.2 puntos p = 0.0003 ***). En el andlisis de plano inclinado se logra
evidenciar un proceso de recuperacion similar que en el neuroscore donde los animales
isquémicos presentaron un desempefio menor en comparacion con los simulados. Por medio
de analisis de correlacion de Pearson se analizo la conducta de las clases lipidicas con
respecto al desempefio neuroldgico, de forma general el analisis muestra que todas las clases
presentan variaciones en las correlaciones tiempo a tiempo tanto en hipocampo (Figura 5b)

y suero (Figura 5c).

Al evaluar los valores de correlacién durante el estado isquémico en comparacién con el
grupo de control (sham), se observa el comportamiento de diversas clases de fosfolipidos en
respuesta al desempefio motor tanto en el hipocampo como en el suero. A las 6 horas, 24
horas y 4 meses, cuando el puntaje neurologico disminuye, las clases de mayor importancia
debido a un aumento serian aquellas con valores de correlacion negativos en el contexto de
la isquemia, mientras que, a los 7 dias, 15 dias y un mes, la interpretacion seria inversa. En
el hipocampo a las 6 horas (Figura 5b — 6 hours) las clases con la correlacion mas negativa
fueron PS (r=-0.02 to r=-0.88), PE-Cer (r=0.37 tor =-0.76) y PI (r=0.23 to r=-0.71), seguidos
de LPC (r=-0.10r=-0.67), PE (0.32 to -0.55) y LPE (0.12 to -0.24), por el contrario las clases
con correlacién positiva, o que disminuyeron en isquemia fueron PC (r = -0.28 to r=0.89) y

SM (r =-0.35 to r = 0.70). Por otro lado, en el suero a 6 horas postisquemia (Figura 5¢ — 6
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hours) los valores de correlacion negativos no fueron tan altos, pero si se presentaron
desplazamientos de la correlacion con respecto a los sham como en LPC (r=-0.35 to r=-0.57),
SM (r=0.41 to r=-0.21) y PI (r=0.29 to r=-0.26). Los de mayor correlacién positiva fueron
PE (-0.43 t0 0.88) y PC (-0.26 to 0.66), otras clases presentaron desplazamiento positivo de
la correlacion como ePC (0.24 to 0.65), LPE (0.21 to 0.35), PE-Cer (0 to 0.41), PA (0.10 to
0.56) y PG (0.28 to 0.74). A las 24 horas las correlaciones en el hipocampo (Figura 5b — 24
hours) no fueron tan fuertes, las clases lipidicas méas correlacionadas negativamente fueron
Pl (r=0.28 to -0.52) y PS (r=0.2 to -0.5) y positivamente PC (r=-0.78 to r=0.56) y SM (r=-
0.95 to r=0.47)), ademas de perdida de correlacion de PE-cer (0.90 to 0) y PG (-0.48 to 0).
En el suero (Figura 3c — 24 hours), las clases fosfolipidicas con mayores valores negativos
con respecto al sham fueron PE (0.75 to -0.58), ePE (0.79 to -0.47) y PI (0.13 to -0.30),
ademas de desplazamientos de correlacion de LPE (0.93 to 0.25) y PS (-0.44 to -0.78). Por
el contrario, no se registraron valores altos de correlacion positiva, pero si desplazamientos
como en PA (-0.52 to 0.38) y otros desplazamientos hacia 0 como SM (-0.97 to 0.08), PC
(0.56 t0 0.03), LPC (-0.31 to 0.03) y ePC (0.60 to 0.03).

A los 7 dias mientras el score motor se recuperaba, en el hipocampo (Figura 5b — 7 days) las
clases con mayor correlacion positiva fueron PS (r=-0.02 to r=0.57) y PA (r=-0.19 to r=0.49),
por el contrario, con correlacién negativa fueron PI (r=-0.78 to r=-0.59) y con correlacion
negativa no tan fuerte LPE (r=-0.62 to r=) y PC (r=-0.12 to r=-0.24). En el suero (Figura 5¢
— 7 days), se identifica una inversién en la relacion de PC (0.73 to 0.-71), LPC (-0.44 to 0.40)
y ePC (0.37 to 0.36) con respecto a la recuperacion en el desempefio motor, ademas de esto
se detectan aumentos positivos en SM (-0.03 to 0.36), aumento negativo en ePS (0 to -0.84)
y perdidas de correlacion en LPE (-0.75 to 0), PE (-0.46 to 0.07), P1 (-0.92 to 0.12), PS (-
0.63 to 0). A los 15 dias cuando los animales isquémicos recuperaron el puntaje en el
desempefio motor las clases fosfolipidicas con mayor correlacién positiva en el hipocampo
(Figura 5b — 15 days) fueron LPE (r=0.45 to r=0.95), LPC (0.40 to 0.84), ePE (r=-0.10 to r=
0.70) y PI (-0.57 to 0.70), por el contrario, PC presenta correlacion negativa mas alta (r=-
0.39 to -0.83). Por otra parte, en el suero (Figura 5¢c — 15 days) se mantiene la correlacién
inversa con aumento del valor entre PC (0.48 to -0.84) y LPC (-0.77 to 0.85), ademas de
desplazamientos positivos en PE (-0.78 to 0.55), LPE (-0.93 to 0.44), ePE (-0.86 to 0.5) y PI
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(-0.59 to 0.75). Las clases fosfolipidicas con disminucién de la correlacion fueron ePS (0.31
to -0.80) y SM (0.77 to -0.18).

En el hipocampo pasado el primer mes (Figura 5b — 1 month) los cambios en las clases
fosfolipidicas correlacionados positivamente con el desempefio motor fueron PE (r=-0.32 to
r=0.96) y ePE (r=0.11 to r=0.84), por el contrario, los que presentaron una mayor correlacion
negativa fueron LPC (r=0.41 to r=-0.81), SM (r=0.18 to r=-0.83) y PS (r=0.79 to -0.70). Al
mismo tiempo en el suero, se identifica nuevamente una inversion en la correlacion con
respecto a PC (-0.39 to 0.47) y LPC (0.44 to -0.47) y el desempefio motor, otras clases
lipidicas toman relevancia por aumentos en la correlacién como PG (-0.01 to 0.61), PS (-0.85
t0 0.35) y SM (-0.53 to 0.51), disminuciones LPE (0.81 to -0.46), P1 (0.73 to -0.59) y perdida
de correlacion en ePS (-0.96 to 0). Por altimo, a los 4 meses cuando se registro la recaida del
desempefio motor, en el hipocampo (Figura 5b — 4 months) se presenté aumento en la
correlacion negativa de PE (r=0.22 to r=-0.52), PA (0.23 to -0.24), por el contrario, el de
mayor correlacion positiva fue LPE (r=0.38 to r=0.71) y aunque no tuvo una correlacion muy
alta la SM presenté un cambio hacia la correlacién positiva (r=-0.88 to r=0.15). En el suero
a los 4 meses, algunas clases lipidicas ganan importancia por cambios en su correlacion. Las
clases lipidicas que presentaron correlacion negativa fueron ePE (-0.01 to -0.96), PE-Cer (0
to -0.88), ademas de PI (0.31 to -0.41), PA (0.38 to -0.42) y SM (0.10 to -0.49). Igualmente,

algunas clases presentaron correlacion positiva como PS (0.14 to 0.73) y ePS (0 to 0.80).
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Figure 5. Correlacion de las clases lipidicas con el score motor. a. Score neuroldgico
postisquemia. Multiple T student. Datos presentados en la media y SD (*p>0.05, **p<0.01,
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7. Implicaciones celulares asociadas a los perfiles fosfolipidicos del hipocampo y

suero postisquemia, acercamiento bioinformatico.

Después de examinar detenidamente los conjuntos de fosfolipidos y su comportamiento
longitudinal, nos propusimos mejorar la interpretacion de los cambios relacionados con los
perfiles fosfolipidicos mediante el uso de herramientas de analisis lipidémico. Para este
propdsito, empleamos la plataforma LION/web: LION enrichment analisis (147). Esta
herramienta, a través del enriquecimiento de vias, nos permitio interpretar los cambios en los
perfiles de lipidos en comparacion con un grupo control, y entender como se relacionan con
procesos celulares, biofisicos y bioquimicos. En cuanto a los fosfolipidos, observamos que
estdn estrechamente vinculados con la composicion de diversas organelas celulares y
desempefian funciones importantes en las membranas biologicas, asi como en la sefializacién
celular. Entre las principales organelas asociadas a estos cambios se encuentran la
mitocondria, el reticulo endoplasmatico y la membrana plasmética. Los enriquecimientos
relacionados con la mitocondria (Figura 6a) exhibieron patrones distintivos. En el
hipocampo, se observé un notable aumento en el enriquecimiento a las 6 horas (ES=0.236),
seguido de disminucion gradual hasta alcanzar los 4 meses (24h ES=0,174, 7d ES=0,181,
15d ES=0,108, 1m ES=-0,122, 4m ES=-0,179). En contraste, en el suero se evidencid un
aumento progresivo en el enriquecimiento desde las 6 horas hasta los 7 dias (6h ES=0,249,
24h ES=0,279, 7d ES=0,438), seguido de una disminucion en el enriquecimiento a los 15
dias (ES=-0,199), un nuevo incremento al mes (ES=0,24) y, finalmente, una reduccion a los
4 meses (ES=-0,287). En cuanto al reticulo endoplasmético (Figura 6b), se observa un
aumento de enriguecimiento en el hipocampo a las 6 y 24 horas (6h=0,255), seguido de una
disminucion progresiva que se mantiene hasta los 4 meses (24h ES=0,283, 7d ES=-,134, 15d
ES=-0,141, 1m ES=-0,13, 4m ES=-0,215). En el suero, se aprecian cambios relacionados con
el reticulo endoplasmético con un aumento de enriquecimiento a las 24 horas (ES=0,324), 7
dias (ES=0,264), 15 dias (ES=0,363) y 1 mes (ES=0,381). Sin embargo, tanto a las 6 horas
(ES=-0,27) como a los 4 meses (ES=,0,41), se registra una disminucién en el

enriquecimiento.

Los enriquecimientos relacionados con la membrana plasmatica (Figura 6c) exhibieron una

participacion notable, especialmente a nivel del suero. Se observaron aumentos en todos los

52



intervalos de tiempo posteriores a la isquemia (6h ES=0,342, 24h ES=0,323, 15d ES=0,357,
1m ES=0,334, 4m ES=0,47), con la excepcion de los 7 dias (ES=0,401), donde se registrd
una pérdida en el enriquecimiento. Por otro lado, en el hipocampo, el enriquecimiento mostro
disminucion de forma temprana a las 6 horas (ES=-0,154), 24 horas (ES=-0,21) y 7 dias
(ES=-0,131) y aumento significativo desde los 15 dias hasta los 4 meses (15d ES=0,168, 1m

ES=0,123, 4m ES=0,258). A parte de la funcion estructural y conformacion de organelas

membranosas, los fosfolipidos también tienen funciones involucradas en procesos de

sefializacion mediadas por lipidos. Los enriquecimientos en cuanto a la sefializacion mediada

por lipidos (Figura 6d) tuvo mayor participacion en los cambios presentados en el suero
siendo mayor a los 15 dias (ES=0,353) y 4 meses (ES=0,364), por otra parte, en el hipocampo

presento dinamicas entre aumentos y disminuciones del enriquecimiento siendo los mas altos

a 7 dias (ES=0,277) y 15 dias (ES=0,221).
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8. Variaciones de caracteristicas biofisicas de membranas basados en la

composicion fosfolipidica postisquemia.

Todas las variaciones en la composicién de fosfolipidos o &cidos grasos asociados presentan
implicaciones en las caracteristicas biofisicas de las membranas o estructuras membranosas
que compongan (37,44). Los analisis bioinformaticos por enriquecimientos permiten
identificar como se comportan ciertas caracteristicas de las membranas dependiendo de los
cambios en comparacion con un control. La curvatura de la membrana es una caracteristica
que depende de la geometria de los fosfolipidos las cuales pueden generar curvas positivas,
neutras o negativas (37). De manera longitudinal se detectan variaciones entre los cambios
en la curvatura tanto en hipocampo como en suero (Figura 7a), existe una regulacion entre
aumentos y disminuciones en el enriquecimiento a modo de compensacién o equilibrio. En
el hipocampo la amplitud de los enriquecimientos es menor en comparacion con los
detectados del suero, aunque presenta desplazamientos en los diferentes tiempos, a las 6 horas
y al mes postisquemia el hipocampo muestra en enriquecimiento mas hacia el aumento de
curvaturas positivas, en los demas tiempos, aungue se conserva la distribucion se visualiza
un desplazamiento a un tipo de membranas con curvaturas mas negativas. Por el contrario,
en el suero tanto a las 6 y 24 horas la distribucion de enriquecimientos es similar a la del
hipocampo con predominancia hacia curvaturas mas positivas. Luego de los 7 dias se registra
una amplitud en el enriquecimiento hacia curvaturas positivas y negativas con predominancia
de las positivas lo cual cambia a los 4 meses donde se genera un desplazamiento hacia

curvaturas mas negativas.

La segunda caracteristica analizada por medio de enriquecimientos es el grosor de las
membranas (Figura 7b), esta caracteristica depende principalmente de la composicion de
acidos grasos, la longitud de sus cadenas de carbonos y numero de insaturaciones. El
hipocampo muestra de forma longitudinal una distribucién mas amplia en el grosor de
membrana con variacion en el desplazamiento del enriquecimiento, de manera temprana a
las 6 y 24 horas el desplazamiento es mayor hacia membranas con grosor mayor lo cual
cambia a los 7 y 15 dias presentando enriquecimiento hacia membranas menos gruesas. Al

mes y cuarto mes nuevamente se detecta un desplazamiento hacia un grosor mayor. Por otro
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lado, el suero presenta cambios mas marcados en el grosor membranal. A las 6 horas la
distribucion del enriquecimiento muestra un balance con un desplazamiento hacia
membranas méas gruesas, luego de las 24 horas se genera un desplazamiento hacia grosores
menores lo cual se mantiene a los 7 dias y se intensifica a los 15 dias y 1 mes donde la
amplitud de la distribucién pierde enriquecimiento de membranas mas gruesas. A 1os 4 meses
se registra nuevamente una amplitud en el enriquecimiento, pero manteniendo el

desplazamiento a membranas menos gruesas.

La variacion en las cabezas polares de los fosfolipidos estad involucrada con la carga que
pueden presentar las membranas bioldgicas, al analizar esta caracteristica (Figura 7c) se
rescata que de manera longitudinal tanto en el hipocampo y el suero la distribucion del
enriquecimiento es similar hacia ambas cargas (positiva y negativa). La principal diferencia
estd en la amplitud de los enriguecimientos. En el hipocampo a las 6 y 24 horas se mantiene
la distribucion de cargas la cual disminuye a los 7 dias, 15 dias y primer mes, siendo menor
alos 15 dias. Al cuarto mes se logra visualizar un aumento en la amplitud del enriquecimiento
indicando ganancia en las cargas membranales. En el suero, se visualiza un aumento notorio
en la amplitud de 6 a 24 horas el cual presenta una leve disminucion hasta los 15 dias y
aumento al mes y 4 meses. Las membranas van sumando variaciones y presentado
caracteristicas emergentes como la capacidad de difusion y respuesta a la temperatura. La
difusion depende de caracteristicas como la relacion entre saturados e insaturados, ademas
de la carga de las cabezas polares, en la figura 6d se visualiza a nivel general que tanto el
hipocampo como el suero van presentando desplazamientos hacia difusion baja con un
cambio diferencial al mes donde en el hipocampo se generé un desplazamiento hacia difusion
alta en cambio el suero perdid el enriquecimiento de difusién alta, lo que se recupero6 a 4
meses manteniendo la carga negativa del desplazamiento. Los lipidos de membrana son
susceptibles a los cambios de temperatura, en la Figura 7f se visualiza el proceso de transicion
de temperatura reflejado por cambios fosfolipidicos tanto en el hipocampo como en el suero.
De manera temprana se registra un desplazamiento del enriquecimiento hacia altas
temperaturas siendo mas alta en el suero, pasadas las 24 horas se visualiza una inversién de
enriquecimiento hacia temperatura baja, esto se mantuvo en el hipocampo a los 15 dias. En
el suero, a los 7 dias se registra aumento que baja a los 15 dias y se mantiene hasta los 4

meses.
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9. Conversion y remodelamiento de fosfolipidos como respuesta a la injuria

cerebral.

Las membranas bioldgicas se encuentran en constante remodelamiento adaptandose a las
necesidades celulares (50,150). A nivel de fosfolipidos existen diversos mecanismos
bioquimicos encargados de su regulacion. Algunas clases son subproductos o precursoras de
otras, como por ejemplo el PA es sustrato de PS, Pl y PG (151). La herramienta web BioPAN
(152), permite identificar cuéles son las principales reacciones e interacciones de un grupo
de lipidos comparando con un grupo control. La conversion de PA toma diferentes momentos
a lo largo del anélisis longitudinal (Figura 8a), a los 6 meses se identifica una conversion mas
alta de PA -> PS y en menor cantidad PA -> PI, por el contrario, se registra también
significancia de la via que convierte PC -> PA. A las 24 horas disminuyd la procesividad
hacia PS y se hacen relevantes el paso de PA -> Pl y PA -> PG. A la primera semana, se
registra aumento significativo en las vias de conversion hacia PG y PI. A los 15 dias,
nuevamente toma relevancia significativa la via PA -> PS y activacion de la via PC -> PA.
Al mes postisquemia se da un aumento en la via hacia PI, y disminucién en la via PC -> PA
y PA -> PS, que se sostiene hasta los 4 meses. En el suero (Figura 8b), a nivel general hay
una disminucion de reacciones asociadas a PA, a las 24 horas y 15 dias no se registraron
como raciones activas. En cambio, a las 6 horas presentaron aumentos las vias hacia PS y PG
ademés de PC -> PA, de estas, a los 7 dias estuvieron aun activas la via hacia Pl con
disminucién y PC -> PA con aumento. A un mes y 4 meses solo se registraron las vias PA -
> Ply PC -> PA respectivamente.

Luego de la conversién de PA -> PS, la PS puede pasar a ser PE y viceversa, al analizar el
comportamiento de estas vias como reacciones activas en postisquemia. A nivel del
hipocampo (Figura 8c) se visualiza un aumento principalmente de la via PS -> PE con notoria
participacion a las 6 horas y dinamicas de disminucion y aumento en los demas tiempos. Por
otro lado, la via PE -> PS tuvo participacion activa a los 7 dias, un mes y cuatro meses, siendo
el mayor a este tiempo. En el suero (Figura 8d), estas vias solamente estuvieron activas a las
6 horas principalmente con una conversion de PE -> PS, y en menor actividad PS -> PE, a

los 4 meses Unicamente estuvo activa PE -> PS. Dentro de otras conversiones descritas entre
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fosfolipidos se encuentra la conversién de PE -> PC. En el hipocampo (Figura 8e), no se
registro actividad a las 24 horas, pero si en los demas tiempos siendo mucho mayor a los 4
meses. Por otra parte, en el suero (Figura 8f) solamente se registraron a las 24 horas y 4 meses
siendo mayor en este ultimo. Una convercion final, o que cerraria la inter conversion entre
estos tres PL seria la PC -> PS. En hipocampo (Figura 8g) fue similar al procesamiento de
PE -> PC, se visualiza participacion desde las 6 horas, aumentando a 15 dias y un mes, siendo
muy activa a los 4 meses. Por otra parte, en el suero (Figura 8h) no se registraron actividad a

las 24 horas ni 15 dias, en los demas fue similar con un leve aumento a los 7 dias.

Otras de las reacciones que permite identificar BiosPAN en la conversion y remodelamiento
de los fosfolipidos es el cambio entre fosfolipidos y sus liso fosfolipidos, en este caso el paso
de PC <-> LPCy PE <-> LPE. En el hipocampo (Figura 8i) fue mucho mayor el paso hacia
los fosfolipidos completos PC y PE, con mayor participacién de la via LPC -> PC, la cual
estuvo presente desde las 24 horas siendo mayor a los 7 dias y 4 meses. La via LPE -> PE
tuvo participacion a las 24 horas y 7 dias. Por otra parte, la conversion PC -> LPC fue activa
y homogénea a lo largo del estudio, pero se presentd con bajo score. En cambio, PE -> LPE
solo fue activa desde los 7 dias hasta los 4 meses con actividad mayor que la de PC. En el
suero (Figura 8j) se visualiza un aumento superior en la via PC -> LPC la cual inicia a las 6
horas y se exacerba desde las 24 horas manteniéndose activa hasta los 4 meses, pero siendo
menor a los 7 dias, 15 dias y un mes donde registra la menor disminucion. La via PE -> LPE
tuvo participacion a las a 1 mes y 4 meses, pero con menor valor en comparacion con la otra.
Con respecto a las vias contrarias LPC -> PC y LPE -> PE se activaron de forma temprana a
las 6 horas, a las 24 horas la via LPC -> PC se activo considerablemente, luego disminuyo a
7 dias y 15 dias siendo menor a los 7. La via LPE -> PE también present6 participacion a los
7 dias. Todas las reacciones identificadas se logran ver de forma mas detallada en la figura

suplementaria 2.
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i. Lysophospholipids conversion
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10. Principales genes asociados a los cambios fosfolipidicos en postisquemia.

Basadas en las principales reacciones se logran identificar las enzimas que tedricamente
estarian directamente involucradas con esos cambios fosfolipidicos. Todas las enzimas
detectadas hacen parte de mecanismos de remodelacion de fosfolipidos. Con ayuda de la
herramienta STRING (149) generamos una red de asociacion de estas enzimas y por medio
de un algoritmo de clasificacion genero 5 clUster proteinas segun mayor interaccion (Figura
9a). El cluster nimero uno fue el presento mas abundancia de enzimas debido a que concentro
las diferentes isoformas de LPCAT, MBOAT, PLA2, ademés de las enzimas PEMT, PISD.
El segundo cluster agrupd nuevamente isoformas de PLA2 y en los demas se distribuyeron
las otras enzimas identificadas. Para mayor informacion revisar la tabla suplementaria 2.
Luego de esto, integramos todas las enzimas en sus funciones y analizamos como fueron sus
comportamientos a lo largo del tiempo. De manera general todos presentaron variaciones a
lo largo del tiempo, de las enzimas del clister numero 1 PLA2 y LPCAT presentaron
comportamientos similares, siendo las més activas en los cambios fosfolipidicos del suero,
en el hipocampo mantuvieron un comportamiento un poco mas estable (Figuras 9b y d).
MBOAT fue activo en las primeras etapas postisquemia, pero luego de los 7 dias presentd
una pérdida de enriquecimiento (Figura 9c). PEMT solo present6 actividad a los cuatro meses
tanto en hipocampo como en suero (Figura 9k). PISD fue mas activo en el hipocampo desde
las 6 horas, pero luego de las 24 horas presento una pérdida de enriquecimiento, en el suero
el enriquecimiento fue mucho menor (Figura 9e). Las enzimas del demas clUster presentaron
comportamientos heterogéneos, PTDSS y CDIPT fueron més activas en etapas tardias
(Figura 9g y h). En cambio, CDS fue maéas activa en hipocampo disminuyendo
enriquecimiento a lo largo del tiempo (Figura 9f) y PLD también fue méas activa en

hipocampo desde 7 dias, disminuyendo hasta los 4 meses (Figura 9j).
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Figure 9. Genes asociados a la remodelacion membranal. a. Red de cluster génicas por
medio de un algoritmo de clasificacion K-means. b-k. Combinacion de analisis diferenciales
t-studen y transformacion a z-score. De forma predeterminada, BioPan calcula el valor P como
el umbral de deteccion de las vias para que sea igual a 1,645. Para conocer el umbral de
deteccion para el otro valor p se debe hacer el siguiente célculo: .0.05CDF—1(1—-Pvalue).
(p=0.1 z=1.282) (p=0.05 z=1.645) (p=0.02 z=2.054) (p=0.01 z=2.326).
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DISCUSION

Este estudio presenta un andlisis en un curso de tiempo de cambios en los perfiles de
fosfolipidos en el hipocampo y el suero sanguineo de ratas macho adultas sometidas a un
evento isquémico inducido mediante el modelo de oclusion tMCAO. Inicialmente, se
caracterizo el perfil de fosfolipidos en el tejido hipocampal y el suero sanguineo ademas de
la composicion de las cadenas de los acidos grasos, seguido se realizo la evaluacion de los
cambios temporales de estos perfiles en postisquemia. A través de analisis de correlacion, se
identificaron clases especificas de fosfolipidos asociadas al desempefio neuroldgico
postisquémico. Ademas, mediante herramientas bioinformaticas, se describié como los
cambios en los fosfolipidos postisquemia pueden reflejar el funcionamiento de algunos
organulos membranosos mediados por cambios en las propiedades biofisicas de la membrana
bajo remodelaciones fosfolipidicas inducidas por reacciones enzimaticas especificas. Estos
hallazgos proporcionan una comprension mas profunda de las dindmicas membranales en el
hipocampo y el suero sanguineo después de un evento isquémico, permitiendo un enfoque

lipidomico mas interpretativo.

El hallazgo principal de la investigacion muestra que el perfil fosfolipidico de hipocampo y
suero presentan una relacion inversa entre PC y LPC. Este cambio en la relacién PC/LPC en
el hipocampo, registra un aumento en la procesividad de PC a LPC desde las primeras horas
hasta los 15 dias postisquemia, seguido de una disminucion en esta relacion después del
primer mes y una reduccién marcada a los 4 meses. Este patrén temporal en el hipocampo
coincidid con el aumento de la relacion PC/LPC en el suero, el cual se intensifico hasta el
primer mes y se mantuvo elevado hasta el cuarto mes postisquemia. Dichos cambios se
correlacionaron con procesos agudos de inflamacién, recuperacion intrinseca en el estatus
de patologia neuroldgica al mes postisquemia, en concordancia con estudios previos (6,12);
sin embargo, a los 3 meses posteriores a la recuperacion se registré un empeoramiento tardio
en el desempefio neuroldgico postisquemia. Dichos cambios especificos estan relacionados
al remodelamiento y generacion de precursores de moléculas bioactivas que participan en la
sefializacion celular proinflamatoria temprana, recuperacion intermedia y perdida de

conectividad tardia. Sin embargo, se necesita mas investigacion para comprender
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completamente los mecanismos subyacentes y validar la relevancia clinica en el contexto de
infarto cerebral isquémico en humanos, debido a la fuerte sugerencia pronéstica y su valor

en un tratamiento diferencial y preventivo.

Composicion fosfolipidica hipocampal:

Las clases mas abundantes de fosfolipidos presentes en el hipocampo fueron PC (47.9% mol),
PE (21.2% mol), PS (11.06% mol), SM (8.09% mol), PI (3.2% mol), ePE (2.7% mol) y ePC
(2.6% mol) (Figura 1a). Estos valores en orden de abundancia han sido reportados en varios
estudios por diferentes técnicas de andlisis incluidos estudios propios (6,7). En el estudio de
lipidémica realizado por Jaewoo Choi et al en 2017 con ratas macho adultas se llevo a cabo
un andlisis comparativo entre diversos 6rganos (cerebro, higado, rifién y corazdn) donde se
encontré que en general todos los tejidos mantienen una proporcion similar de fosfolipidos
siendo PE y PC los méas abundantes con diferencias principalmente en la composicién de
acidos grasos. El cerebro present6 el mayor porcentaje de lipidos con respecto al peso total
siendo PE el mas abundante (53.9 nmol/mg), cabe resaltar que en este estudio se sumo PE y
sus plasminogenos en un unico grupo. PC fue el segundo en abundancia (30.5 nmol/mg),
tanto PS (7.78 nmol/mg), PI (5.13 nmol/mg) y PG (0.02 nmol/mg) mantuvieron una
proporcién similar a la que nosotros registramos (153). En otro estudio se describio la
composicion lipidica del cerebro completo de rata y ratén por medio de cromatografia de dos
dimensiones en capa delgada, en los resultados se reportdé una similitud en porcentaje de
abundancia entre ambos modelos con pequefias variaciones: PC (Rt 40% mol — Ms 37%
mol), PE (Rt 36% mol — Ms 33% mol), PS (Rt 10% mol — Ms 14% mol), PI (Rt 6% mol —
Ms 7% mol), PA (Rt 1% mol — Ms 3% mol) y SM (Rt 7% mol — Ms 4.5% mol), estos
resultados corroboran las proporciones de los diversos fosfolipidos en el cerebro y similitud
entre los modelos murinos (154). En un analisis en ratas Wistar se describid las proporciones
de lipidos de cerebro completo y fracciones subcelulares en diferentes etapas de desarrollo.
De forma general se identificaron a PC y PE como los PLs mas abundantes, hasta los
primeros 10 dias PC mantuvo una proporcién mayor que PE, pero luego del dia 12 esta

relacién cambio hasta la etapa adulta (>100 dias de desarrollo) siendo mas abundante PE
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(48.8 umol/g) que PC (42.8 umol/g). Los siguientes PLs en orden de abundancia fueron
plasmindgenos (26.5 umol/g), PS (13.8 umol/g), SM (7.16 umol/g), Pl (6 umol/g) y
cardiolipina (5.5 umol/g). En el estado posnatal la relacion de colesterol y PLs totales fue de
0.32 (CE/PLs), la cual cambid en el estado adulto a 0.8 indicando una variacion en las
proporciones lipidicas en el desarrollo. Otra clase de PLs analizado en este estudio fueron los
cerebrésidos, lo cuales fueron detectables desde el dia 10 posnatal (0.18 umol/g) aumentando
con el desarrollo hasta lograr una concentracion de 22.2 umol/g en la etapa adulta. A nivel
de fracciones subcelular la mielina fue la que presenté mayor abundancia lipidica tanto de
colesterol, PLs y cerebrésidos, la segunda fraccion con mas abundancia fueron los
microsomas, se resalta que la composicion lipidica y relevancia de algunas clases van

variando con el desarrollo y envejecimiento (155).

En el estudio titulado “Regional lipid composition in the rat brain” se buscé discernir la
composicion lipidica de varias regiones cerebrales (corteza frontal, ganglio basal,
hipocampo, corteza entorrinal, medula oblonga y corteza cerebral) en ratas Wistar adultas. A
grosso modo las regiones con mas abundancia lipidica por gramo de muestra fueron la
medula oblonga (111 mg/g) seguida del hipocampo (72.6 mg/g), las demas regiones
presentaron abundancias similares que oscilaron entre 53.3 — 62.7 mg/g. En cuanto a los PLs,
los més abundantes fueron PC y PE con un pequefio aumento de PC sobre PE excepto en la
medula oblonga donde fue mayor PE (25.48 mg/g) que PC (20.22 mg/g). En el hipocampo
PC (17.72 mg/g) y PE (17.1 mg/g) fueron los méas abundantes seguidos de PS (5.34 mg/g),
SM (2.08 mg/g) y PI (0.9 mg/g)(156). En los altimos afios y gracias a los avances
tecnoldgicos se ha logrado mejorar la resolucién espacial para la identificacion mas detallada
de la composicién lipidica en diferentes tipos de muestras. En un estudio llevado a cabo en
un modelo de raton se utilizd la tecnologia Pressurized Liquid Extraction Surface
Analysis (PLESA) para determinar la composicion lipidica de varias regiones del cerebro
incluida el cerebelo, hipocampo, neocortex, talamo, septum basal del prosencéfalo y
caudamen putado. En los resultados obtenidos se logra visualizar que todas las regiones
mantienen una proporcion en la composicion de PLs con algunas diferencias, por ejemplo,
el talamo presentd una disminucion significativa en la abundancia de PC (18% mol) con
respecto a las demas regiones (>28% mol). La abundancia de los demas PLs se mantienen en

proporciones molares similares. En cuanto al hipocampo las proporciones molares
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encontradas en este modelo de raton se ajusta en orden de abundancia a los registrados en
nuestro analisis siendo PC el més abundante (33 %mol), seguido de PE (23 %mol), un aporte
interesante de ePE (16 % mol) en comparacion con el registrado por nosotros (2.7% mol),
PS (13% mol), PI (5% mol), SM (2.5% mol) y en abundancias menores ePC, LPC, LPE,
LPS, PA, PG y Cer (157). El hipocampo es una estructura cerebral que interviene en la
cognicion (aprendizaje y memoria) y en el procesamiento emocional. Se cree que estas
funciones estan reguladas diferencialmente por subregiones a lo largo del eje longitudinal del
hipocampo, desde los polos dorsal a ventral en roedores, o desde los polos posterior a anterior
en humanos, respectivamente (158). Ademas, se observo que nivel interno el hipocampo
mantiene un alto grado de similitud entre sus tres regiones dorsal, intermedia y ventral, siendo
la dorsal e intermedia mas similares en comparacion con la ventral. Las principales
diferencias de la porcion ventral estan dadas por aumentos de PC, PE, SM, LPE y
plasminogenos de etanolamina ademas de disminuciones en la abundancia de cerebrosidos
(159).

En humanos, se han realizado varios estudios para determinar la composicion lipidica
cerebral. En busqueda de determinar la composicion normal del cerebro en 1865 Jhon
O’brien y Lois Sampson realizaron un estudio tomando muestras de corteza frontal en
individuos clasificados como normales o sanos a diferentes edades (10 meses, 6 afios, 9 afios
y 55 afos). Es este estudio se determind que la PE era el PL més abundante (10.5 %) seguido
de PC (9.39 %) y en menor cantidad PS (3.98 %) y SM (2 %), también se determind la
distribucion de estos fosfolipidos en porciones de materia gris, blanca y mielina, siendo la
mielina la porcion mas enriquecida de lipidos incluyendo colesterol, y otros esfingolipidos
como cerebrdsidos y glucolipidos sulfatados (160). A gran escala, en un trabajo reciente de
revision llevado a cabo por Jong Hyuk Yoon y colaboradores, se generaliz6 la composicion
lipidica del cerebro completo de humanos determinando como la composicion promedio de
lipidos cerebrales en las siguientes proporciones CHO 30%, PC 33%, PE 16%, PS 6%, SM
6% y otros 9% (161). A nivel hipocampal, en humanos se describid que las proporciones de
fosfolipidos de mayor abundancia son PC (40%), PE (34%), SM (10%), PS (6%) y P1(5%)
(162).
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Se ha descrito que la poblacién celular del hipocampo es heterogénea (163,164). En los
ultimos afios por medio de nuevas tecnologias de transcriptomica y gendmica se ha buscado
caracterizar las poblaciones celulares presentes en el hipocampo en diferentes modelos
incluyendo a los humanos (158,163,165-169). Por medio de estos analisis, se ha logrado
describir la variabilidad en tipos celulares, ademas de los cambios en composicion en etapas
de desarrollo y envejecimiento (165), segun la region hipocampal (158) y en respuesta a
enfermedad (164,168). Dentro de la poblaciones hipocampales identificadas se han descrito
diversos tipos de neuronas (169), astrocitos (166), microglia (167), oligodendrocitos (170),
células endoteliales, murales, entre otras (158,165,168). Todas estos tipos celulares se
diferencian, caracterizan y clasifican segin marcadores proteicos asociados y otras
caracteristicas morfoldgicas y funcionales, ademés se ha registrado que cada tipo celular y
cada estructura membranal mantienen una composicién lipidica distintiva (171). Todas estas
variaciones hacen que los muestreos de tejidos y en especial del cerebro deban ser mas
rigurosos junto con la eleccion del método de andlisis para obtener resultados con el detalle
que se busca (171).

En conjunto, estos datos nos permiten interpretar que, tanto en modelos murinos rata y raton
como en humanos, el cerebro presenta un perfil lipidico basal con variaciones en algunas
regiones y subregiones lo que depende directamente de la composicién celular y estructural
del tejido; ademas, que esta composicidn varia con el tiempo de desarrollo y envejecimiento
de los individuos. Es importante destacar que la mayoria de los estudios mencionados se
realizaron hace varios afios, utilizando diferentes enfoques y métodos de analisis. Ademas,
muchos de estos estudios no desglosan los lipidos a nivel de especie como se conocen
actualmente, lo que podria explicar las variaciones entre los resultados obtenidos. Todo esto
recalca la necesidad de consolidar y estandarizar los métodos de analisis e informacion

lipidica para mejorar la interpretacion y comparacion entre estudios.

Composicion fosfolipidica sérica:

En cuanto al suero, en nuestros resultados se muestra una clara diferencia entre el perfil

fosfolipidico del suero con el del hipocampo caracterizada por la disminucion o ausencia de

68



varias clases como PG (0.009% mol), PA (0.011% mol), PS (0.091% mol), ePE (0.06% mol),
PE (0.5% mol), LPE (0.089% mol), PI (1.5% mol) y ePC (3.5% mol); por el contrario, se
registra un aumento significativo de LPC (25.1% mol) que junto a PC (57.7% mol) y SM
(12% mol) son las clases de fosfolipidos mas abundantes en suero, estos Gltimos manteniendo
un porcentaje molar similar al del hipocampo (Figura 1a). En ratas Wistar macho de dos
meses se describi6 que la composicidn lipidica plasmatica estaba enriquecida principalmente
por PLs (125 mg/100 ml), seguida de TAG (68.4 mg/100 ml), ST (36.2 mg/100 ml), FFA
(28.5 mg/100 ml) y FC (15.9 mg/100 ml)(172). Estas proporciones pueden variar
dependiendo del estado, dieta y momento de toma de la muestra de los individuos. En cuanto
a la composicion de fosfolipidos en ratas se ha descrito una distribucion de abundancia en
PC (42.5%), seguido de LPC (17.12%), SM (13.8%), ePC (13.2%), Cer (4.4%), PE (3.8%) y
en menor abundancia ePE (2.7%) y LPE (2.2%)(173), estos resultados presentan semejanza
y respaldan a los encontrados en nuestros analisis. En otro estudio, se realizd un analisis
comparativo de la composicion de PLs de plasma sanguineo en varias especies de mamiferos
(gato, vaca, perro, cabra, cerdo de guinea, caballo, cerdo, conejo, rata y oveja), donde se
encontrd similitud en el porcentaje de la composicion siendo PC el mas abundante en todas
las especies con un promedio de 70.1%. Tanto LPC y SM fueron los segundos PLs mas
abundantes en las muestras con variaciones en la relacion. EI LPC fue més abundante en
comparacion con SM en las muestras de cerdo de guinea (13.9% - 7.8%), conejo (20.3% -
6.7%) y rata (22.7% - 7.7%); por el contrario, SM fue méas abundante en comparacion con
LPC en vaca (14.9% - 8.4%) y cabra (12.5% - 8.7%), en las demas especies las proporciones
de LPC y SM fueron similares. En menor abundancia se registraron PE excepto en el cerdo
de guinea con una abundancia de 21.7% por encima del promedio (2%) registrado en las
demas especies; Pl si presento una menor abundancia en todas las especies (174). En otras
clases de animales no mamiferos como anfibios, reptiles, peces y aves se han registrado

proporciones similares de estos PLs en plasma (175).

Por otra parte, en humanos se realiz6 un estudio para caracterizar la composicion lipidica del
tejido sanguineo dividiéndola en las porciones de plasma, eritrocitos y componente
plaquetario. El plasma fue la porcién con mayor abundancia de lipidos, el ST tuvo una
abundancia mucho mayor (213.3 mg/dL) en comparacion con la de los eritrocitos (19.4

mg/dL) y plaquetas (20.13 mg/dL). Los TAG solo se reportaron en la porcion plasmatica
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(121.6 mg/dL). La abundancia de PLs fue notablemente mayor en plasma (222 mg/dL) sobre
25 mg/dL en eritrocitos y 80.1 mg/dL en plaquetas. Al analizar la distribucion de PLs se
encontro que PC fue el mas abundante en las tres porciones: plasma (70.96% total de PLs),
eritrocitos (32% total de PLs) y plaquetas (34.7% total de PLs). La SM presenté abundancia
un tanto similar: plasma (18.5% total de PLS), eritrocitos (25% total de PLs) y plaquetas
(15.2% total de PLs). PE fue mas abundante en las porciones celulares: eritrocitos (27.3%
total de PLs) y plaquetas (22.6) en comparacion con el 2.9 % total de PLs registrado en el
plasma. Por dltimo se analizé la abundancia de LPC la cual solo se report6 en la porcion
plasmatica (7.7 % total de PLs) y PS solo reportado en las porciones celulares: eritrocitos
(15.6% total de PLs) y plaquetaria (176). Estas proporciones de PLs en el plasma humano
han sido confirmadas en otros estudios por diversos métodos de analisis (5,177-180).

El andlisis de la distribuciéon de lipidos en plasma o suero sanguineo revela una mayor
concentracion en estructuras lipoproteicas en comparacion con las estructuras vesiculares,
segun un articulo de revision de Bendix Johnsen y colaboradores, se describid que existe un
enriquecimiento de 10 particulas HDL x ml de plasma, 10%° particulas LDL x ml de plasma,
10%2 particulas CM x ml de plasma y tan solo 10%° particulas vesiculares x ml de plasma
(181,182). Al revisar bibliografia sobre la composicion fosfolipidica de las diferentes
lipoproteinas se encontrd que en general estan compuestas por PC, SM, LPC, Pl y en algunos
aumentos significativos de PE como el las VLDL. Las proporciones relativas de PC, SM y
P1 se distribuyeron similar en todo el grupo de lipoproteinas ademas no se detectaron o fueron
muy bajas, LPC fue méas abundante en las LDL seguido en las HDL (183). En cuanto a las
vesiculas extracelulares se ha descrito que son lipidicamente heterogéneas, los principales
fosfolipidos descritos en vesiculas de diferentes origenes son la SM, PC, PS y PE (184,185)
ademas de otras especies que son mas variables como plasmindgenos y lisofosfolipidos
(186,187). En un estudio comparativo se analizé la composicion de lipidica de EVs y
lipoproteinas HDL y LDL encontrando un aumento significativo en la abundancia lipidica
en las lipoproteinas en comparacion con las EVs, pero al analizar los perfiles de composicion
relativa se describié que la mayoria de fosfolipidos analizados estaban presenten en los 3
grupos (188). Lo anterior, muestra que existe una composicion lipidica basal en el suero o

plasma sanguineo la cual se ha mantenido a nivel evolutivo, ademas la mayor proporcién de
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los lipidos plasmaticos estd asociados a estructuras lipoproteicas las cuales mantienen

perfiles lipidicos especificos asociados a sus roles en el transporte de moléculas en el plasma.

Cambios en el perfil fosfolipidico postisquemia en hipocampo:

Al analizar tiempo a tiempo los cambios en la composicion de los fosfolipidos en el
hipocampo logramos visualizar variaciones significativas en clases especificas. En la etapa
aguda postisquemia se generaron aumentos en la proporcion molar de derivados de
etanolamina como PE y ePE (Figura 1b — 6 hours), estos fosfolipidos hacen parte
fundamental de las dinamicas de membrana y estan implicados en cambios estructurales y
biofisicos (20,50). La PE se ha visto involucrada en procesos especificos como la fusion de
membranas en la formacion de autofagosomas, regulando su curvatura y fluidez mejorando
la lipidacion mediada por LC3B (189,190). Las principales especies de PE que aumentaron
estaban enriquecidas por PUFAs que variaron en la suma de sus cadenas desde los 38 hasta
los 44 carbonos y sumas de insaturaciones desde los 4 hasta los 12 dobles enlaces (Figura
Slay Figura 2 - 6 hours) esto indica membranas con caracteristicas mas fluidas y moviles
(38,44). La PE puede ser sintetizada por diferentes rutas metabolicas (191), al revisar las
principales reacciones involucradas en estos cambios logramos visualizar que a las 6 horas
las rutas mas enriquecidas fueron en el cambio de PS a PE (Figura 8a), especificamente
cargados con PUFAs como 42:9, 44:10, 36:1 y 38:4 (Figura S2a) lo cual tedricamente fue
mediado por la actividad de la proteina Phosphatidylserine Decarboxylase codificada por el
gen PISD el cual presentd un mayor enriquecimiento a las 6 horas (Figura 9¢). En estudios
anteriores se validé que la autofagia mediada por LC3B estaba implicada en la reduccion de
Tau hiperfosforilado y mejora cognitiva en un modelo de isquemia 2VO dentro los primeros

15 dias postisquemia (192).

A parte de esto, la PE al ser un componente esencial y abundante del tejido nervioso actua
como fuente precursora de diversas moléculas con importancia bioactiva como los
lisofosfolipidos y plasmindgenos (193). Al revisar los proporciones entre los derivados de
PE en el hipocampo solo se registro una variacion significativa en la relacion ePE/PE a los 7
dias postisquemia (Figura 3a). Los plasminogenos de etanolamina y en general de otras
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subclases de PLs difieren al presentar un acido graso unido por un enlace vinilo-éter en la
posicion sn-1 del glicerol, esta variacion le confiere al plasmindgeno propiedades biofisicas
y bioguimicas Unicas que se han visto involucradas en el tréfico de membranas, formacion
de balsas lipidicas y cambios en la remodelacion de membrana (194). Los plasmaldgenos son
abundantes en todo el cuerpo, en los seres humanos presenta niveles altos en el cerebro y el
corazon y niveles mas bajos en el higado (195). En general, en nuestros resultados los
plasmindgenos registraron cambios a lo largo del tiempo postisquemia, en total presentaron
una abundancia promedio en el hipocampo del 5.138% con abundancias similares de ePC
(2.6% mol) y ePE (2.5% mol), y en menor abundancia ePS (0.038% mol) (Figura 1a). Tanto
ePE y ePC presentaron participaciones notables en los diferentes tiempos postisquemia, esto
les da un rol relevante en todos los procesos que preceden los dafios generados en la oclusion
y reperfusion. En estudios anteriores se evidencié disminuciones en ePC en el hipocampo a
un mes postisquemia (6) en nuestros resultados registramos cambios significativos de ePC a
nivel de clase a 7 dias y 4 meses donde se registr6 una marcada disminucién (Figura 1b),
ademas de variaciones en especies especificas en los distintos tiempos (Figura S1). En
general, las especies ePE presentaron una tendencia a aumentos en cambio las especies ePC

presentaron mayor tendencia a la disminucion.

Diversos estudios sugieren que cambios en la abundancia de plasmindgenos pueden estar
involucrados en alteraciones de estructuras membranosas como la mielina, deterioro de las
sinapsis, apoptosis neuronal y neuroinflamacion, lo que puede desencadenar alteraciones
cognitivas (194,196). En procesos neurodegenerativos se ha asociado principalmente como
compuestos protectores contra el estrés oxidativo y actividad del peroxisoma, pero su
principal rol se le ha atribuido por tener propiedades Unicas para la forma, organizacion y
estructura de las biomembranas, lo que ahora se considera su caracteristica mas esencial.
Ademas, se les atribuyen diversas funciones bioldgicas, incluyendo roles verséatiles en varias
vias de sefalizacion (195,196). En estudios recientes se ha descrito que la maquinaria
biosintética encargada de la sintesis de plasmindgeno se encuentra localizada cerca a acoples
de peroxisomas con LD (197). En un modelo murino de neurodegeneracion se mostro que
los ePLs derivados de células endoteliales tenian implicaciones en procesos vasculares y
desarrollo de la enfermedad (198). En enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson

de ha asociado a procesos de muerte celular como la ferroptosis (199). Sumado a esto, en
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estudios anteriores se demostré que el silenciamiento de BACEL, responsable de iniciar la
via amiloidogénica en la enfermedad de Alzheimer conllevaba a una recuperacion cognitiva
asociada al restablecimiento de ePE y LPE en el hipocampo de ratones triple transgénicos
para la enfermedad de Alzheimer (200). En conjunto esta informacion demuestra que los
plasminogenos derivados de etanolamina y colina tienen un rol importante en procesos
neurodegenerativos lo que los postula como potenciales indicadores de la salud cerebral y
posibles targets terapéuticos.

Otros cambios importantes identificados en el hipocampo se presentaron después de los 7
dias postisquemia, se gener6 un aumento significativo de PA, disminuciones de Pl y PG y un
aumento pronunciado de SM a un mes y 4 meses (Figura 1b). Entre los lipidos celulares, el
PA es de vital importancia, ya que es un componente clave tanto en la sintesis de fosfolipidos
como en la transmisidn de sefiales como segundo mensajero lipidico. Se cree que su papel en
la sefializacion ocurre mayormente debido a su capacidad para reclutar y/o activar proteinas
especificas en compartimentos restringidos y en areas submembranas definidas. Asimismo,
debido a su geometria en forma de cono, el PA puede cambiar localmente la topologia de la
membrana, siendo crucial en eventos de trafico de membranas, especialmente en las etapas
de fusion y fision, donde la remodelacion de los lipidos es esencial (151). La principal
funcion del PA incluyen la sintesis y homeostasis de fosfolipidos, lo que sugiere que

perturbaciones en el metabolismo del PA podrian conducir a condiciones patoldgicas graves.

Los analisis de intercambio entre PA y los PLs directamente involucrados en su conversion
(PS, PG y PI) mostraron variaciones a lo largo del tiempo mostrando que es un mecanismo
relevante para los diversos procesos desencadenados en postisquemia (Figura 8a). Todos
estos procesos de conversion estan mediados por enzimas especificas; la conversion de PA a
Pl se regula por medio de la actividad de CDP-diacylglycerol-inositol-3-
phosphatidyltransferase (CDIPT), esta enzima presento un enriquecimiento de actividad en
el hipocampo de a las 6 y 24 horas, y al mes postisquemia (Figura 9h). Curiosamente, aunque
por bioinformatica se registrd este aumento de la conversion de PA > Pl al mes postisquemia
(Figura 8a), en este mismo tiempo fue cuando se registro una disminucion significativa en la
proporcion molar de PI, esto podria indicar un aumento en la fosforilacion involucrada en la

sefializacion mediada por Pl u otros procesos de degradacién en postisquemia como la
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degradacion realizada por Phospholipasa D (PLD) la cual presento actividad significativa
desde los 7 dias hasta el mes postisquemia (Figura 9j) (201). Esta disminucion ha sido
reportada en otros tipos de neurodegeneracion como en CADASIL y Alzheimer esporéadico
(202). El PI es un PL altamente involucrado en procesos de sefializacion celular, en diversos
estudios se ha descrito que esta asociado a procesos proinflamatorios principalmente
regulados por la microglia (203). También se ha encontrado que tiene importantes roles en
los procesos de vascularizacion, vasoconstriccion y vasodilatacion (204). Ademas de estar
involucrado en procesos de trafico membranal, acidificacion de lisosomas y procesamiento
de AB en enfermedad de Alzheimer (205). Dentro de las conversiones de PA como sustrato,
el cambio a PG tiene importante relevancia ya que da el paso para la sintesis de cardiolipina
la cual es vital en la funcién mitocondrial (151,206). Esta reaccién presentd enriquecimientos
alas 24 horas y aumento a los 7 dias (Figura 8a), las principales especies identificadas fueron
PA > PG (36:3), (32:0) y (34:1) (Figuras S2c, S2e). Las enzimas identificadas como
mediadoras de esta reaccion fueron la Phosphatidate cytidylyltransferase (CDS) (Figura 9f)
y Phosphatidylglycerophosphatase and protein-tyrosine phosphatase 1 (PTPMT1) (Figura
9i). La PTPMT da el paso limitante en la conversion de PA a PG, esta enzima solo registro
actividad en las primeras etapas de la postisquemia teniendo un pico de actividad a los 7 dias.
El PG present6 disminuciones significativas a los 15 dias y a los 4 meses (Figura 1b) lo que
se podria asociar a un poca produccion o a la conversion de este en otros lipidos como la
cardiolipina (207). Un proceso descrito que involucra estas reacciones y recambios son los
procesos de mitofagia y autofagia mediados por las mitocondrias, desbalances en esto se han

visto asociados a diversas enfermedades incluyendo enfermedades neurodegenerativas (190).

Otra clase fosfolipidica que tuvo participacion en los cambios de los perfiles lipidicos
postisquemia en el hipocampo fue la SM la cual presentd aumentos significativos al mes 'y 4
meses (Figura 1b). Como se menciond, la SM es un PL que se encuentra presente en varias
membranas biologicas, en el cerebro se enriquece en materia blanca, balsas lipidicas, botones
sinapticos y tiene participacion en la produccion de VEs (208,209). El cerebro debe mantener
un metabolismo homeostatico en la produccion y degradacion de SM importante en procesos
de mielinizacion y remielinizacion (210). A parte de la funcion estructural se ha descrito que
la SM y en general los SLs tiene diversas funciones celulares como la proliferacion,

apoptosis, autofagia, inflamacion, angiogénesis, senescencia o polarizacion (211). En los
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ultimos afios, se ha descrito que el metabolismo de los SLs se ve comprometido en diversas
enfermedades neurodegenerativas (140). En eventos postisquémicos, la SM puede tomar
roles distintos en los diferentes eventos de la cascada isquémica, ademas se ha descrito que
en eventos tardios se han encontrado acumulaciones intracelulares de SM y derivados lo cual
se asocio a lipotoxicidad y muerte celular (212). En general todos los cambios significativos
identificados a lo largo del tiempo en los perfiles fosfolipidicos del hipocampo fueron
heterogéneos y cada uno podria obedecer a los estados de la progresion postisquemia.
Analizar detalladamente el comportamiento especifico de cada clase podria generar
informacidn de mecanismos especificos, pero también podria prestarse para generar diversas
interpretaciones, los fosfolipidos actian como un conjunto de moléculas que se autorregulan
por medio de vias metabdlicas especificas (213) para lo cual es necesario empezar a generar

interpretaciones tomando la participacion de todos como un grupo.

Cambios en el perfil fosfolipidico postisquemia en suero:

En el suero, el cambio maés relevante de forma longitudinal es la inversion que se comienza
a generar por aumentos de especies de LPC y disminuciones de PC (Figura 1c). Cabe resaltar
que en los animales sham esta relacion en el tiempo tuvo un comportamiento similar pero
menos exacerbado indicando que también es un mecanismo asociado al paso del tiempo. Esta
relacién de inversion en suero PC/LPC, ya habia sido descrita por nuestro grupo a un mes
postisquemia asociado a deterioro cognitivo y alteraciones en el CALl del hipocampo
caracterizado por acumulacion de proteina de mielina, astrogliosis, aumento de COX-1
asociado a inflamacion y perdida de adhesion celular (6). Ademas, estas variaciones han sido
observadas en otros tipos de enfermedades, como parte de mecanismos proinflamatorios,
cancer, reumatismo y enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson
(214,215). Llamativamente, al analizar las relaciones de PC/LPC del sueroy del hipocampo
se visualiza una posible relacion temporal. En el hipocampo desde las 6 horas se da un
aumento en la procesividad de PC a LPC que se mantiene hasta los 15 dias postisquemia,
pero luego al mes esta relacion decae hasta el 4to mes (Figura 4c¢). Al mismo tiempo en el

suero (Figura 4d), desde las 6 horas postisquemia se comienza a notar un aumento en esta
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relacién que se intensifica a los 7 dias hasta el mes donde gana significancia que se sostiene

y exacerba en el 4to mes.

En el trabajo de Lifeng Zheng y colaboradores utilizaron un modelo de isquemia tMCAQ en
ratones a los cuales se les realiz6 lipiddmica de la corteza cerebral a 1, 3, 7, 14 y 28 dias
postisquemia. El principal hallazgo que ellos reportan fue la fuerte correlacion inversa en los
niveles de PC (16:0/16:0) y LPC (16:0), la cual aumenta hasta los 14 dias y se estabilizan a
los 28 dias, esto se asocid a procesos de recuperacion postisquemia como disminucion del
volumen de infarto y recuperacion de la condicion cognitiva, lo cual concuerda con lo que
nosotros registramos. Ademas, ellos evaluaron que con la inhibicién de la fosfolipasa
citosolica A2 (cPLA2) se lograba revertir esta relacion postulando a esta enzima como un
importante actor en este mecanismo (216). A pesar de que se ha descrito que la principal
funcién de la actividad cPLA2 es la liberacion de PUFAs (AA y DHA) con roles en vias de
sefializacion pro y antiinflamatoria, en este estudio se sugiere que en principal FA liberado
es el &cido palmitico (16:0). Cuando comparamos con nuestro estudio, de manera temprana
la reaccion de produccion de LPC que mas tuvo enriquecimiento fue el paso de PC (34:3) a
LPC (18:3) indicando una liberacién de (16:0) (Figura S2a) y en suero en este tiempo se
registr6 un cambio de PC (36:5) a LPC (20:4) indicando liberacion de acido palmitoleico
(16:1) (Figura S2b). En general los &cidos grasos mas liberados a lo largo del estudio
longitudinal tanto en hipocampo como en suero fueron 16:0 y 16:1 (Figuras 10l y 10m), a las
6 horas a parte de estos dos también se registrd enriquecimiento en liberacion de &cido

docosatetraenoico (20:4) y acido eicosapentainoico (22:5) en hipocampo.

La superfamilia de enzimas Phospholipasa A2 (PLA2) hidroliza el enlace éster en la posicion
sn-2 de los fosfolipidos, generando un &cido graso libre y un lisofosfolipido (217). La
actividad PLA2 esta involucrada en procesos de remodelacién de membrana como el ciclo
de Lands, este ciclo describe un reciclaje de FAs mediado por el corte de PLA2 aunPL Yy la
posterior union de otro FA por el conjunto de enzimas liso-aciltranferasas como la
Lysophosphatidylcholine acyltransferase (LPCAT) y Membrane-bound O-acyltransferase
domain-containing (MBOAT). De manera interesante, nuestro estudio registro que la
actividad PLA2 (Figuras 11d) y LPCAT (Figura 9a) presentaron comportamientos similares

a lo largo del tiempo tanto en el hipocampo como en el suero, lo que sugiere que el ciclo de
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Lands es un proceso que opera de manera simultanea. En suero, estos genes fueron los que
mayor enriquecimiento registraron, presentando un aumento notorio a las 24 horas el cual
fue disminuyendo hasta los 4 meses. Por otra parte, MBOAT tuvo un enriquecimiento menor
pero también registré mayor actividad en las etapas mas tempranas (Figura 9c). De igual
forma que el hipocampo, los FA mas liberados por este mecanismo en suero fueron (16:0) y
(16:1), por el contrario, tanto en el hipocampo como el suero los FAs més recaptados fueron
acido araquidico (20:0), &cido eicosapentainoico (22:5) y &cido docosahexaenoico (22:6)
(Figura 81 y 8m). En estudios anteriores, se demostré que la deplecion de BACE1 y SCD1
en ratas isquémicas podria prevenir el aumento de cPLA2, lo que se asocid a una reduccién
en acumulacion de lipidos proinflamatorios en el cerebro y aclaramiento de especies lipidicas
adversas en circulacion, lo que apoyo la recuperacion neuroldgica (218). Esta informacion
apoya que los procesos de remodelacion de membrana y en especial mecanismos como el
ciclo de Lands, son reacciones de importancia en los procesos celulares llevados a cabo en el
cerebro en eventos postisquemia, hace falta mas investigacion para dilucidar la relevancia en

las diferentes etapas de la cascada isquémica.

Al momento en que la PC es convertida en LPC se genera un cambio estructural en la
membrana lipidica, este proceso se ha asociado a aumento en la diversidad de dinamicas
membranales (219,220). La remodelacion entre tipos de fosfolipidos ayuda a establecer las
curvaturas necesarias para la formacién de las diferentes estructuras ya que cada especie de
fosfolipido favorece una curvatura diferente segin su geometria (221). Se ha descrito que
aumentos en LPC, LPA, LPS y LPE favorecen una curvatura positiva, mientras que DAG,
EC, PA y PE favorecen una curvatura negativa. Otras especies sin embargo son "neutras™ y
no favorecen ningun tipo de curvatura, como la PC y la PS (13,37,222). La conversion PC >
LPC se ha descrito como un mecanismo activo en la formacion de lipid droplets (LDs) donde
se necesita que una de las capas de fosfolipidos adquiera una curvatura positiva para la
acumulacion de lipidos neutros como TAG y CEs (29,222,223).

Se ha descrito que las LDs tienen diversas funciones, a nivel cerebral se han asociado
principalmente a procesos de almacenamiento de antioxidantes, neutralizacion y eliminacion
de lipidos peroxidados (100,224). En eventos neurodegenerativos se ha identificado un

aumento de LDs intracelulares en varios tipos celulares (225,226). Ademas que las
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acumulaciones lipidicas en el cerebro ha sido una marca asociada con el envejecimiento y
desarrollo de patologias como el Alzheimer (2). En un modelo de raton tMCAO, se analizo
de forma longitudinal a 3, 7, 14 y 30 dias la formacion de LD donde se encontr6 que en la
etapa aguda se da una acumulacion de LD principalmente en células microgliales, las LDs se
mantuvieron a los 14 dias despues de la MCAO, pero empezaron a disminuir hasta ser casi
indetectables a los 30 dias postisquemia (227). Un hallazgo interesante fue que varias LDs
comenzaron a encontrarse fuera de las células Ibal+ desde los 14 dias. Ellos sugieren que las
LDs se estaban acumulando en otros tipos de células o siendo transportadas desde la
microglia hacia células adyacentes. Todo este proceso fue asociado con el tiempo de
recuperacion postisquemia (227), este periodo de tiempo concuerda con los aumentos de la
procesividad de PC a LPC lo que se podria asociar a una mayor produccion de LDs como un
mecanismo de recuperacion postisquemia. Recientemente se ha descrito que las principales
vias que contrarrestan las consecuencias negativas de la isquemia-reperfusion son la

autofagia y el metabolismo de las ILDs (228).

Luego de la muerte celular generada en el evento isquémico, todo el material celular liberado
debe ser fagocitado para su neutralizacion o eliminacion, en estudios previos se ha destacado
la importancia de la eliminacion de restos membranosos especialmente de cargos mielina
para prevenir el aumento de citotoxicidad y promover la regeneracion del sistema (229,230).
En algunos estudios se ha demostrado que la desmielinizacion es un proceso marcado en
eventos postisquemia (231) y que los procesos de desmielinizacion se pueden generar en
regiones que no fueron afectadas directamente por la isquemia (232). Se ha descrito que la
microglia es la célula fagocitica del cerebro aunque se ha demostrado que los astrocitos tienen
también esta capacidad (229). En un modelo de isquemia pMCAO se report6 un aumento de
la fagocitosis en los primeros 7 dias postisquemia por parte de células mieloides (233).
Luego de los proceso de fagocitosis se ha reportado la acumulacion de LDs en diferentes
tipos de células (227,234-236). En particular, las células microgliales expresaron un perfil
diferencial de genes luego de la fagocitosis enriquecidos en metabolismo de lipidos,
formacion de LDs, transporte de lipidos y metabolismo del CHO (237). En un modelo de
isquemia global se analiz6 de manera longitudinal la composicién celular del hipocampo
mostrando muerte neuronal en el CA1 de manera progresiva desde las 6 horas hasta los 6

meses. Sumado a esto, se registrd un aumento de poblacién microglial que inicia a las 24
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horas y aumenta gradualmente hasta los 7 dias y luego disminuye hasta los 6 meses. Por otro
lado, el nimero de astrocitos se ve un poco disminuido a las 6 horas, pero luego es estable
hasta los 7 dias. Pasado el mes, los astrocitos aumentan significativamente y se sostienen

hasta los 6 meses pero presentando morfologia hiperreactiva (238).

Las LDs pueden ser metabolizadas por mecanismos como la lipdlisis, lipofagia o autofagia.
En diversos estudios se ha evidenciado un aumento en marcadores de autofagia como LC3B
y colocalizacion con LDs indicado activacion de procesos de lipolisis (227,239,240). Las
LDs ricas en TAG podrian usarse mas facilmente en gasto energético que LDs ricas en CHO
(239). La lipofagia conduce a la hidrolisis del éster de CHO (CE), aumentando la secrecion
de colesterol libre (FC), el cual no puede ser metabolizado o usado como fuente de energia,
por lo que se hace necesario su eliminacion por medio de transportadores especificos o vias
de exocitosis no convencionales (241). Se ha descrito que el CHO puede ser eliminado desde
el parénquima hacia la periferia por medio de la lipidacion en lipoproteinas HDL y salida por
procesos de transcitosis por la blood-brain barrier (BBB) y la blood—CSF barrier
(BCSFB)(242). Aunque hasta el momento no se ha evaluado este mecanismo en post
isquemia, se podria asociar que, luego del evento isquémico y la generacion de muerte celular
principalmente de neuronas es necesario activar procesos de limpieza donde todos los restos
celulares son fagocitados y posteriormente metabolizados por procesos de fagia celular
(228,243). Los lipidos al ser moléculas no solubles necesitan ser almacenados en estructuras
como las LDs para su correcta gestion dentro de las células. EI CHO y otros productos de
desecho que no pueden ser metabolizados y fueron almacenados en LDs en el parénquima
durante las primeras etapas postisquemia podrian ser transportados y liberados por diversos
mecanismos hacia la periferia, lo cual podria verse reflejado en el suero sanguineo. Un
posible mecanismo involucrado en este proceso es el transporte de lipidos mediado por
particulas HDL, que mantienen una conexion con el sistema periférico. Este mecanismo ha
ganado importancia en los ultimos afios debido a su implicacion en el desarrollo de diversas
enfermedades neurodegenerativas, especialmente en la enfermedad de Alzheimer. (242).
Toda la informacion presentada recrea este proceso como un evento activo hasta el primer
mes postisquemia, de manera novedosa nosotros registramos que pasado este tiempo se
genera una disminucion en el procesamiento de PC a LPC en el hipocampo (Figura 4c) pero

se presenta un aumento de la inversion en el suero de manera exacerbada (Figura 4d).

79



A parte de la actividad PLA2, se han involucrado otros mecanismos para la produccion LPC
como la esterificacion de colesterol libre. Esta reaccion esta mediada principalmente por la
enzima lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT) la cual toma un acido graso de la posicion
sn-2 de la PC y lo esterifica al CHO generando CE y LPC. Este proceso se ha descrito como
paso fundamental en la maduracion de particulas HDL plasmaticas ademas que favorece el
transporte del colesterol al aumentar su polaridad y mejorar su empaquetamiento y transporte
(244). En el cerebro la actividad LCAT de a descrito principalmente en células gliales como
astrocitos y microglia, y toma roles fundamentales en la formacion de lipoproteinas y el
transporte lipidico cerebral (245). Esta reaccion podria explicar el aumento generado de LPC
en suero en la etapa tardia, ademas de estar ligado al proceso de eliminacion de colesterol
desde el parénquima a la periferia.

Correlacion de clases lipidicas con el desempefio neuroldgico postisquemia:

Los resultados del desempefio motor registrado en este estudio permiten evidenciar las
diferentes etapas de la cascada postisquemia, nos muestran como con el paso del tiempo se
genera una recuperacion inicial, luego una estabilizacion y una recaida tardia (Figura 5a).
Esto ha sido reportado en varios analisis, los procesos de recuperacion postisquemia
dependen de la gravedad del insulto primario, entre mayor sea el dafio generado por la
oclusion menor prondstico de recuperacion tendra el individuo. Ademas si no se generan
intervenciones terapéuticas tempranas que apoyen la recuperacion del tejido se generaran
conexiones sinapticas y vasculares aberrantes lo que desencadena dafios posteriores ya sea
por la presencia de nuevos ictus (ictus a repeticion) o acumulacion de toxinas en el
parénquima cerebral (246,247). Al asociar de manera genérica el desempefio neuroldgico con
lo discutido anteriormente podriamos interpretar que existe una asociacién entre los
mecanismos descritos de limpieza con la recuperacion en las etapas agudas, y los cambios
exacerbados en los perfiles fosfolipidicos tardios con la recaida neurologica presentada por
los animales a los 4 meses. El analisis de correlacion nos permite identificar que clases de
fosfolipidos (por aumento o disminucion) fueron los mas asociados a las variaciones en el

score neuroldgico. Este abordaje genera un acercamiento en la identificacion de posibles
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perfiles que puedan ser utilizados como biomarcadores asociados al estado cerebral. Se logra
rescatar la importancia de clases lipidicas que fueron significativas en los anteriores analisis,
en el hipocampo de manera longitudinal las clases lipidicas més asociadas a la disminucién
de score neuroldgico fueron PE y PI, y asociadas con recuperacion fueron PS y ePE. Otras
clases tuvieron relevancia en ambos estados como LPE, LPC y PA, algo importante para
rescatar es que las ceramidas a pesar de ser la clase lipidica con menor abundancia molar
presentaron relevancia en la etapa hiperaguda (6 horas) postisquemia. (Figura 5d -
Hippocampus). Por otro lado, en el suero se remarca la importancia de la asociacion con LPC
y PC los cuales ganaron relevancia en varios estados postisquemia ademas de la SM, ePE y
Pl (Figura 5d - Serum).

Interpretacion lipidomica basada en abordaje bioinformaético:

Los analisis bioinforméticos del comportamiento de los lipidos respecto a su control, permite
generar interpretaciones un poco mas alla de lo netamente estadistico. En los Gltimos afios la
lipidomica ha tomado gran protagonismo en diversas ramas de investigacion, genera amplias
bases de datos para las cuales ha sido necesario la creacién de herramientas como LipidSig,
LIONWeb y BioPAN, estas permiten organizar, visualizar e interpretar los datos en otros

tipos de niveles.

e Acercamiento celular:

Inicialmente a nivel celular los cambios lipidicos se pueden asociar dependiendo del perfil
lipidico que presente, cada poblacion celular y cada organulo membranoso mantienen un
perfil lipidico basal. En la revision llevada a cabo por Doralicia Casares y colaboradores (39)
se describe de manera general la composicion fosfolipidica de las principales organelas
celulares, a pesar de estar compuestas por las mismas clases sus proporciones varian
notablemente, ademas existen organelas como la mitocondria que presentan lipidos casi

exclusivos como la cardiolipina (207). Teniendo en cuenta esto, nuestro estudio nos permitio
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visualizar como se asociaba los cambios fosfolipidicos con el comportamiento de algunas
organelas y funciones celulares a lo largo del estudio longitudinal. Tanto la mitocondria,
reticulo plasmatico, membrana plasmética y sefializacion mediada por lipidos presentaron
variaciones a lo largo del tiempo (Figura 6). A pesar de que estos acercamientos pueden ser
un poco ambiguos y generar varios tipos de interpretaciones, brindan una guia para enfocar
futuros andlisis y apoyar los abordajes diagndsticos y terapéuticos. Una gran limitante es que
el andlisis indica que existe un enriquecimiento, pero no especificamente asociada a que
proceso especifico. Por literatura se ha descrito que cada organela presenta una afectacién en
eventos postisquémico, ademas existen cambios en el metabolismo de los lipidos que son
exclusivos de una ubicacion celular (248,249). El estrés mitocondrial y el estrés del reticulo
son mecanismos altamente descritos en procesos isquémicos y otras enfermedades
neurodegenerativas (250). La mitocondria es una organela susceptible a los eventos de
hipoxia, fallas bioenergéticas, aumentos de ROS y desbalances de calcio (251). En eventos
de perfusion reperfusion se ha evidenciado reactividad mitocondrial en el hemisferio alterado
en busqueda de balancear los procesos energéticos y metabdlicos, ademas que la energia
producida por la mitocondria es necesaria para llevar a cabo todos los procesos de reconexion
sinaptica y de vasodilatacion en el cerebro (252). En modelos de arresto cardiaco se ha
evidenciado que las mitocondrias cerebrales son las mas sensibles a la hipoxia en
comparacidn con las presentes en otros 6rganos, ademas que presentaron cambios asociados
el metabolismo y remodelacion de PLs (253). En nuestros resultado evidenciamos que en el
hipocampo los cambios lipidicos asociados a la mitocondria presentaron enriquecimientos
en las etapas de recuperacion lo cual disminuyé pasados los 15 dias (Figura 6a). En estudios
recientes se ha demostrado que existe una relacion de acople entre las mitocondrias y LD
donde se generan procesos de lipofagia por medio de oxidacion de acidos grasos para la

generacion de energia (254).

Por otra parte, en el suero, los cambios lipidicos asociados a la mitocondria mostraron
variaciones a lo largo del tiempo siendo mas enriquecidos en etapas tempranas y al mes
postisquemia (Figura 6a). En estudios recientes se encontrd variaciones en plasma del
contenido de EVs posteriores a un evento cerebral traumatico, al analizar marcadores
celulares especificos se encontrdé un aumento de exosomas derivados de células

macrofagos/microglia y astrocitos en la etapa aguda y subaguda del evento. Ademas uno de

82



los principales marcadores identificados fue un aumento de ADN mitocondrial y
curiosamente un aumento de apoliproteinas como ApoB, ApoAl, ApoA2, ApoC2y ApoC3
(255). Las EVs, liberadas de forma ubicua por practicamente todos los tipos de células,
incluidas las especificas del cerebro, pueden atravesar la barrera hematoencefalica, proteger
su carga y rastrearse hasta su origen celular, lo que las convierte en una fuente potencialmente

rica de biomarcadores adecuados.

El reticulo endoplasmico (RE) es el principal organulo responsable de la sintesis de proteinas,
el tréfico celular y el mantenimiento de la homeostasis del Ca2+ intracelular. La respuesta al
estrés del RE se desencadena cuando esta homeostasis se altera. En eventos isquémicos se ha
evidenciado que se activa la respuesta proteica desplegada (Unfolded protein response -
UPR), que se considera un mecanismo de proteccion en etapas agudas postisquemia. La UPR
se activa en respuesta a una acumulacién de proteinas desplegadas o mal plegadas en el lumen
del reticulo endoplasmico. La capacidad de la UPR para balancear entre la supervivencia y
la apoptosis subraya su papel critico en la homeostasis celular y en la respuesta al estrés
(256). Para disminuir la respuesta al estrés el RE necesita regular los balances de Ca+, en
diversos estudios se ha evidenciado que la sefializacion mediada por Pl es necesaria para
llevar a cabo toda esta regulacion, los Pl pueden actuar como moléculas de sefializacion y
asociarse a diversas proteinas para generar la regulaciéon del Ca+ (257,258). En nuestros
resultados en el hipocampo el cambio de fosfolipidos asociado del RE presentd
enriquecimiento a las primeras horas postisquemia con disminucion sostenida desde los 7
dias (Figura 6b). Por el contrario, en el suero se present6 un enriquecimiento desde las 24
horas hasta el mes postisquemia, el RE es fundamental para la formacion y exocitosis de EVs
(259) ademas para el empaquetamiento y formacion de lipoproteinas (260) lo cual podria

verse reflejado en el suero sanguineo como respuesta a los procesos celulares.

Las modificaciones en la membrana plasmatica y la sefializacion mediada por lipidos
presentaron variaciones en los enriquecimientos y diferencias entre el hipocampo y el suero,
se resalta que en suero fueron activas a lo largo del estudio excepto por una disminucién en
el enriquecimiento de la membrana plasmaética a los 7 dias (Figura 6¢) de resto presentaron
una tendencia al aumento hasta los 4 meses. Esto podria asociarse a los procesos

anteriormente mencionados que median el transporte de cargos en estructuras lipidicas,

83



ademas de la sefializacion mediada por la liberacion de FA y generacién de LPs . Por otra
parte, en el hipocampo los cambios asociados a membrana plasmatica fueron mas
enriquecidos en las etapas sub agudas y cronica lo que se podria asociar a modificaciones en
las membranas para la formacion y restauracion de nuevas conexiones sinapticas y procesos
de angiogeénesis (261). La sefializacion mediada por lipidos en el hipocampo (Figura 6d) fue
variada y solo presentd disminuciones a las 24 horas y al mes postisquemia, su mayor
enriquecimiento estuvo en la etapa subaguda donde los animales lograron restablecer el
rendimiento neuroldgico. Toda esta informacion se vuelve relevante a la hora de analizar y
generar interpretaciones mas especificas de los cambios asociados a variaciones en los
perfiles de fosfolipidos en alguna condicion especifica. Hace falta aumentar la informacion
sobre como variaciones en lipidos pueden ser especificas de una organela o hasta de una
poblacién celular en particular. Esta informacion mejoraria la compresion que tenemos sobre

los perfiles lipidicos ademas de lograr identificar procedencias.

e Acercamiento biofisico:

Otro nivel de interpretacion que se puede abordar basado en los perfiles lipidicos es como la
variacion en su composicion interviene en las caracteristicas biofisicas de las membranas. De
manera virtual se puede ir generando informacion tedrica sobre el comportamiento biofisico
de las membranas ante eventos especificos. Los cambios en la biofisica de las membranas
han tomado gran interés en los Gltimos afos, estan directamente relacionadas en
modificaciones estructurales como la curvatura, el grosor, difusion, cargar eléctrica y
adaptaciones a los cambios en temperatura. Algo interesante de nuestros hallazgos es que
casi todas las caracteristicas mostraban un balance en sus amplitudes (Figura 7).
Anteriormente se pensaba que los lipidos estaban mezclados de formas aleatorias y no
mantenian algun tipo de orden, luego del descubrimiento de estados fluidos y los micro
dominios membranales se ha entendido que los lipidos mantienen una composicion y un
“orden” que se adapta a las condiciones del ambiente (31,42,58). Al analizar las
caracteristicas se evidencia que el suero fue el que presentd mas variaciones en las simetrias

y amplitudes de los enrigquecimientos. Cabe resaltar que estas caracteristicas son emergentes
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y se presentan de manera simultanea en las membranas. Es asi que, cambios en la curvatura
de la membrana pueden influenciar sobre la difusion y al mismo tiempo sobre su grosor.
Todas estas caracteristicas se han visto como eventos o consecuencias pasivas de l0s procesos
celulares, pero los avances en investigacién han mostrado que son caracteristicas necesarias
para realizar ciertas funciones y que existen todo un conjunto de proteinas encargadas para
mediar estos cambios (42,50,61). Directamente la composicion de lipidos de membrana
influye en estas caracteristicas, como evidenciamos anteriormente cambios en el
procesamiento de PLs por medio de la actividad PLA2 pueden generar curvaturas positivas
necesarias para la formacion de estructuras como las LDs. Los cambios en la curvatura estan
asociados a todos los procesos que necesiten modificaciones de membrana incluido,
movilidad, fagocitosis, crecimiento, division, entre otros. En nuestros resultados
evidenciamos diferencias notorias en los cambios en la curvatura, en el hipocampo las
curvaturas se mantuvieron mas estables con tendencia a estados méas neutros (Figura 7a), en
el suero luego de los 7 dias se generaron enriquecimientos hacia membranas mas curvas
principalmente positivas (Figura 7a), podriamos asociar esto con un aumento de particulas

lipoproteicas y/o vesiculares presentes en el suero.

El grosor de la membrana es una caracteristica que esta directamente relacionada con la
composicion de FAs, su numero de carbonos y numero de saturaciones. En teoria, al tener
FAs con mas carbonos y menos saturaciones se tendria un grosor mayor, esto aumenta el area
y distancia hidrofdbica de la bicapa modulando procesos de difusion y el establecimiento de
proteinas (262,263). El grado de difusion es importante para el balance celular, ademas de
estar relacionado con la longitud de los FAs también depende del nimero de insaturaciones.
A pesar que existen varios canales especificos para iones, la membrana puede permitir el
transporte de moléculas méas pequefias como gases (264). En nuestros resultados el
comportamiento de la difusion presentd tendencia al desplazamiento a membranas con una
difusion baja dentro lo primeros 15 dias tanto en hipocampo como en plasma. Probablemente
en el hipocampo, las células buscan regular la entrada de moléculas de oxigeno y agua como
mecanismo protector evitando los dafios generados por la reperfusion, aumentos de ROS y
formacion de edemas, los cambios en la difusion celular han sido asociados principalmente
al funcionamiento de canales membranales como la bomba Na+/K+ ATPasa (265).

Novedosamente mostramos como los cambios en los perfiles lipidicos postisquemia podrian
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estar involucrados en las variaciones de esta caracteristica en las diferentes etapas
postisquemia. Curiosamente al mes postisquemia, se da una inversion en el enriquecimiento
de la difusién hacia una difusion mas alta en el hipocampo lo que se mantuvo a los 4 meses,

en cambio en el suero se mantuvo hacia valores de baja difusion (Figura 7d).

Otra caracteristica biofisica evaluada que depende de la composicién de FAs es la
temperatura, en eventos isquémicos la temperatura cerebral es un tema que se ha abordado
desde hace mucho tiempo. En diversos estudios se ha demostrado que posterior a un evento
isquémico se genera aumentos en la temperatura cerebral y corporal lo cual se ha asociado
principalmente a estados inflamatorios (266). La hipotermia cerebral inducida en eventos
postisquémicos es un mecanismo médico que puede reducir los dafios tisulares al estar
asociado con la disminucion de los estados inflamatorios, pero en diversos estudios se ha
abordado la respuesta clinica de los pacientes con ictus agudo a estados de hipotermia e
hipertermia dando diversos resultados, a pesar de esto no existe evidencia clinica clara que
demuestre como controlar la temperatura podria mejorar o empeorar la respuesta al dafio
generado en el evento isquémico (267). Las membranas bioldgicas son susceptibles a los
cambios de temperatura del ambiente, las modificaciones en la composicion lipidica para
adaptarse al ambiente y mantener los procesos bioldgicos se ha conservado a lo largo de la
escala bioldgica (268). Las membranas en temperaturas bajas tienden a perder fluidez lo que
genera estados mas rigidos por lo cual se modifican las saturaciones de FAs lo que les permite
adaptarse y ganar fluidez, por el contrario en condiciones de temperaturas mas elevadas las
membranas contrarrestan esto con modificaciones y aumento de FAs saturados lo que aporta
mayor rigidez (269). Los mamiferos mantienen una temperatura corporal constante la cual
regulan por medio de gasto energético en el tejido adiposo, se ha evidenciado que la cambios
en la temperatura estan directamente relacionados con la formacion de LDs, lipofagia y
metabolismo lipidico (270), ademas en eventos de estrés térmico se genera un aumento de la
concentracion de LDs intracelulares y las variaciones en la temperatura pueden modificar su
formay tamafio (271). En nuestros resultados se evidencié cambios fosfolipidicos asociados
a aumentos de temperatura a las primeras horas postisquemia, luego de las 24 horas se
generaron variaciones tanto en el hipocampo como en el suero (Figura 9e). Estos resultados
remarcan la importancia de la temperatura en las modificaciones fosfolipidicas, en eventos

postisquemia la temperatura juega un rol importante en el comportamiento de las membranas
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celulares, ademas de estar involucrado en procesos de almacenamiento y transporte de cargos
lipidicos. Ampliar el conocimiento de como la temperatura tiene efecto en la composicion
de lipidos en suero provenientes del cerebro podria ser una herramienta valiosa para conocer

el estado y tener un mejor pronostico en la recuperacion.

Los fosfolipidos de membrana mantienen una carga fisicoquimica que interactia
constantemente con las condiciones del ambiente donde se encuentran. Esta carga depende
directamente de la composicion de las cabezas polares y el area hidrofébica contenida en la
bicapa (36). En el cerebro la composicion y carga de las membranas son fundamentales para
procesos como la transmision sindptica y produccién energética mitocondrial (272).
Curiosamente esta caracteristica mostrd patrones muy simétricos en cuanto enriquecimientos
de cargas positivas y negativas a los largo del tiempo tanto en hipocampo como en suero
(Figura 9c), esto podria indicar que la membranas siempre mantienen un balance de en la
carga lo cual regulan por medio de remodelaciones en los PLs. En enfermedades
neurodegenerativas esta caracteristica se ha visto asociada principalmente a las interacciones
que ejerce la superficie de las membranas sobre el plegamiento de proteinas. Las variaciones
en la carga pueden generar mal plegamiento en proteinas y posteriores acumulaciones las
cuales son caracteristica de varias enfermedades clasificadas como proteinopatias (273). En
iIsquemia otras alteraciones asociadas la cambios en el carga membranal se han involucrado
con el flujo y la distribucion de iones y agua que conducen a hinchazon y edema celular, y

defectos fisicos en la integridad de la membrana en células gravemente dafadas (274).

Actualmente, estos acercamientos biofisicos podrian tomarse como un apoyo de
entendimiento sobre qué esta pasando con el conjunto de lipidos bajo diferentes estimulos.
Comprender los mecanismos subyacentes a los efectos de las propiedades de la membranas
bioldgicas en los procesos celulares podria arrojar datos sobre el desarrollo de nuevas
estrategias preventivas y terapéuticas para el abordaje de distintas enfermedades.
Perspectivas futuras incluyen la necesidad de profundizar en la comprension de los
mecanismos especificos que regulan estas caracteristicas e identificar intervenciones
terapéuticas que puedan mejorar la progresion y el prondstico de la lesién miocardica.

Ademas, investigar los cambios en la composicion de la bicapa de fosfolipidos podria ofrecer
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nuevas estrategias para preservar la integridad celular y mejorar los resultados clinicos en

pacientes con enfermedades isquémicas y neurodegenerativas.

e Acercamiento por reacciones enzimaticas:

Por ultimo, uno de los niveles de acercamiento bioinforméatico que estan directamente
asociados con los cambios en los perfiles lipidicos son las posibles reacciones que se
presentaron entre ellos y las enzimas tedricamente involucrados en esos cambios. Como lo
fuimos abordando en la discusion, esta informacion fue un poco mas facil de asociar ante los
cambios que se iban generando tiempo a tiempo en los perfiles lipidicos. Todas las rutas
identificadas estan asociadas a la remodelacion de membranas, especificamente a la
remodelacion de PLs. La remodelacién de PLs de membrana es crucial para la funcionalidad
y la integridad de las células. Este proceso dinamico permite a las células adaptar su
composicion lipidica en respuesta a diversos estimulos fisioldgicos y patolégicos,
asegurando asi una correcta sefializacion celular, transporte de nutrientes y mantenimiento
de la homeostasis. En particular, la remodelacion de fosfolipidos juega un papel fundamental
en la respuesta a lesiones y estrés celular, contribuyendo a la reparacion de la membranay la
regulacion de procesos como fagocitosis, autofagia y apoptosis. Ademas, alteraciones en la
remodelacion de fosfolipidos se han asociado con diversas enfermedades, incluidas las
cardiovasculares y neurodegenerativas (150). Por lo tanto, comprender los mecanismos que
subyacen a este proceso ofrece perspectivas prometedoras para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas, enfocadas en restaurar la composicion y funcionalidad de las
membranas celulares afectadas. En la Figura suplementaria 2 podemos visualizar cuales
fueron las principales reacciones asociadas al remodelamiento de PLs en postisquemia tanto
en el hipocampo como en el suero. En la Figura 10 se resumen como fue el comportamiento
a lo largo del tiempo y se destaca que el hipocampo presentd un nivel mas complejo de
reacciones en comparacion con lo registrado en suero. Es necesario tener en cuenta que
muchas de estas reacciones dependen de una anterior o0 en ocasiones forman un bucle de
cambio como es el paso de PA > PS > PE > PC > PA, cualquier alteracion en alguno de estos
pasos podrian desencadenar una castada de alteraciones que aumentarian los desbalances

fosfolipidicos.
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Los acercamientos bioinformaticos nos permitieron dilucidar las principales enzimas
encargadas de la remodelacion de PLs y como fueron sus comportamientos a lo largo de los
eventos postisquemia. Nuestros resultados han identificado un conjunto de enzimas
involucradas en la remodelacion de fosfolipidos, destacando su relevancia en procesos
neurodegenerativos. Mediante el uso de la herramienta STRING, generamos una red de
asociacion que permitio clasificar estas enzimas en cinco clisteres segun sus interacciones
(Figura 11a). El cluster nmero uno, que mostré la mayor abundancia de enzimas, incluia
diferentes isoformas de LPCAT, MBOAT, PLA2, ademéas de PEMT y PISD. Este analisis
sugiere que estas enzimas desempefian un papel crucial en la remodelacién de fosfolipidos
tanto en el suero como en el hipocampo, lo que podria tener implicaciones importantes para
la comprension de los evento subyacentes a la cascada postisquemia. Las enzimas PLA2
(Figura 11d) y LPCAT (Figura 11b), pertenecientes al clister nimero uno, presentaron un
comportamiento similar, siendo altamente activas en la modificacién de PLs en el suero,
mientras que en el hipocampo su actividad fue mas estable. Este hallazgo sugiere que estas
enzimas podrian estar modulando la composicion lipidica en respuesta a la isquemia,
contribuyendo a la homeostasis de la membrana celular y apoyando mecanismos de limpieza
y reparacion. En algunos estudios se han relacionado como componentes activos de la
homeostasis fisiolégica y en procesos de neurodegeneracion y progresion de otras
enfermedades (150). La enzima MBOAT mostrd una actividad significativa en las etapas
iniciales postisquemia, pero su enriquecimiento disminuy6 después de los siete dias, lo que
indica su participacion en la respuesta temprana al dafio isquémico. En conjunto estas
enzimas hacen parte del mecanismo de remodelacién de PLs conocido como ciclo de Lands,
como se ha venido mencionando en estudios propios (6,218) y de otros investigadores (12)
esta reaccion ya habia sido descrita como un actor en los cambios generados en el hipocampo
en eventos postisquemia. Nuestro abordaje nos permite validar y afianzar el conocimiento
generado en los estudios anteriores, ademas de afianzar no solo su papel como respuesta a
procesos inflamatorios y liberacion de moléculas bioactivas sino también con un rol de

importancia en las modificaciones estructurales de la membrana.

Por otro lado, enzimas como la PEMT (Figura 11k) mostro actividad unicamente a los cuatro
meses tanto en el hipocampo como en el suero, lo que podria estar relacionado con procesos

de reparacién/recaida tardia. Esta enzima es la encargada de llevar a cabo la biosintesis de
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colina siendo la unica via enddgena en los mamiferos, lo que sugiere, que la desregulacion
de la PEMT podria provocar un desequilibrio en el metabolismo de los PLs principalmente
de PC (275). En contraste la enzima PISD, fue mas activa en el hipocampo desde las primeras
horas postisquemia, aunque su actividad disminuyé después de las 24 horas, sugiriendo un
papel en la respuesta inmediata al dafio. Esta enzima se ha visto principalmente activa en
procesos mitocondriales, algunas mutaciones han estado implicadas en dafios del tejido
cerebral, especificamente en materia blanca (276,277). Las enzimas de los demas cllsteres
presentaron comportamientos mas heterogéneos. PTDSS y CDIPT fueron mas activas en
etapas tardias, lo que podria implicar su participacion en la remodelacion de membranas
asociadas a la recuperacion y recaida tardia. La enzima CDS mostr6é una mayor actividad en
el hipocampo, disminuyendo con el tiempo, lo que sugiere su implicacion en los cambios
iniciales de la membrana postisquemia. La enzima PLD, presento activa desde los siete dias
postisquemia y disminuyendo hasta los cuatro meses, podria estar relacionada con la
estabilizacion de la membrana en fases posteriores del dafio neuronal, sefializacion celular

mediada por PA 'y sintesis de lipidos mitocondriales.

En conjunto, estos resultados destacan la complejidad y la dindamica de la remodelacion de
fosfolipidos en el contexto de la isquemia cerebral. Las variaciones temporales en la actividad
de estas enzimas subrayan su papel crucial en la evolucién del dafio neuronal y en la
conversion de lesiones reversibles a irreversibles. Comprender los mecanismos subyacentes
a estos cambios puede arrojar luz sobre nuevas estrategias terapéuticas para abordar
enfermedades neurodegenerativas, enfocandose en la modulacion de la remodelaciéon de

fosfolipidos para proteger y reparar la integridad neuronal.

Este estudio nos permitio identificar un posible mecanismo asociado al remodelamiento de
fosfolipidos que podria estar vinculado a los procesos celulares que ocurren tras un evento
isquémico. En particular, observamos cdmo estos procesos de remodelacion podrian afectar
los cambios en los niveles de fosfolipidos plasméaticos mejorando nuestro conocimiento sobre
la comunicacion cerebro-periferia. Dichos cambios podrian desempefiar un papel crucial en
la respuesta celular al dafio isquémico, influenciando tanto la reparacion celular como las
vias inflamatorias y posterior recaida homeostatica. La comprension de este mecanismo

postularia nuevos biomarcadores sanguineos que reflejan procesos del estado cerebral,
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también dan la posibilidad de generar nuevos tratamientos que modulen el metabolismo de
los fosfolipidos, con el objetivo de mejorar la recuperacion y reducir el dafio neuronal en
enfermedades neurodegenerativas. En eventos postisquémicos podrian ser claves para
identificar y pronosticar pacientes que puedan estar presentando recaidas o dafios
secundarios. Es necesario validar si estos procesos vistos en modelos animales se replican en

humanos y afianzar la informacién.
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Modelo hipotético. EI modelo representa los principales cambios fosfolipidicos
generados en el hipocampo posterior a un evento isquémico transitorio. En las
primeras horas se genera muerte neuronal y se activan mecanismos de limpieza,
almacenamiento y degradacion los cuales se asocian con la activacion del ciclo
de Lands y remodelaciones de membrana, todo esto asociado a actividad de la
mitocondria y el ER. Los productos de desecho son transportados por particulas
HDL y luego por mecanismos de transcitosis se intercambian al suero generando
los aumentos de LPC y disminuciones en PC. En la etapa tardia este recambio se
ve asociado a procesos de esterificacion de CHO los cuales aumentan la
proporcién de LPC/PC. Todo esto asociado con el desempefio cognitivo.
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El analisis lipidomico reveld una posible conexion entre los cambios en los fosfolipidos del
hipocampo y del suero, sugiriendo la implicacion de procesos de limpieza, almacenamiento
y eliminacion de desechos desde el cerebro hacia la periferia. Ademas, se observéd un
deterioro posterior a la recuperacion que exacerbd este comportamiento fosfolipidico. A
partir de esto se generan necesidades de validacion de los procesos descritos. Se han
propuesto diversas estrategias para esta validacion, como el analisis inmunomarcado de
proteinas asociadas, western blot y analisis de la composicion de lipoproteinas en suero
postisquemia. Otras ventajas de este estudio incluyen la posibilidad de aplicar analisis
similares en otros modelos de neurodegeneracion, lo que contribuye significativamente al
estudio de biomarcadores periféricos para enfermedades neurodegenerativas y a la
comprension de los mecanismos patoldgicos, proporcionando informacién valiosa para
desarrollar estrategias de diagnostico y tratamiento mas efectivas, mejorando asi la deteccion

y manejo temprano de estas enfermedades y potencialmente mitigando su progresion.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Hippocampal differential lipid species

6h

PE(44:10) chel

Sham_6h_2
Sham_h_3
Sham_6h.S.
Isch_éh_1
Isch_6h.2
Isch_6h.3

Hippocampal differential lipid species

urs postischemia
Paa6:3)

peaso)
PC[D-32:1)
pe(a0:0)
potaeia) |
wigas:s)
P}
pagatia) .
pega27)
pe(34:0)
weisia) B
PC(44:8)
petaiz)
PC(a2:8)
PC{D-138:5)

Sham_24h_1
tich 240 2
Tseh 20h 3

sch_24h_1
oz
Sham 2403
Isch_2sh_+

Sham 2412
Sham_24h_4
sham_24h 5

Hippocampal differential lipid species

Hippocampal differential lipid species

pen &

PI(38:5)
PC(40:8)
PCLO-40:6)
PC(38:6)
PA(38:4) v
= —
o -
PEC3E:0) -
PC(34:0) 23

Signal
24

PE(O-36:1)

PO(36:5)

3
H
1

154
Isch_15d_2
Isch_15d_4

Isch_154.3

Isch_154
Isch_154.

2
H

Sham_15d 4
sham
Sham_18d_1
Sham,

128

Serum differential lipid species

Serum differential lipid species

24 hours m2

PE(0-40:4)

sza:0)
PECA0:E)
pea0:5)
Peio-3m1)
Pe(aDi6)
PE(411)
PE(0-38:4)

PC(0-28:0)
PC(35:5)
PC(34:4)

PC(38:5)
b ] b T T T T B
£ ER 555
Piiiiiiid

Serum differential lipid species

Signal
24

et ys postischel

s{za:0,02)
o |
Pe(o-32:2)
PCi40:5)
pelaan)
Pe(o-38:2)
PC4TE)
pelzna)
wciania)
Lecrisa)
Pif3a:3)

Pal36:2)

-23

i [

sham_7d_3

P
?q
& &

Serum differential lipid species

sham_7d_2
Tach_7d_2
Isch_7d_1
Iseh 73
e 7d 4
Isch_7d_5

Signal

15 days pichemia 24

PC(0-36:1)
Pe(42:2)
PC(36:4)

PC(0-40:3)
PC(36:3)
Pe(34:2)

pelo-32:1)

)

PC(0-32:2)
Po(44:5)
PC(22:2)
Pe(36:5)
PI(36:2)

LPe(20:1)

PC(0-34:4)

Tn

PE(40:3)
LPC(18:0)

s [l

Isch_15d_5

s ff]

Iseh_1!
1sch_154_2

el

‘sham_154_3
Sham_15d_5

sham_15d_4

Sham_154_1



P{a2:6)

Hippocampal differential lipid species

1month post™ * 5igl|;\4

Serum differential lipid species

Signal
24
[ i - -
PI{40:5) | | PE(O-40:4)
PE(0-38:1)
PE(44:10)
PS(40:7)
PC(44:12)
PaGz:) Lpc(20:2)
P5(38:6)
PC(36:2)
PC(34:2)
rcrs0:3) [
Pit36:4]
Fifzois) L o
P{42:8) 0
PC0-36:1)
cio-sria - oD
pro0.36:3)
Swi1e:0)
PE(O-38:0) -
PC(O-36:4) PC(0-38:0)
PA[40:5)
PCO-32:1)
PE(D-34:3)
SM{16:0) [
PCl40:8) PC(34:3)
sisn) | | 23 ’”
B T % 3o omomoT - S ooN e i
£ 05 5 5 5 8 5 2 £ £ e & & ¢ € £ & & £ ¢
§E 5§ 5§ § 5 8B §% 3§ § ¢ . 5§ § 5 £ %
s 2 4 ¢4 & * & 1 ¥ = 5 £ § &8 £ 2 £ § 5 ¢
& & & & &
k. Hippocampal differential lipid species Serum differential lipid species
4 months postischemia Signal 4 months postischemia
2.

B i W -2
sss}ss;sigi
11553

Suplementaria 1. Especies lipidicas significantes postisquemia. Las especies significtivas seagrupan
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Pearson.
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PA(40:7)->PS(40:7)->PE(40:7)
PA(40:6)->PS(40:6)->PE(40:6)
PS(44:10)->PE(44:10)
PS(36:1)->PE(36:1)
PS(38:4)->PE(38:4)

I I I 1
Lipid species active reaction 0 1 2 3

Z-score

C. Hippocampus 24 hours

PA(38:6)->PI(38:6)
PA(34:2)->PI(34:2)
PC(34:0)->PS(34:0)
LPE(22:6)->PE(44:12)
PC(32:1)->LPC(16:0)->PC(36:0)
PA(36:3)->PG(36:3)
PS(44:9)->PE(44:9)
PS(38:3)->PE(38:3)

I I T I T 1
Lipid species active reaction 00 05 1.0 15 20 25

Z-score

e. Hippocampus 7 days

PC(3
PS(36:2)->PE(36:2)->LPE(20:1)->PE(42:6)->PS(42:
PS(40:4)->PE(40:

o
Q
w
8
=}
v
o
= 1)
= 34
SEELSS
=}
v
o
LOKvoOmmOm

Lipid species active reaction 0.0 05 1.0 1.5 2.0 25

Z-score

b. Serum 6 hours

PA(40:6)->PI(40:6)
PC(36:5)->LPC(20:4)
LPE(18:2)->PE(40:7)

PS(34:1)->PE(34:1)
PS(40:5)->PE(40:5)
LPE(18:2)->PE(38:2)->PC(38:2)
PC(36:2)->PA(36:2)
PE(40:4)->PS(40:4)
LPC(18:0)->PC(40:5)
LPE(18:2)->PE(40:8)
LPE(16:0)->PE(36:4)
LPE(16:0)->PE(34:1)
LPE(18:2)->PE(38:4)->PS(38:4)
LPE(16:0)->PE(38:6)

1 1 1 1 1
Lipid species active reaction 0 1 2 3 4

Z-score

d- Serum 24 hours

PC(32:2)->LPC(16:1)->PC(38:6)->LPC(22:6)->PC(44:11)
PC(36:5)->LPC(20:4)

PC(32:2)->LPC(16:1)->PC(36:1)
PC(32:2)->LPC(16:1)->PC(38:6)->LPC(22:6)->PC(44:7)
PC(32:2)->LPC(16:1)->PC(40:2)
PC(32:2)->LPC(16:1)->PC(38:6)->LPC(22:6)->PC(44:12)
PE(36:0)->PC(36:0)
PC(32:2)->LPC(16:1)->PC(38:6)->LPC(22:5)->PC(44:10)
PC(32:2)->LPC(16:1)->PC(34:1)->LPC(18:0)->PC(40:5)

Lipid species active reaction 00 05 1.0 1.5 20 25

Z-score

f. Serum 7 days

LPE(18:2)->PE(38:2)
PC(34:3)->LPC(18:2)
PC(32:2)->LPC(16:1)
PA(34:1)->PG(34:1)
PC(32:1)->LPC(16:0)->PC(36:0)
PC(36:5)->LPC(20:4)
PC(34:1)->LPC(18:0)->PC(38:0)
LPE(18:2)->PE(38:4)
PC(40:5)->PS(40:5)
PC(34:1)->PA(34:1)->PG(34:1)

Lipid species active reaction 0 1 2 3
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g. Hippocampus 15 days

PC(40:5)->PS(40:5)
PE(36:4)->L PE(20:3)
PS(40:7)->PE(40:7)
PE(34:3)->LPE(18:2)
PC(44:12)->PS(44:12)
PC(38:2)->PS(38:2)
PA(36:2)->PS(36:2)
PA(38:4)->PS(38:4)
PC(34:1)->PA(34:1)
PC(34:2)->LPC(18:1)

1 | I | I 1
Lipid species active reaction 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

Z-score

i. Hippocampus 1 Month

PE(42:6)->PS(42:6)
PS(38:3)->PE(38:3)
PE(38:6)->PS(38:6)
PE(36:1)->PC(36:1)
PE(42:7)->PS(42:7)
PA(40:6)->PS(40:6)->PE(40:6)
PE(40:2)->PS(40:2)
PC(32:1)->LPC(16:0)->PC(36:0)
PC(38:6)->PS(38:6)
PE(36:3)->PC(36:3)
PA(38:3)->PI(38:3)
PC(32:0)->PA(32:0)
PC(42:8)->PS(42:8)->PE(42:8)
PA(40:5)->PI1(40:5)

Lipid species active reaction 0 1 2 3
Z-score
k. Hippocampus 4 Months

PC(44:9)->PS(44.9)
LPC(22:6)->PC(44:7)
PE(36:2)->PS(36:2)
PS(40:2)->PE(40:2)
LPC(18:0)->PC(38:0)
PE(38:5)->PC(38:5)
PC(36:2)->PS(36:2)
PE(36:1)->PC(36:1)->LPC(20:0)
PC(42:7)->PS(42:7)
PE(40:6)->PS(40:6)
PC(40:6)->PS(40:6)
PE(40:7)->PS(40:7)

I I I I
Lipid species active reaction ¢ 1 2 3

Do

Z-score

h. Serum 15 days

PC(32:2)->LPC(16:1)
PC(36:6)->LPC(20:5)
LPC(20:3)->PC(40:3)
PE(34:2)->LPE(16:0)
PC(34:2)->LPC(18:1)
PC(36:5)->LPC(20:4)->PC(44:4)

PC(36:2)->LPC(20:1)

I T T
Lipid species active reaction 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

Z-score

. Serum 1 Month

S

PA(38:4)->PI(38:4)

PC(36:3)->LPC(20:2)

LPC(18:3)->PC(42:4)

PC(42:6)->PS(42:6)

PC(32:2)->LPC(16:1)

! I I I I 1
Lipid species active reaction 00 05 1.0 15 2.0 25

Z-score

. Serum 4 Months

PE(36:1)->PC(36:1)->LPC(20:0)->PC(42:5)->PS(42:5)
PE(38:1)>PC(38:1)

PC(34:3)->LPC(18:2)->PC(38:2)
PE(36:4)->PC(36:4)->LPC(20:3)->PC(42:8)->PS(42:8)
PE(36:3)->PC(36:3)->PA(36:3)

PC(36:4)>LPC(20:3)

PC(36:3)>LPC(20:2)
PC(34:1)>LPC(18:0)
PC(38:6)->LPC(22:6)
PC(36:2)>LPC(20:1)
PC(36:1)->LPC(20:0)->PC(42:5)
PC(36:5)>LPC(20:4)
PC(34:2)->LPC(18:1)->PC(38:1)
PE(36:3)->PC(36:3)->LPC(20:2)

Lipid species active reaction @ 1 2 3

Z-score

Suplementaria 2. Enriquecimiento de reacciones fosfolipidicas. Combinacion de analisis
diferenciales t-studen y transformacion a z-score. De forma predeterminada, BioPan calcula el
valor P como el umbral de deteccidon de las vias para que sea igual a 1,645. Para conocer el
umbral de deteccion para el otro valor p se debe hacer el siguiente célculo:
.0.05CDF—-1(1-Pvalue). (p=0.1 z=1.282) (p=0.05 z=1.645) (p=0.02 z=2.054) (p=0.01

7=2.326).



Cluster Cluster
number color

Gene
count

Protein
name

Protein description

1 Red

Lpcat1

Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1; Possesses both acyliransferase and acetyltransferase activities. Activity is
calcium-independent (By similarity). Mediates the conversion of 1-acyl-sn-glycero-3- phosphocholine {LPC) into
phosphatidylcholine (PC). Displays a clear preference for saturated fatty acyl-CoAs. and 1- myristoyl or 1-palmitoyl LPC as
acyl doners and acceptors, respectively. May synthesize phosphatidylcholine in pulmonary surfactant, thereby playing a
pivotal role in respiratory physiology. Involved in the regulation of lipid droplet number and size (By similarity)

1 Red

Lpcat2

Lysophosphatidylcholine acyltransferase 2; Possesses both acyltransferase and acetyltransferase activities. Activity is
calcium-dependent. Involved in platelet- activating factor (PAF) biosynthesis by catalyzing the conversion of the PAF
precursor, 1-O-alkyl-sn-glycero-3-phosphocholine (lyso-PAF) into 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocheline (PAF).
Also converts lyso-PAF to 1-O-alkyl-2-acyl-sn-glycero-3-phosphecheline (PC), a major component of cell membranes and a
PAF precursor. Under resting conditions, acyltransferase activity is preferred. Upen acute inflammatory stimulus, ac[..]

1 Red

Lpcat3

Lysophospholipid acyltransferase 5; Seems to be the major enzyme confributing to lysophosphatidylcholine acyltransferase
activity in the liver. Favors unsaturated fatty acyl-CoAs as acyl donors compared to saturated fatty acyl-CoAs. Displays
lysophosphatidylserine acyltransferase (LPSAT) activity (By similarity).

1 Red

18

Lpcat4

Lysophosphatidylcholine acyliransferase 4.

1 Red

18

Mboat1

Membrane-bound O-acyliransferase domain-containing 1; Belongs to the membrane-bound acyltransferase family.

1 Red

18

Mboat2

Membrane-bound O-acyltransferase domain-containing protein 2; Lysophospholipid acyltransferases (LPLATs) catalyze the
reacylation step of the phospholipid remodeling pathway also known as the Lands cycle

1 Red

Pemt

Phosphatidylethanolamine N-methyltransferase; Catalyzes the three sequential steps of the methylation pathway of
phosphatidylcholine biosynthesis, the SAM-dependent methylation of phosphatidylethanolamine (PE) to
phosphatidylmonomethylethanolamine (PMME}), PMME to phosphatidyldimethylethanolamine {PDME), and PDME to
phosphatidylcholine (PC).

1 Red

Pisd

Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme, mitochendrial; Catalyzes the formation of phosphatidylethanolamine (PtdEtn)
from phosphatidylserine (PtdSer). Plays a central role in phospholipid metabolism and in the interorganelle trafficking of
phosphatidylserine.

1 Red

Pla2g4a

Cytosolic phosphoelipase A2; Selectively hydrolyzes arachidonyl phospholipids in the sn-2 position releasing arachidonic
acid. Together with its lysophespholipid activity, it is implicated in the initiation of the inflammatory respense.

Red

Pla2g4b

Phospholipase A2

Red

Pla2g4c

Phosphelipase A2 group IVC.

Pla2g4d

Phosphelipase A2

Red

Pla2g4e

Phosphelipase A2

1
1
1 Red
1
1

Red

Pla2g4f

Phospholipase A2

1 Red

Pld1

Phospholipase D1; Implicated as a critical step in numerous cellular pathways, including signal transduction, membrane
trafficking, and the regulation of mitosis. May be involved in the regulation of perinuclear intravesicular membrane traffic (By
similarity).

1 Red

Pld2

Phospholipase D2; May have a role in signal-induced cytoskeletal regulation and/or endocytosis; Belongs to the
phospholipase D family.

1 Red

Ptdss1

Phosphatidylserine synthase 1; Catalyzes a base-exchange reaction in which the polar head group of
phosphatidylethanolamine (PE) or phosphatidylcholine (PC) is replaced by L-serine. In membranes, PTDSS1 catalyzes
mainly the conversion of phosphatidylcholine. Also converts, in vitro and to a lesser extent, phosphatidylethanolamine (By
similarity).

1 Red

Ptdss2

Phosphatidylserine synthase 2; Catalyzes a base-exchange reaction in which the polar head group of
phosphatidylethanolamine (PE) or phosphatidylcholine (PC) is replaced by L-serine. PTDSS52 is specific for
phosphatatidylethanclamine and does not act en phosphatidylcholine (By similarity); Belongs to the phosphatidyl serine
synthase family

2 Yellow

Pla2g1b

Phosphelipase A2; PAZ2 catalyzes the calcium-dependent hydrolysis of the 2-acyl groups in 3-sn-phosphoglycerides, this
releases glycerophospholipids and arachidonic acid that serve as the precursors of signal molecules; Belongs to the
phospholipase A2 family

2 Yellow

Pla2g2a

Phosphelipase A2, membrane associated; Catalyzes the calcium-dependent hydrolysis of the 2-acyl groups in 3-sn-
phosphoglycerides. Thought to participate in the regulation of phospholipid metabolism in biomembranes including
eicosanoid biosynthesis. Acts as a ligand for integrins. Binds to and activates integrins ITGAV:ITGE3, ITGA4:ITGE1 and
ITGAE:ITGB1. Independent of its catalytic activity, activates integrins by binding to a site (site 2) which is distinct from the
classical ligand-binding site (site 1) and inducing integrin conformational changes and enhanced ligand binding to site [...]

2 Yellow

Pla2g2d

Phosphelipase A(2).

2 Yellow

Pla2g2f

Phospholipase A(2)

3 Green

Cdipt

CDP-diacylglycerel--inositol 3-phosphatidyltransferase; Catalyzes the biosynthesis of phosphatidylinositol (Ptdins) as well as
Ptdins:inesitol exchange reaction. May thus act to reduce an excessive cellular Ptdins content. The exchange activity is due
to the reverse reaction of Ptdins synthase and is dependent an CMP, which is tightly bound to the enzyme; Belongs to the
CDP-alcohol phosphatidyliransferase class-| family.

3 Green

Cds1

Phosphatidate cytidylyltransferase 1; Provides CDP-diacylglycerol, an important precursor for the synthesis of
phosphatidylinositol (Ptdins), phosphatidylglycerol, and cardiolipin. Overexpression may amplify cellular signaling responses
from cytokines. May also play an important role in the signal transduction mechanism of retina and neural cells (By similarity)
May play an important role in phosphoinositide synthesis, prefers 1- stearoyl-2-arachidenoyl phosphatidic acid as substrate
Belongs to the CDS family

3 Green

w

Cds2

Phosphatidate cytidylyltransferase 2; Provides CDP-diacylglycerol, an important precursor for the synthesis of
phosphatidylinositol, phosphatidylglycerol, and cardiolipin; Belongs to the CDS family

4 Cyan

Y

Ptpmt1

Phosphatidylglycerophosphatase and protein-tyrosine phosphatase 1; Lipid phosphatase which dephosphorylates
phosphatidylglycerophosphate (PGP) to phosphatidylglycerol (PG) (By similarity). PGP is an essential intermediate in the
biosynthetic pathway of cardiolipin, a mitochondrial-specific phospholipid regulating the membrane integrity and activities of
the organelle (By similarity). Has also been shown to display phosphatase activity toward phosphoprotein substrates,
specifically mediates dephosphorylation of mitechondrial proteins, thereby playing an essential role in ATP production. [...]

5 Blue

Y

Pla2g2e

Phospholipase A2, group lIE (Predicted), isoform CRA_a.

Tabla Suplementaria 2. Genes asociados a la remodelacion membranal.
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BACE1 and SCD1 are associated
with neurodegeneration
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Johanna Andrea Gutierrez Vargas®®,

Javier Gustavo Villamil-Ortiz!, Carlos Andres Villegas Lanau®,
Julian David Arias-Londofic®, Estela Area-Gomez® and

Gloria Patricia Cardona Gomez'™

*Faculty of Madiang Liniversiy of Antioquia, Callutar and Molscutsr Neurotiaiogy Aaa and Neurctank,
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Intreduction: Proteolytic processing of amyloid protein precursor by p-site
secretase enzyme (BACE1) is dependent on the cellular lipid composition and
is affected by endomembrane trafficking in dementia and Alzheimer's dissase
{AD). Stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1) is responsible for the synthesis of fatty
acid monounsaturation {(MUFAs), whose accumulation is strongly associated with
cogritive dysfunction

Methods: In this study, we analyzed the relationship between BACE1 and SCD1
in vivo and in vitno neurodegenerative models and their association in familial
AD (FAD), sporadic AD (SAD), and cerebral autosomal dominant anericpathy
with subcortical infarcts and leukoancaphalopathy (CADASIL) using microscopy,
binchemical, and mass SPECT approach.

Results: Our findings showed that BACEL and SCD1 immunoreactivities wera
increased and colocalized in astrocytes of the hippocampus in a rat model of
global cersbral ichemia (2-V0). A synergistic effect of double BACE1/SCD1
silencing on the recovery of motor and cognitive functions was cbtained.
This neuroprotective regulation involved the segregation of phospholipids (PLs)
associated with polyunsaturated fatty acids in the hippocampus, cerebrospinal
fluid, and serum. The double silencing in the sham and ischemic groups was
stronger in the serum, inducing an i io between total icholine
{PC)andlysophe holine (LPC), mainly by the reduction of PC
IB:4 and PC 164 and an increasa in LPC 16:0 and LPC 18:0. Furthermora, PC 38:4
and PC:36:4 levels augmented in pathological conditions in in vitro AD models.
BACE1 and SCD1 increases were confirmed in the hippocampus of FAD, SAD, and
CADASIL.

Conclusion: Therafore, the findings suggest  novel converganca of BACE-1 and
SCD1in ion, related to pro-i ¥ i

BACEL, SCDL, PUFAS, pr

Introduction

Alsheimer's disease (AD) is a multifactorial neurodegenerative disorder that resulls in
the progressive loss of memary and other emotional and cognitive dysfinctions. AD brains
present with two main hallmarks. namely. extracelubr neritic glagues mainky compossd
of amyloid B (AE) Gbrils and newrofibrillary tangles formed by hyperphosphorylated tan
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