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Resumen de la tesis que presenta Alan Gerardo Hernandez Melgar como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidon en Biotecnologia
Marina

Estudio del metabolismo de hidrocarburos en la piel de sujetos expuestos a derivados de petrdleo
Resumen aprobado por:

Dr. Aldo Moreno Ulloa
Director de tesis

Este estudio piloto examind los efectos de la exposicién dérmica crénica a sustancias derivadas del
petréleo sobre el microbioma y metaboloma de la piel. Mediante metabolémica basada en
espectrometria de masas y secuenciacién del gen 16S ARNr, se analizaron muestras de piel de
individuos con y sin exposicién ocupacional a derivados del petréleo para identificar cambios en los
perfiles metabolédmicos y bacterianos entre ambos grupos. Las muestras de piel se recolectaron de dos
zonas anatémicas —con un hisopo de algodén— en cada sujeto; el dedo medio (una zona altamente
expuesta, referida como la mano) y brazo (una zona no expuesta, utilizada como control de variabilidad
intersujeto). Los resultados mostraron que las manos de los sujetos expuestos presentaron una mayor
diversidad bacteriana y un enriquecimiento de bacterias con capacidad de degradar al petréleo, como
Dietzia, Paracoccus y Kocuria. El analisis de prediccion funcional bacteriana reveld un enriquecimiento
en las vias metabdlicas asociadas con la degradacion de hidrocarburos en las manos de los sujetos
expuestos, en comparacién con las manos de los individuos no expuestos. No se observaron tales
diferencias significativas en las comparaciones entre las muestras de los brazos (zonas sin exposicidn).
Ademas, las manos de los sujetos expuestos mostraron una mayor abundancia global metabolitos
pertenecientes a clases quimicas como 4cidos carboxilicos, glicerofosfolipidos, compuestos
organooxigenados y éteres fendlicos, entre otros compuestos. A través de analisis integrativos, se
encontraron correlaciones (Spearman) positivas entre varias bacterias con capacidad de degradacién
del petréleo y compuestos xenobidticos, lo que sugiere una remodelacién quimica de la piel que
favorece el crecimiento de este tipo de bacterias. En conclusién, este estudio proporciona informacion
clave sobre las alteraciones en las comunidades bacterianas y el metaboloma de la piel en sujetos con
alta exposicion a hidrocarburos industriales. Estos hallazgos deben ser validados en estudios con un
mayor numero de sujetos y en diferentes poblaciones o grupos étnicos, asi como evaluar los
potenciales efectos en la salud humana.

Palabras clave: piel, microbioma, metabolitos, metabarcoding, metabolomica



Abstract of the thesis presented by Alan Gerardo Hernandez Melgar as a partial requirement to obtain
the Doctor of Science degree in Life Sciences with orientation in Marine Biotechnology

Study of hydrocarbon metabolism in the skin of subjects exposed to petroleum derivatives
Abstract approved by:

Aldo Moreno Ulloa, Ph. D.
Thesis Director

This pilot study examined the effects of chronic dermal exposure to petroleum-derived substances on
the skin microbiome and metabolome. Using mass spectrometry-based metabolomics and 16S rRNA
gene sequencing, skin samples from individuals with and without occupational exposure to petroleum
derivatives were analyzed to identify changes in the metabolomic and bacterial profiles between the
two groups. Skin samples were collected from two anatomical sites in each subject using a cotton
swab: the middle finger (a highly exposed area, referred to as the hand) and the arm (a non-exposed
area, used as a control for inter-subject variability). The results showed that the hands of exposed
subjects exhibited greater bacterial diversity and an enrichment of bacteria capable of degrading
petroleum, such as Dietzia, Paracoccus, and Kocuria. Bacterial functional prediction analysis revealed
an enrichment of metabolic pathways associated with hydrocarbon degradation in the hands of
exposed subjects compared to the hands of non-exposed individuals. No such significant differences
were observed in the comparisons between arm samples (non-exposed areas). Additionally, the hands
of exposed subjects showed a higher overall abundance of metabolites belonging to chemical classes
such as carboxylic acids, glycerophospholipids, organooxygen compounds, and phenolic ethers, among
others. Through integrative analysis, positive (Spearman) correlations were found between several
bacteria capable of degrading petroleum and xenobiotics, suggesting a chemical remodeling of the skin
that favors the growth of these types of bacteria. In conclusion, this study provides key insights into
the alterations in the bacterial communities and the skin metabolome in subjects with high exposure
to industrial hydrocarbons. These findings should be validated in studies with a larger number of
subjects and across different populations or ethnic groups, as well as assessing potential effects on
human health.

Keywords: metabolite, skin, microbiome, metabarcoding, metabolomics
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Capitulo 1. Introduccion

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano y actla como una capa aislante entre los érganos
internos y el ambiente. Esta compuesta por tres niveles principales: la epidermis, la dermis y la hipodermis
(Agarwal & Krishnamurthy, 2024), cuyo grosor, composicidn y especializacion varian segun la ubicacién en

el cuerpo(R. Wong et al., 2016) (Figura 1).

La epidermis es la capa superior y mas activa del cuerpo, ya que funciona como una barrera fisica,
bioquimica e inmunoldgica (Proksch et al., 2008). Esta compuesta principalmente por queratinocitos, que

representan entre el 90% y 95% de su composicidon (Cashman & Sloan, 2010).
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Figura 1. Anatomia de la piel. (Tomado y modificado de: https://www.azurlis.com/pages/skin-anotomy)

La capa mas superficial de la piel estd expuesta constantemente a peligros del medio, como agentes
patdgenos, riesgos fisicos y quimicos, y pérdida descontrolada de agua y solutos(Gallo, 2017). Los factores
dafiinos incluyen variaciones en pH, temperatura, radiacion UV y contacto con agentes nocivos (como
metales pesados y moléculas téxicas) (Fore, 2006; Gallo, 2017; Lai et al., 2009; Plewig et al., 2019; Proksch
et al., 2008). Entre las muchas moléculas tdxicas a las que la piel se expone constantemente, resaltan los
hidrocarburos (HCs) derivados del petréleo. Estos se encuentran en cosméticos, plasticos, ropa, pinturas,
farmacos, gasolina, lubricantes y aceites (Eneh, 2011; Flament et al., 2018; Kezi¢ et al., 2010; «Petroleum

Derivatives: Synthesis and Application», 2017).



2
Los HCs abarcan una amplia variedad de estructuras y propiedades fisicoquimicas, desde cadenas lineales
simples hasta complejos heterociclos. La exposicidn a estos compuestos puede tener un impacto negativo
en la salud humana, especialmente debido a su alta reactividad y lipoficidad, que les permite atravesar las
células y alterar su estructura (Du et al., 2012; Harwood et al., 2013; Luo et al., 2014; Montagnolli et al.,
2015), asi como penetrar en los tejidos y acumularse en ellos (K. W. Brown & Armstrong, 2021; Kezi¢ et al.,

2010; Mckee & Plutnick, 1989; Ragusa et al., 2021).

Recientes estudios han identificado diversos derivados de petréleo, como el polipropileno, en la placenta
humana mediante espectroscopia de Raman (Ragusa et al., 2021). Ademas, se ha demostrado que los
hidrocarburos pueden tener efectos carcinogénicos (Mckee & Plutnick, 1989), inflamatorios(Tauchi et al.,
2005) y pueden afectar la capacidad cognitiva(Berr et al., 2010; Meyer-Baron et al., 2008; Sabbath et al.,
2012), asi como producir aductos de ADN en los pulmones (Bostrom et al., 2002) y, en mayor medida, en

la piel (J. H. Lee & Talaska, 1999).

La exposicién a HCs puede causar dafios graves en la piel, desde envejecimiento prematuro (Flament et al.,
2018; Kezi¢ et al., 2010) y desdrdenes en la pigmentacion (aparicion de manchas en la piel)(Kezi¢ et al.,
2010; Puri et al., 2017), hasta cambios morfolégicos como arrugas(Eshak, 2012; KezZi¢ et al., 2010; Puri
et al.,, 2017), acné (Kezi¢ et al., 2010; Puri et al., 2017) y cancer (P. Gao et al., 2018; Kezi¢ et al., 2010;
Mckee & Plutnick, 1989; Puri et al., 2017) (Figura 2). En particular, la interaccion del metabolismo celular
con algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) puede conducir a la formacion de productos
(metabolitos) potencialmente carcinégenos (P. Gao et al., 2018), lo que hace que el cancer sea una

patologia importante asociada a esta exposicion.

Los HCs también inciden en la microbiota que habita en la piel al alterar la estructura de la comunidad. La
piel es el hogar de diversos microorganismos, como bacterias, virus eucariéticos, arqueas, bacteriéfagos y
microbios eucarioticos (Byrd et al., 2018), que interactian de manera constante con su hospedero a través
de genesy productos genéticos(Proctor, 2011). Esta interaccidn tiene un efecto generalmente beneficioso
para el hospedero (Cogen et al., 2008), ya que previene la colonizacidn por patdégenos, modula la respuesta

inflamatoria y “educa” al sistema inmune(Byrd et al., 2018; Cogen et al., 2008; Gallo, 2017).

Algunos informes recientes indican que, ciertas comunidades microbianas tienen la capacidad de degradar
HCs y otros compuestos quimicos extrafios (Sowada et al., 2014, 2017). Ademas, los HCs pueden influir en
la diversidad taxonémica de los microorganismos presentes en la piel, favoreciendo a aquellos capaces de

degradar estas sustancias (Leung et al., 2020).
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Dado el papel crucial de los microorganismos en la salud humana, es fundamental evaluar cémo la
exposicién a los HCs afecta a las comunidades microbianas que habitan en la piel y su posible impacto

negativo en el huésped.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Anatomia de la Piel

La piel actia como una barrera que protege al cuerpo del medio ambiente externo, y logra esta funcién
gracias a su compleja estructura que incluye ligamentos retinaculares, nervios, vasos sanguineos vy
linfaticos, y su conexién con el endoesqueleto (Arda et al., 2014; R. Wong et al., 2016) y la estructura
corporal. La forma de la piel puede variar en funcién de factores como la ubicacién del cuerpo, la edad, el

género y la presencia de enfermedades como la obesidad(R. Wong et al., 2016).

La piel se compone de tres capas: la epidermis, la dermis y la hipodermis, cada una con funciones
especificas y una composicion unica(Mikesh et al., 2013; R. Wong et al., 2016). Andlisis de micro
disecciones de la piel utilizando protedmica de tipo "Bottom up" identificaron entre 155y 174 proteinas,
incluyendo coldgenos constitutivos (I, 1, 1, VI, XIl y XIV), elastina, lumicano, prolargina, decorina,
mimecano, periostina, queratinas citoesqueléticas (9, 10, 13, 14, 15y 16 del tipo 1) y (1, 2, 5y 75 del tipo
I1), asi como actina, miosina, tubulina, laminina y otras proteinas intracelulares (Maceo, 2017; R. Wong

et al., 2016).

1.1.1.1 Epidermis

La epidermis es la capa externa que previene la evaporacion del agua, protege los tejidos y actiia como un
organo receptor (Mikesh et al., 2013). Su grosor varia de 75 a 150 um, llegando a mas de 500 um en las
palmas de las manos y plantas de los pies (R. Wong et al., 2016) y se define como: un "epitelio estratificado
con una renovacion constante y una diferenciacion progresiva (queratinizacidn, conificacion) desde la
direccidn basal hacia la superficial" (Freinkel & Woodley, 2001). En otras palabras, es una capa de células
que se renueva continuamente a medida que se generan nuevas células en la capa basal y se desplazan

hacia la superficie para reemplazar a las células que se desprenden de la misma. Durante este proceso, las
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células sufren modificaciones secuenciales en su constitucién quimica (Mikesh et al., 2013). Los procesos
que influyen en la estructura y funcién de la epidermis se suceden durante toda la vida (Freinkel &
Woodley, 2001; Mikesh et al., 2013). Para mantener un equilibrio adecuado entre la proliferacion y la
diferenciacion/apoptosis de las células (queratinocitos principalmente) (Freinkel & Woodley, 2001; R.
Wong et al., 2016), se necesita un control preciso debido a la renovacion celular constante de esta capa.

Este equilibrio es esencial para mantener la integridad de la epidermis como tejido.

Los queratinocitos son las células mas abundantes en la epidermis y se generan a partir del ectodermo
durante las primeras semanas del desarrollo embrionario (Freinkel & Woodley, 2001; R. Wong et al.,
2016). Su estructura esta relacionada con su posicidén y nivel de diferenciacion en la epidermis y se
caracterizan por tener filamentos intermedios de queratina con una longitud de 8 a 10 nm (Freinkel &
Woodley, 2001; Mikesh et al., 2013). Estos filamentos se ubican debajo de los microtubulos (23 nm) y

encima de los microfilamentos (6 nm) (Freinkel & Woodley, 2001).

Los queratinocitos de la epidermis se subdividen en cinco capas principales: estrato basal, espinoso,
granuloso y cérneo. Estas capas se nombran segun la apariencia de los queratinocitos observados bajo el
microscopio. A medida que los queratinocitos son empujados hacia la superficie, cambian su apariencia,
composicion y se diferencian a través de la queratinizacién o cornificacién, que estd genéticamente
programaday se regula mediante procesos morfoldgicos y metabdlicos (Freinkel & Woodley, 2001; Mikesh

et al., 2013).

La epidermis contiene también melanocitos, células que producen melanina, el pigmento responsable de
la pigmentacion de la piel y que actia como protector del ADN de los queratinocitos contra la radiacién

solar (Mikesh et al., 2013).

1.1.1.2 Dermis

La dermis, con un grosor de dos a cuatro milimetros, es el tejido que sostiene y conecta la epidermis con
la hipodermis. Proporciona soporte estructural y nutricion a la epidermis, proteccidén contra lesiones
mecanicas, retiene agua, ayuda a regular la temperatura corporal y ademads, contiene receptores

sensoriales (Freinkel & Woodley, 2001; R. Wong et al., 2016).
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Estd compuesta principalmente por elementos fibrosos que envuelven a los apéndices de la epidermis,
como los receptores sensoriales, redes neurovasculares y células, con una menor proporciéon en
comparacién con la epidermis. Los fibroblastos son responsables de la sintesis y degradacién de los
elementos fibrosos y no fibrosos de la matriz extracelular. Contiene elementos fibrosos como el tejido
eldstico conectivo y el colageno, que proporciona elasticidad y resistencia mecanica a la dermis. Ademas,
se encuentran glicoproteinas, proteoglicanos y glicosaminoglicanos en esta capa (Freinkel & Woodley,

2001; Saulis et al., 2002; R. Wong et al., 2016).

La dermis también se constituye por dos subcapas: la papilar y la reticular. La subcapa papilar forma las
papilas dérmicas, pequefias estructuras con forma de crestas que interactian con los foliculos pilosos
circundantes. La subcapa reticular es el tejido conectivo que contiene la mayor cantidad de fibras eldsticas
de colageno, las cuales se conectan con la hipodermis (Freinkel & Woodley, 2001; Mikesh et al., 2013; R.
Wong et al., 2016). Finalmente, es importante destacar que el colageno es responsable de hasta el 75%

del peso seco de la piel(Solano, 2020).

1.1.1.3 Hipodermis

La hipodermis es una capa de tejido conectivo que se encuentra debajo de la dermis reticular y es
responsable de proporcionar amortiguacion, dar forma a los contornos del cuerpo y permitir que la piel se
mueva sobre las estructuras subyacentes. Ademas, la hipodermis actiia como reserva de energia en forma

de tejido adiposo (Freinkel & Woodley, 2001; Mikesh et al., 2013).

Esta capa de la piel también contiene proteoglicanos y glicosaminoglicanos, los cuales promueven la
irrigacion sanguinea y linfatica y contribuyen a las propiedades mencionadas anteriormente (Guimberteau
et al., 2010; R. Wong et al., 2016). La presencia de diferentes tipos celulares como fibroblastos, macréfagos
y adipocitos también es notable en la hipodermis. Ademds, también cuenta con una abundante irrigacidon

sanguinea y linfatica (Mikesh et al., 2013; R. Wong et al., 2016).

En particular, los adipocitos son células especializadas que almacenan grasa subcutanea y se organizan en
I6bulos mediante tejido conectivo fibroso. Ademas de proporcionar un efecto de amortiguacion, la grasa

subcutdnea también ayuda a regular la temperatura corporal y proporciona aislamiento térmico al cuerpo.



1.1.2 Microorganismos que habitan la piel

Al ser el 6rgano mas grande del cuerpo humano, la piel es el hogar de muchos microorganismos que
forman parte de la microbiota cutanea (Byrd et al., 2018; Eisenstein, 2020; Kong & Segre, 2012; Ross et al.,
2018). Estos microorganismos incluyen bacterias, hongos y virus que habitan la superficie de la piel y los
foliculos pilosos (Baron et al., 2005; Roth & James, 1988). La mayoria de estos microorganismos no son
patdgenos y, de hecho, algunos de ellos son beneficiosos para la salud de la piel (Almoughrabie et al.,

2023; Christensen & Briiggemann, 2014; Lai et al., 2009).

Entre las bacterias que habitan en la piel, se encuentran los estafilococos y los estreptococos. Aunque
estos microorganismos pueden ser patdgenos, las caracteristicas anatdmicas, fisicas y quimicas de la piel
generalmente la protegen, haciendo que no sea susceptible a infecciones por estos microorganismos
(Christensen & Briiggemann, 2014; Cogen et al., 2008; Murphy & Frick, 2013). También se encuentran
bacterias como Propionibacterium acnes, que estan implicadas en el desarrollo del acné (Almoughrabie
et al., 2023; Marples et al., 1971; Toyoda & Morohashi, 2001). Algunas bacterias producen acidos que
ayudan a mantener la piel ligeramente acida, lo que es importante para prevenir el crecimiento excesivo
de otros microorganismos (Marples et al., 1971; M. Yang et al., 2020). Los hongos también son comunes
en la piel, especialmente en las dreas hiumedas y cdlidas como los pliegues cutaneos y los pies. El hongo
Candida albicans es comun en la piel y puede causar infecciones en ciertas circunstancias (Gallo, 2017;
Shahabudin et al., 2024). Sin embargo, en general, los hongos en la piel no causan problemas. Igualmente
los virus habitan la piel, especialmente el virus del papiloma humano (VPH) y el virus del herpes simple
(VHS) (Byrd et al., 2018; Y. E. Chen et al., 2018). Aunque estos virus pueden causar infecciones, la mayoria

de las veces permanecen latentes en la piel sin causar sintomas.

1.1.3 Petréleo y sus derivados

La palabra petréleo proviene del latin “petroleum” que significa “aceite de piedra” (Eneh, 2011). Se trata
de un material natural presente en la Tierra compuesto predominantemente por carbono e hidrégeno
(hidrocarburos), aunque también puede contener elementos no metalicos como sulfuro, nitrégeno y
oxigeno (Dembicki, Jr., 2017). El petroleo generalmente se presenta en estado liquido, con una coloracion
que va desde el amarillo hasta el negro (Eneh, 2011), pero puede existir en otros estados de la materia,
como gas o soélido, dependiendo de su naturaleza quimica y de las condiciones de presion y temperatura

(Dembicki, Jr., 2017; Eneh, 2011).
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El petréleo tiene dos principales aplicaciones: como fuente de energia para calefaccidn, iluminacidén y
locomocidn a través de la combustion, y como materia prima para la sintesis de muchas sustancias (Eneh,

2011), destacando las siguientes:

Combustibles: gasolina, diésel, queroseno, combustéleo, gas natural, gas licuado del petréleo

(GLP) y aceite combustible, entre otros.

e Lubricantes: aceites y grasas lubricantes para motores, maquinarias y equipos.

e Plasticos: polietileno, polipropileno, PVC, poliestireno, entre otros polimeros sintéticos.

e Productos quimicos: como el benceno, tolueno, xileno, fenol, metanol, etileno, propileno,
butadieno, entre muchos otros, que se utilizan para producir otros productos quimicos como

resinas, pinturas, fibras textiles, detergentes, cosméticos, medicamentos, entre otros.

e Asfalto: utilizado para la construccién de carreteras, techos y otros constituyentes.

e Otros productos: como la parafina, cera, nafta, aceites aromaticos, betun, entre otros.

Entre los hidrocarburos que constituyen el petrdleo, se incluyen los alcanos que componen cerca del 90%
del petréleo crudo, las parafinas (ramificadas y no ramificadas), naftenos o cicloparafinas, olefinas, y
muchos otros compuestos aromaticos (Eneh, 2011; McKee & White, 2014). El proceso mediante el cual se
obtienen productos utiles a partir del petréleo se conoce como refinamiento e incluye procesos como

destilacién y filtracién (Eneh, 2011).

El punto de ebullicién de los compuestos derivados del petréleo esta relacionado con el ndmero de
carbonos que conforman la molécula. Por lo general, mientras mas complejos son los compuestos, mas
elevado es el punto de ebullicién y, consecuentemente, su masa molecular aumenta (McKee & White,
2014). El punto de ebullicién puede variar entre los 20 y los 400 °C, dependiendo del estado en que se
encuentran los productos. Por ejemplo, la mayoria de los productos liquidos del petréleo estan
compuestos por entre cinco y diez atomos de carbono (Eneh, 2011). La Tabla 1 muestra el rango de
ebullicién y nimero de carbonos que componen las sustancias derivadas del petrdleo, asi como algunas

de sus aplicaciones.
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Tabla 1. Fracciones de la destilacidn del petréleo con su punto de ebullicién y aplicaciones generales [Tomado y
modificado de Eneh y colaboradores (Eneh, 2011)].

Numero de atomos
Rango de de carbono que i
YA Nombre comun Usos generales
ebullicién (°C) componen la
molécula (Cy)
Gas natural
<20 la4 (compuestos Combustible. Materias primas para la sintesis quimica
gaseosos)
El rigoleno es un producto intermediario entre el
Gas natural cymogeno y la gasolina, contiene principalmente pentanos
0-30 - (rigoleno y y anteriormente se utilizaba como anestésico tdpico. El
cymogeno) cymogeno estd compuesto mayoritariamente por butano y
se utiliza para generar bajas temperaturas
Petroleo ligero (éter
20-90 5a7 ) Solvente
de petréleo)
30 -150 5al14 Nafta cruda Solvente
70 -200 6a18 Gasolina Combustible, solvente
120 -160 5a10 Benceno Solvente para las industrias del aceite y la pintura
Queroseno Combustible para calefaccién y de motores de reaccion,
150 - 300 10a 38 ) L, . .. . T
(parafina) fabricacidn de insecticidas, disolvente, agente dieléctrico
>275 12a20 Diésel (gasdleo) Combustible
. . Lubricantes para motores de combustidn internas,
300 - 400 20a24 Aceite lubricante L, .
fabricacidn de velas, pulidor de zapatos, etc.
. Fabricacion de velas, papel encerado, pulidor, base de
>400 21a30 Cera de parafina L. . L
cosméticos y aislante eléctrico
Asfalto, betun o .
. Pavimentar
Residuos chapopote . .
. >40 . Lubricante y base cosmética
solidos Vaselina L, . . s
) Fabricar dnodos en la industria de la fundicién
Coque de petrdleo

1.1.3.1 Toxicidad de los derivados de petrdleo

Debido a la diversidad y complejidad de las estructuras de los hidrocarburos derivados del petrdleo,

determinar su toxicidad puede ser una tarea dificil. En general, aunque hay excepciones, estas moléculas

tienden a compartir caracteristicas toxicoldgicas y son pocas las que poseen una toxicidad inherente a sus

propiedades fisico-quimicas particulares (McKee & White, 2014). Sin embargo, se ha observado que, en

general, entre mas larga sea la cadena de carbonos y entre mas anillos de benceno contenga, mayor sera

su toxicidad.

Con base en su grado de toxicidad, estos hidrocarburos pueden agruparse de la siguiente manera: xilenos

> tolueno > pireno > antraceno y fenantreno > naftaleno > benceno > crudo pesado > crudo ligero > otros

hidrocarburos aromaticos > alcanos (Bopp & Lettieri, 2007; Montagnolli et al., 2015; Paixdo et al., 2007; L.

Wang et al., 2008).
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Es importante destacar que muchos de los productos generados a partir de la combustién o refinacién de
estos derivados del petréleo también representan un elevado riesgo para la salud, ya que contienen HAPs,
HAPs alquilados, alcanos (ramificados o no), cicloalcanos, alquilbencenos, acidos carboxilicos, butadieno,
metil terbutil-éter y xileno. Estos compuestos estan relacionados con la aparicion y desarrollo de diversos
trastornos, principalmente cancer en diferentes érganos como el rifién, cerebro, pancreas, higado,
prostata, piel, tractos aéreos y digestivo, asi como en las células del sistema sanguineo (leucemia), entre

otros (Khanna & Gharpure, 2017; Liang et al., 2005; Mckee & Plutnick, 1989; Mehlman, 1991).

1.1.4 Metaboldmica

En el metabolismo celular, tanto en nuestras células como en los microorganismos que nos colonizan,
ocurren diversas reacciones quimicas que producen una gran cantidad de moléculas, ya sean

intermediarias o productos finales, conocidas como metabolitos.

El estudio sistematico de los metabolitos en un organismo, célula o tejido es conocido como metabolémica
(Rivera & Garrido, 2018). Esta ciencia refleja la fisiologia celular, ya que es la expresién final de los procesos
bioquimicos que comienzan con la expresion de los genes. Ademas, estudia los resultados finales de las
interacciones organismo-medio ambiente, lo que permite evaluar las funciones y la salud del organismo a

nivel molecular (Bauermeister et al., 2022; Jarmusch et al., 2019; Rivera & Garrido, 2018).

En afios recientes, la metaboldmica ha recibido un gran impulso gracias a las mejoras en la cromatografia
de liquidos acoplada a la espectrometria de masas en tdandem (LC-MS/MS) y la quimioinformatica. Estas
herramientas permiten detectar e identificar cientos-miles de metabolitos en poco tiempo (Sawada &
Yokota Hirai, 2013), lo que facilita la comprensién de la dinamica de los metabolitos, al medir cambios en

su abundancia como respuesta a estimulos ambientales o alteraciones en el entorno.

1.1.5 Estudio de la microbiota de la piel

El ser humano es un reservorio de microorganismos que forman complejos ecosistemas debido a su
interaccion con su hospedero (Tang et al., 2019). El estudio de la microbiota es un area en constante
evolucidn debido al interés en comprender las comunidades microbianas que habitan en diferentes

entornos, incluyendo el cuerpo humano. Como ya se hizo mencién, la microbiota puede influir en la salud
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y el bienestar de su hospedero, y los cambios en su composicidn, se han relacionado con diversas

patologias.

Antiguamente, el andlisis de las comunidades microbianas en la piel se basaba en el cultivo de los
microorganismos obtenidos de una muestra y estaba limitado a la capacidad de proporcionar las
condiciones idéneas para el cultivo y aislamiento microbiano. No obstante, los estudios pioneros lograron
reportar la presencia de diversos estafilococos, como S. epidermidis, y otros colonizadores comunes de la
piel que pertenecen a los géneros Corynebacterium, Propionibacterium, Brevibacterium y Micrococcus
(Fredricks, 2001; Kong & Segre, 2012; Leydcn et al., 1987; Roth & James, 1988). Asimismo, se logré el
aislamiento y cultivo del género Malassezia, una especie fungica comunmente presente en areas sebaceas

de la piel (Fredricks, 2001; Kong & Segre, 2012).

Sin embargo, este enfoque tiene la limitacion de subestimar la diversidad total de la comunidad al
seleccionar solo aquellos organismos que pueden crecer en condiciones artificiales (Byrd et al., 2018). Por
ejemplo, el género Staphylococcus tiende a tener mejores tasas de crecimiento en cultivo en comparacion
con los géneros Propionibacterium o Corynebacterium (Byrd et al., 2018). Ademas, algunos géneros
requieren condiciones particulares que los hacen dificiles de aislar en cultivo, como es el caso de
Treponema pallidum (Kong & Segre, 2012). En conclusién, el porcentaje de microorganismos que pueden
ser cultivado es realmente bajo, algunos autores sugieren que para muestras de agua de mar, agua o
sedimentos, menos del 1% de las bacterias pueden ser cultivadas (Amann et al., 1995) y para el caso de

heces humanas, del 60 al 80% de las bacterias observables, no pueden ser cultivadas (Suau et al., 1999).

Con el desarrollo de las técnicas de biologia molecular, se ha mejorado la identificacién y cuantificacion de
los microorganismos que habitan en la piel, lo que ha permitido un mejor entendimiento de este mundo

microbiano (Kong & Segre, 2012).

En contraposicidn al cultivo, la extraccion y caracterizacién del ADN de comunidades microbianas se ha
vuelto la técnica mas utilizada para la identificacion de microorganismos (Amann et al., 1995; Fredricks,
2001). En bacterias, el gen mas cominmente utilizado como marcador es el que codifica para la subunidad
menor del ARN ribosomal (ARNr 16S), que se encuentra presente en todas las bacterias y arqueas
conocidas y posee regiones conservadas para la unién de los cebadores de PCR, asi como regiones
variables que permiten la identificacion y diferenciacion de bacterias o la inferencia de relaciones

filogenéticas (Byrd et al., 2018; Fredricks, 2001; Kong & Segre, 2012).
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Por su parte, el gen ITS1 es el mas utilizado para la identificacidon de hongos, ya que codifica para la region
del ARNr llamada espaciador interno transcrito 1 (ITS1, por sus siglas en inglés) (Avila-Rodriguez et al.,
2018; Byrd et al., 2018). Esta regién es ampliamente conservada en los hongos, lo que la hace ideal para

la deteccidn de diferentes especies (Nilsson et al., 2008).

Ademas, la secuenciacidn del ITS1, permite la identificacion de aquellas especies que no pueden ser
identificadas por medio de métodos tradicionales, basados en caracteristicas morfolégicas (Nilsson et al.,
2008). Conduciendo también a la caracterizacion de nuevas especies de hongos (Arifin etal., 2022;

Sugawara et al., 2022).

Igualmente, la secuenciacion no solo ha permitido avances en la identificacidon y caracterizacién de los
microorganismos presentes en una muestra (McMurdie & Holmes, 2013), también ha facilitado la
determinacidn de su abundancia relativa (Bukin et al., 2019; Fogel et al., 1999), el andlisis de su potencial
metabdlico (Langille et al., 2013) y su potencial interacciéon con el huésped (Amann et al., 1995). En
general, el estudio de la microbiota es una herramienta eficaz para explorar la compleja relacion entre los
microorganismos y su huésped, lo que puede tener importantes implicaciones para la prevencién y

tratamiento de diversas enfermedades.

1.1.5.1 Gen marcador ARNr 16S

El gen ARNr 16S forma parte de la subunidad ribosomal 30S, esta presente en todas las células procariotas
y consta de aproximadamente 1500 pares de bases. Posee nueve regiones variables (Figura 2) flanqueadas
por regiones conservadas, que han permitido el desarrollo de cebadores universales para la amplificacién
por PCR de las secuencias objetivo. Por tanto, se ha convertido en el gen marcador mds cominmente
utilizado para la asignacion de géneros y, en algunos casos, para la identificacion de especies bacterianas

(Chakravorty et al., 2007; Langille et al., 2013; Rizal et al., 2020; Srinivasan et al., 2015).

Las regiones hipervariables del gen ARNr 16S presentan diferentes grados de variacién. Cada region del
gen ARNr 16S permite distinguir mejor entre algunos géneros, o incluso especies. Por lo tanto, una sola
region no es suficiente para distinguir entre todas las bacterias (Chakravorty et al., 2007). Es por eso, que
resulta mejor utilizar diferentes regiones para obtener una proporcién mas precisa de los taxones y asi

conocer una mayor proporcion de la composicidn de la comunidad bacteriana (Bukin et al., 2019).
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Figura 2. Estructuras 2D y 3D del gen ARNr 16S donde se identifican con los mismos colores, cada una de las regiones
individuales. También se han coloreado algunos bloques para destacar estructuras importantes (Tomado de Yang et
al., 2016) (B. Yang et al., 2016)

Se ha observado que la region V1 es util para diferenciar entre Staphylococcus aureus (coagulasa positiva)
y especies de Staphylococcus coagulasa negativa (CONS, de sus siglas en inglés). Por otro lado, la regién
V6 no puede diferenciar entre Escherichia sp., Shigella sp. y Salmonella sp., ya que estas estan
estrechamente relacionadas. Sin embargo, las regiones V4 a V6 poseen la menor distancia geodésica
(distancia entre dos vértices en un arbol filogenético) (B. Yang et al., 2016), lo que las convierte en regiones
ideales para analisis bacterianos y filogenéticos (Bukin et al., 2019; Chakravorty et al., 2007; B. Yang et al.,

2016).

1.1.5.2 Secuenciacidn de siguiente generacién

En afos recientes, las tecnologias de secuenciacién han avanzado significativamente desde la propuesta
original de Sanger y Coulson en 1975 (Sanger, 1975; Sanger & Coulson, 1975). El inicio de la secuenciacion
de siguiente generacién (NGS, por sus siglas en inglés), se dio con la fundacion de 454 Life Sciences y la

introduccion de la primera plataforma de secuenciacion comercialmente disponible, la GS 20, en el afio
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2000. Esta plataforma establecid las bases para el futuro tecnolédgico, marcando la primera generacién de

plataformas NGS (Pareek et al., 2011; Rizal et al., 2020).

La segunda generacion se caracterizé por la aparicién de mas competidores, que implementaron nuevos
enfoques y ofrecieron la posibilidad de adquirir un mayor nimero de secuencias. La pirosecuenciacion,
propuesta por Roche y descontinuada en 2015, fue capaz de generar 500 millones de bases, siendo
superada solo por la plataforma SOLID, también descontinuada, con hasta mil millones de bases (Pareek

et al., 2011; Rizal et al., 2020).

Dos plataformas NGS destacaron en esta segunda generacidn: lllumina y lon Torrent. Estas utilizan la
secuenciacion por sintesis quimica y su habilidad para leer secuencias palindrémicas, las ha hecho
populares en los laboratorios de NGS. Con el desarrollo de mas plataformas NGS, se redujo
significativamente los costos de secuenciacion, pasando de un promedio de $84.39 USD por Megabase
(Mb) en un Roche GS Flex a $5.97 USD por Mb para el lllumina-Solexa. Esto supuso una disminucién de
mas del 90% en comparacidn con el costo original, lo que hace posible secuenciar miles de genes para

obtener una mejor comprension de los sistemas bioldgicos (Pareek et al., 2011; Rizal et al., 2020).

1.1.5.3 16SNGS

El desarrollo herramientas NGS, impulsé la secuenciacion de ARNr 16S de siguiente generacion (16SNGS),
como algunos autores lo han sefialado (Rizal et al., 2020). Esto gracias al aumento en el nimero de
fragmentos secuenciados en un menor tiempo (L. Chen et al., 2014), incluso en muestras complejas (Rizal

et al., 2020).

En términos generales, el andlisis de comunidades bacterianas basado en el gen ARNr 16S, consta de tres
pasos principales (Figura 3). En primer lugar, se extrae el ADN total de la comunidad a partir de una
muestra, que puede ser de tejido, fluidos de un organismo o de muestras ambientales como suelo o agua
(Rizal et al., 2020). Existen varios kits comerciales para la extraccién, que utilizan tratamientos enzimaticos,

ruptura térmica y/o lisis mecanica para el tratamiento de las células procariontes (Bjerre et al., 2019).

Después de la extraccion, se cuantifica el ADN para determinar la cantidad, calidad y rendimiento (Bjerre
et al.,, 2019; Head et al., 2014; Rizal et al., 2020; Sabat et al., 2017; Watanabe et al., 2018). En segundo

lugar, se preparan las bibliotecas de los genes ARNr 16S. Esto implica la seleccion de una o varias regiones
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variables (V1 a V9) para su amplificacién, seguida de la adicién de adaptadores que permiten que los
fragmentos de ADN se unan a la superficie de las celdas del secuenciador (Bartram et al., 2011; Buermans

& den Dunnen, 2014; Head et al., 2014; Rizal et al., 2020).

| = WA
|

5243 ATICCGTGGTGTT — e
seqd ATGGCGTGGCGTG — f—
—
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c ‘ seqd ATGGOGTGGLETE ‘

seqd ATCGCGTGGLGTG
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~ -
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Figura 3. Flujo de trabajo de identificacion bacteriana a través de 16SNGS. La extraccion de ADN de las muestras se
lleva a cabo en el primer paso del flujo de trabajo 16SNGS. Después de la preparacion de la biblioteca, se realizara
NGS de los fragmentos de ARNr 16S, seguido de un analisis bioinformatico para identificar las bacterias. (Basado en
lo publicado por Rizal et al., 2020 (Rizal et al., 2020))

Luego se realiza la cuantificacion y normalizacion de los amplicones antes de la secuenciacion (lllumina
Inc., 2013; Pichler et al., 2018; Rizal et al., 2020; ThermoFisher Scientific, 2015). Finalmente, en el tercer
paso, se lleva a cabo la secuenciacion de los amplicones para su posterior andlisis bioinformatico (Pichler

et al., 2018).
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1.1.5.4 Analisis bioinformatico 16S y asignacién taxondmica

Después de la secuenciacion, se realiza el preprocesamiento bioinformatico de las lecturas sin procesar,
conocido también como analisis de control de calidad (QC). Este proceso es esencial para los datos de
secuenciacién de amplicon (Jinemann et al., 2017; Rizal et al., 2020) y se compone de varias etapas con
herramientas de libre acceso, que incluyen, aunque no forzosamente en el siguiente orden: [1] el empalme
de las lecturas sentido y anti-sentido para los datos de secuenciacion pareados (Maran & Davis G., 2022),
para este fin existen programas como NGmerge (Gaspar, 2018), BBmerge (Bushnell et al., 2017) o PEAR (J.
Zhang et al., 2014), [2] evaluacidn de la calidad de las secuencias antes y después del recorte con FASTQC
(Andrew, S., 2010) o Quack (Thrash et al., 2018), [3] eliminacidon de adaptadores de secuenciacion,
cebadores de amplificacién e identificadores de multiplexado (Jinemann et al., 2017) con Trimmomatic
(Bolger et al., 2014), Cutadapt (Martin, 2011), PEAT (Y.-L. Li et al., 2015) o SeqPurge (Sturm et al., 2016),
[4] filtrado o recorte de secuencias de baja calidad (Jinemann et al., 2017) con DUK-A (M. Li, 2011), UrQt
(Modolo & Lerat, 2015), PRINSEQ (Schmieder & Edwards, 2011) o FastqCleaner (Roser et al., 2019), [5]
deteccién de blancos de amplificacién incorrectos mediante alineaciones (Jlinemann et al., 2017) con
mothur (Schloss et al., 2009), PyNAST (Caporaso, Bittinger, et al., 2010), QUIIME (Caporaso, Kuczynski,
et al., 2010), NAST (DeSantis, Hugenholtz, Keller, et al., 2006) o RDP (Cole et al., 2009), [6] correccidn de
lecturas o eliminacion de ruido (Huse et al., 2010; Junemann et al., 2017) con UNOISE (Edgar & Flyvbjerg,
2015), AmpliconNoise (Quince et al., 2011), DUDE-Seq (B. Lee et al., 2017) o IPED (Mysara et al., 2016), [7]
recorte de las lecturas a la misma longitud para su agrupamiento con las mismas herramientas que en el
paso (Jinemann et al., 2017) [2], [8] agrupamiento de lecturas idénticas y seleccion de una lectura
representativa junto con un conteo de su abundancia (de-replicacién) (Jinemann et al., 2017) con MAFFT
(Katoh et al., 2005), UBLAST/USEARCH (Edgar, 2010), CD-HIT (Fu et al., 2012), DNACLUST (Ghodsi et al.,
2011) o MeShClust (Girgis, 2022), y [9] deteccidn y eliminacién de secuencias quiméricas con UCHIME2
(Edgar et al., 2011) o DECIPHER (Wright, 2016). Es importante eliminar las secuencias quiméricas porque
pueden conducir a la generacion de unidades taxondmicas artificiales en estudios posteriores (Jinemann
et al., 2017; Rizal et al., 2020). Todas estas etapas mejoran significativamente la precisién de los andlisis

posteriores (Jinemann et al., 2017; Rizal et al., 2020).

En el andlisis bioinformatico de secuencias de bacterias/arqueas, se suelen construir unidades
taxondmicas operativas (OTU, por sus siglas en inglés) agrupando secuencias con una similitud 297% que
corresponden a la misma especie (Bharti & Grimm, 2021; N.-P. Nguyen et al., 2016; Oulas et al., 2015; Rizal
et al., 2020). Aunque también se pueden utilizar otras métricas de disimilitud (N.-P. Nguyen et al., 2016;

Oulas et al., 2015). Hay diversas estrategias para generar OTU, como el enfoque [i] de novo que agrupa y
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diferencia todas las lecturas sin referencia, pero es recomendable solo para conjuntos de datos pequefios
debido al elevado esfuerzo computacional. Por otro lado, el enfoque de [ii] referencia cerrada se utiliza
cuando los amplicones no se empalman y existe una coleccién de secuencias disponibles. Y el enfoque de
[iii] referencia abierta se emplea cuando los amplicones empalman y existe una biblioteca de secuencias
de referencia (Oulas et al., 2015). Todas estas estrategias se pueden encontrar en herramientas populares
como QIIME, que genera tablas de OTU en formato BIOM (Caporaso, Kuczynski, et al., 2010; Rizal et al.,
2020).

Sin embargo, existen otros proyectos como DADA2 (Callahan et al., 2016), Deblur (Amir et al., 2017), MED
(Eren etal.,, 2015) y UNOISE2 (Edgar, 2016) que han desarrollado otras estrategias para mejorar la
resolucidon taxonédmicay corregir errores en el agrupamiento, como las variantes de secuencia de amplicon
(ASV) (Rizal et al., 2020). Aunque la eleccién mas adecuada para el andlisis dependera del tipo de datos y
del usuario, se considera que DADA2 tiene la mayor resolucion y sensibilidad (Allali et al., 2017; Prodan
et al., 2020; Rizal et al., 2020), aunque produce una cantidad elevada de ASV espurios que pueden ser
eliminados en analisis estadisticos posteriores (Prodan et al., 2020). Por lo tanto, DADA2 es una de las

opciones mas viables debido a su alta resolucién (Prodan et al., 2020).

1.1.5.5 Inferencias del estado metabdlico

La comprension de la asociacidn entre microbios y sus funciones sigue siendo un reto y el analisis basado
en marcadores genéticos no indica directamente las capacidades metabdlicas de los microorganismos, a
diferencia de la metagendmica. No obstante, con el crecimiento acelerado en la disponibilidad de genomas
y el potencial de cdmputo actual, es posible predecir las funciones microbianas a partir de datos de genes

marcadores, como el gen 16S.

Diversas herramientas permiten predecir metagenomas utilizando datos de secuenciacién del gen 16Sy
bases de datos de genomas de referencia(Langille et al., 2013). Esto reduce significativamente los costos,
ya que el andlisis de secuencias para metagendmica es considerablemente mas caro que el de amplicon.
Desde 2013 y hasta 2022, se han publicado alrededor de 20 herramientas o bases de datos disponibles
gue recuperan informacién sobre datos funcionales o ecoldgicos a partir de marcadores taxonémicos (16S
o ITS) con un desarrollé de 2 hasta 4 por afio (Djemiel et al., 2022), reflejando el interés constante en este
tipo de herramientas las cuales permiten una mejor comprensién de la diversidad funcional de las

comunidades microbianas.
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No obstante, es preciso mencionar que la secuenciacidon del gen marcador ARNr 16S presenta varias
desventajas, incluyendo una resolucién taxondmica limitada, ya que las plataformas de secuenciacién de
amplicones que se centran en las regiones variables del gen 16S no pueden distinguir entre especies
estrechamente relacionadas. Ademas, la variacidn intragendmica, con multiples copias polimdrficas del
gen 16S dentro del mismo genoma, puede complicar la clasificacion taxondmica y causar errores de
identificacion. También existe un sesgo en la seleccidon de subregiones del gen 16S, lo que afecta la
precisidon en la identificacidon de ciertos taxones bacterianos. Finalmente, el uso de subregiones fue un
compromiso histérico debido a limitaciones tecnolégicas pasadas, lo que puede no proporcionar suficiente

variacién de secuencia para una discriminacion precisa a nivel de especie (Johnson et al., 2019).

1.1.6 Efecto de los hidrocarburos en las comunidades microbianas que habitan la

piel y en el metabolismo de esta.

Diversos estudios han mostrado el impacto negativo de los derivados de hidrocarburos en el microbioma
de la piel. Leung y colaboradores (Leung et al., 2020) encontraron una correlacidén entre la exposicion a
HAPs y la abundancia de ciertos comensales en la piel, un aumento en el nimero de genes asociados a las
vias metabdlicas relacionadas con la degradacion de estos compuestos y con la aparicion de lesiones en la
piel (Figura 4). Asi mismo, Sowada y colaboradores (Sowada et al., 2017) detectaron genes asociados con
la degradacién del benzo[a]pireno (B[a]P) en cultivos de bacterias obtenidos de muestras de piel expuestas

al B[a]P asi como de metabolitos altamente cito- y geno- téxicos producto del catabolismo microbiano.

Recientemente, un estudio metaboldmico in vitro evalud el efecto de tres hidrocarburos en lineas
celulares inmortalizadas de queratinocitos. Encontrd alteraciones en metabolitos asociados a multiples

vias metabdlicas, incluyendo la sintesis de lipidos, aminodacidos y aminas biogénicas (Potratz et al., 2016).

También se ha reportado que la exposicién crénica a la contaminacion ambiental, especialmente a los
HAPS, esta asociada con un aumento en los trastornos de la piel como desordenes en la pigmentaciény la
aparicidon de arrugas, asi como con perfiles metabdlicos alterados, incluyendo niveles elevados de N-
acetilaminodcidos y gamma-glutamilaminoacidos. Ademas, el microbioma de la piel de personas que viven
en dreas contaminadas muestra una mayor diversidad bacteriana y cambios microbianos especificos.
Evidenciando que existe una correlacidn significativa entre los niveles de HAP en muestras de cabello y los
cambios en los metabolitos de la piel, lo que sugiere un impacto directo de la contaminacidn en la salud

cutanea (Misra et al., 2021).
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Por otra parte, productos cosméticos que contienen derivados de hidrocarburos, como el talco,
desodorante y crema facial, pueden alterar la diversidad quimica y microbiana de la piel, incluso varios
dias después de su aplicacion, como demostré un estudio que empleaba la metabolémica y la
secuenciacion de ARNr 16S en sujetos sanos (Potratz et al., 2016). En este estudio, se encontrd que el uso
de estos productos afectaba la diversidad de bacterias y arqueas en la piel, ademas de que eran capaces
de persistir después de su aplicacion, evidenciando la capacidad que tenian de penetrar las estructuras

celulares y acumularse.

Estos hallazgos indican una respuesta tanto del organismo como de la microbiota cutanea. Sin embargo,
aun se desconoce la magnitud del impacto de la exposicion a hidrocarburos en las comunidades
microbianas de la piel, asi como en el metabolismo de estas comunidades y de las células humanas, y las
repercusiones que esto tendra en la salud humana. La elucidacién de estas interrogantes puede ayudar a
comprender el riesgo potencial al que estan expuestos los individuos en contacto con hidrocarburos en la
piel. La unién de la metabolédmica y la secuenciacidn de ARNr 16S puede ser una combinacién util para
empezar a entender la respuesta de la microbiota de la piel al espacio quimico que involucra las células de

la piel.

A)

B)
B e & F

Figura 4. Diagrama esquematico que muestra el efecto de los hidrocarburos derivados del petréleo en las células de
la piel. A) Baja/Nula exposicion. B) Efectos debidos a la exposicion y penetracidn de los hidrocarburos derivados del
petréleo en las células de la piel, destacan la formacion de irregularidades en la superficie de la piel (arrugas),
desérdenes en la pigmentacién y efectos inflamatorios.
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1.2 Justificacion

Los hidrocarburos derivados del petréleo, como solventes, plasticos, grasas y aceites industriales, son
ubicuos en nuestro entorno. Debido a las diversas propiedades fisicoquimicas de estas moléculas, es
factible que puedan ingresar y acumularse en nuestro cuerpo. La piel constituye uno de los principales
sitios de contacto y acumulacién de estos compuestos. Ademas, es un dérgano con una alta actividad

metabdlica y hogar de diferentes bacterias, hongos y virus.

Debido al contacto constante con estos compuestos es importante comprender el efecto que tienen en
las comunidades bacterianas de la piel y su impacto en la salud humana. Por todo lo anteriormente
expuesto, este proyecto abordarad estas interrogantes utilizando tecnologias de ultima generacién vy

herramientas bio- y quimio- informaticas.

Esto permitird una mejor comprensidn del metabolismo de los hidrocarburos derivados del petréleo en la
piel de personas expuestas crénicamente a ellos. Los resultados de este trabajo intentan definir la
diversidad de metabolitos presentes en la piel, identificar aquellos relacionados con el metabolismo de
hidrocarburos, analizar el impacto en las comunidades bacterianas que habitan la piel e inferir los riesgos

para la salud de las personas con exposicién ocupacional a este tipo de compuestos.

1.3 Hipotesis

Dado que se ha demostrado que la exposicidon crénica a hidrocarburos altera significativamente la
composicion de las comunidades microbianas y el metabolismo tanto de las bacterias como de las células
humanas de la piel, se espera que el microbioma y el metaboloma de la piel de sujetos expuestos a
hidrocarburos derivados del petréleo presenten diferencias notables en comparacion con los de sujetos

no expuestos.

Estas diferencias podrian manifestarse como cambios en la diversidad y abundancia de especies
microbianas, asi como en los perfiles metabdlicos especificos. En particular, se anticipa que habra
alteraciones en la concentraciéon de metabolitos clave, algunos de los cuales podrian estar asociados con
dafio celular, inflamacion y otros procesos patolédgicos. Estas modificaciones en el metaboloma podrian
tener implicaciones importantes para la salud cutanea y general de los individuos expuestos, incluyendo

un mayor riesgo de enfermedades dermatoldgicas y sistémicas.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la exposicidon crdnica ocupacional a derivados de hidrocarburos sobre las

comunidades bacterianas y el metabolismo de la piel.

1.4.2 Objetivos especificos

e I|dentificar los cambios en la diversidad y funcionalidad de las comunidades bacterianas de la piel

entre sujetos expuestos y no expuestos derivados de hidrocarburos.

e Caracterizar las alteraciones en el perfil metabdlico cutdneo inducidas por la exposicion a

derivados de hidrocarburos, comparando sujetos expuestos y no expuestos.

e Determinar las correlaciones entre las comunidades bacterianas y los metabolitos cutaneos, y su
relevancia en la respuesta del hospedero a la exposicion a derivados de hidrocarburos,

comparando sujetos expuestos y no expuestos.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Seleccion de los grupos control e impactado por la presencias de

hidrocarburos

Se seleccionaron diez hombres con edades de entre 22 y 55 afios, cinco de los cuales tenian evidencia de
exposicién cronica a hidrocarburos derivados del petréleo. Como grupo control, se seleccionaron otros
cinco sin evidente exposicién crdnica. Se excluyeron aquellos que tenian enfermedades diagnosticadas
recientemente (< 1 afio) o procedimientos visibles en la piel. Todos los voluntarios dieron su
consentimiento reportado por escrito, el cual fue aprobado por el Comité de Bioética-CICESE para la

realizacion de estudios con humanos (Anexo C).

2.2 Pretratamiento de los hisopos

Los hisopos utilizados para los andlisis metaboldmicos se lavaron con 2 mL de una disolucion EtOH:H20
(vol/vol), mientras que para los analisis de secuenciacion de ARNr 16S se lavaron con tampdn Tris-HCI 50
mM pH 7.6, 1 mM EDTA. Los hisopos fueron sumergidos en los respectivos liquidos contenidos en viales
de vidrio y cubiertos con aluminio durante 2 horas. Se repitié el procedimiento dos veces mds con una
disolucién fresca de 2 mL en cada caso. Antes de tomar cada muestra, se cambiaron los hisopos por

disolucion fresca.

2.3 Recoleccion de la muestra

Se recolectaron muestras con hisopos previamente humedecidos en disolucién de EtOH/H20 para los
analisis metaboldmicos o en tampdn Tris-HCI 50 mM pH 7.6 1 mM EDTA para la secuenciacion de ARNr
16S. Se tomaron cuatro muestras de cada sujeto experimental, dos por andlisis (metabolémico y
secuenciacién) de la parte dorsal de la mano (mayor exposicion aparente a hidrocarburos) y de la parte
alta del brazo cerca del hombro (nula exposicién aparente). Las muestras se recolectaron con movimientos
lineales uniformes para asegurar la recoleccién en toda la superficie del algoddn. Después, las muestras

se dejaron en los viales con disolucidn durante 3 horas para que liberaran los compuestos adsorbidos.
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2.4 Analisis de amplicon ARNr 16S

2.4.1 Extraccion de material genético y secuenciacidn

Se extrajo el ADN de las muestras del grupo control y el. expuesto utilizando un kit de aislamiento de ADN
PowerMax Soil (MoBio, Carlsbad, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracién
y pureza del ADN extraido se determind con un espectrofotémetro NanoDropTM Lite (Thermo Scientific,

EE. UU.).

Para la amplificacidn de la regién V3-V4 del gen ARNr 16S, se emplearon los cebadores S-D-Bact-0341-b-
S-17 y S-D-Bact-0785-a-A-21 (Klindworth et al., 2013). La reaccion de PCR se llevd a cabo siguiendo un
protocolo modificado (Anexo B) basado en las directrices del sistema Illumina MiSeq (San Diego, CA, EE.
UU.) (Caporaso etal.,, 2012). Los amplicones generados fueron etiquetados y agrupados en

concentraciones equimolares para su posterior secuenciacion utilizando el sistema lllumina MiSeq

2.4.2 Asignacidon taxondmica y analisis general de la comunidad bacteriana

Los analisis siguientes se realizaron en el lenguaje de programacion R V3.6.1 e implementados con RStudio

V1.14.1106, a menos que se indique algo distinto.

Utilizamos el pipeline DADA2 (Callahan et al., 2016) para realizar el filtrado y recorte de las lecturas, inferir
las variantes de secuencia de los amplicones (ASVs) y asignar la taxonomia a las ASVs. Recortamos tanto
las lecturas forward como las reverse a 240 bases (truncLen=240). Ademas, truncamos las lecturas en la
primera instancia de una puntuacion de calidad de <2 (truncQ=2), recortamos las lecturas que contenian
>2 errores esperados (maxEEFor=2; maxEERev=2) y descartamos las lecturas con bases ambiguas

(maxN=0).

Estimamos un modelo de error paramétrico utilizando aprendizaje automatico no supervisado en 100
millones de secuencias para las lecturas forward y reverse por separado. Para cada muestra, desreplicamos
las lecturas de secuenciacion e inferimos las ASVs utilizando el algoritmo de inferencia de muestras DADA2
y el modelo de error estimado. Se utilizé el pseudo-pooling para la inferencia de muestras para aumentar

la sensibilidad a las ASVs a bajas frecuencias. Las secuencias desruidizadas se fusionaron utilizando las
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lecturas forward y reverse inferidas. Se identificaron y eliminaron las secuencias quiméricas utilizando la

funcidon removeBimeraDenovo (method="consensus").

Asignamos una taxonomia a cada ASV utilizando la versién 138 de la base de datos SILVA (Quast et al.,
2013). Eliminamos los singletons y las ASVs clasificadas como mitocondrias, asi como las ASVs que podrian

estar presentes en los hisopos o en el kit Power Soil.

La matriz de ASV generada previamente se normalizé utilizando el método de la media recortada de los
valores M (TMM) en EdgeR (Robinson et al., 2010). La normalizacién de los datos es importante para
corregir las diferencias en la profundidad de secuenciacidn y las variaciones técnicas entre las muestras.
Se eligidé edgeR para la normalizacion debido a su capacidad para manejar datos de alta dimensionalidad

y su robustez frente a datos dispersos.

Después de la normalizacién, se imputaron los valores faltantes en la matriz normaliza utilizando el
algoritmo MBimpute (Jiang et al., 2021). La imputacion de valores faltantes es importante para evitar que

se pierdan datos valiosos en el andlisis estadistico.

Los resultados obtenidos se analizaron con Phyloseq V1.30 (McMurdie & Holmes, 2013) y Vegan
V2.5.6(Oksanen et al., 2015), y se graficaron con ggplot2 V3.3.3. La diversidad alfa se calculé con el indice
de Shannon, y la diferencia en la estructura de la comunidad se calculé mediante un escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS) utilizando la distancia Unifrac (ponderada y no ponderada), para
determinar las diferencias entre los grupos evaluados (Cohorte (Expuestos vs No expuestos) y Subcohorte
(Exposicidn o no, por sitio corporal)). Se calcularon y graficaron los promedios de los resultados obtenidos
de las distancias a cada punto en el NMDS mediante el centroide. La abundancia relativa se implemento a

nivel de género, seleccionando a los 15 taxones mas abundantes.

2.4.3 Analisis estadisticos en los datos de microbioma

Para realizar el analisis estadistico univariado y multivariado en los ASVs, se utilizd el lenguaje de
programacion R a través de Rstudio y Microbiomeanalyst (Lu et al., 2023). En primer lugar, se extrajo la
matriz de ASVs generada de los andlisis con DADA2. La matriz contenia informacién sobre la presencia y

abundancia de cada ASVs en las diferentes muestras.
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Con la matriz de datos completa, se procedié a realizar una prueba U de Mann-Whitney para las
comparaciones entre grupos. La significancia se establecié en 0.05, lo que significa que se rechazé la

hipétesis nula si el valor de p era menor que 0.05.

2.4.4 Inferencias del estado metabdlico de las comunidades bacterianas

Para inferir las rutas metabdlicas, se llevd a cabo un anélisis con el uso de QIIME V1.9.1'%, Este método
utiliza Unidades Taxondmicas Operativas (OTU) y la base de datos GreenGenes (DeSantis, Hugenholtz,
Larsen, et al., 2006) para hacer la prediccidén del estado metabdlico. Los OTU se generaron mediante la
unién de secuencias utilizando el plugin VSEARCH (Rognes et al., 2016) aplicado al objeto que contiene las
secuencias demultiplexeadas, las cuales se obtuvieron a partir de secuencias en formato fastqg. Las
secuencias unidas se filtraron en funcién de los puntajes de calidad y luego se desreplicaron, colapsando
las secuencias al 100% de similitud. Finalmente, las secuencias desreplicadas se agruparon utilizando el

modelo de referencia cercana con un 97% de similitud con la base de datos GreenGenes.

Los resultados obtenidos se evaluaron con PICRUSt V1.1.4 (Langille etal., 2013). En primer lugar, se
normalizé la tabla de OTU por nimero de copias de genes. Posteriormente, se predijeron las funciones
metagendmicas, generando un archivo que contiene los ortélogos de la base de datos de la Enciclopedia
de Genes y Genoma de Kyoto (KEGG), la cual es una base de datos que ha sido curada manualmente para
integrar una gran variedad de entidades bioldgicas, organizadas en diferentes categorias de informacién
gue son: sistemas, gendmica, quimica y de salud (Kanehisa & Goto, 2000). Finalmente, los resultados se
visualizaron (utilizando el esquema de clasificacion KEGG Orthology [KO]) y se analizaron con el paquete

de software STAMP v2.1.3 (Parks et al., 2014).

2.5 Analisis metabolomicos

El método de extraccidn y analisis descrito a continuacion estd basado en cromatografia de liquidos de
fase reversa (RP-LC) acoplada a espectrometria de masas-masas (MS/MS). La cual tiene una afinidad
predominante por metabolitos hidrofébicos debido a la naturaleza de la columna C18 utilizada. Esta
columna retiene preferentemente compuestos no polares o ligeramente polares, permitiendo su
separacion efectiva. Sin embargo, la fase mévil utilizada (H20:ACN) y el gradiente de elucién permiten

también la deteccidén de un buen nimero de compuestos polares. Esto se debe a que el acetonitrilo, un
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solvente organico fuerte, puede eluir metabolitos polares que interactian menos con la fase estacionaria
hidrofdbica. Por lo tanto, aunque el método es ideal para metabolitos hidrofdbicos, su versatilidad permite

la deteccidn de una amplia gama de compuestos, incluyendo aquellos con caracteristicas polares.

2.5.1 Procesamiento de muestras

Se transfirio el contenido de los viales para los analisis metaboldmicos a tubos cénicos de 1.5 mL y se
concentraron en el equipo SpeedVac, utilizando los siguientes parametros: sin temperatura de

calentamiento, 0.01 de tiempo de calentamiento, 4 horas de tiempo, 0.01 de presiény rampa 1.

Una vez concentradas, las muestras se disolvieron en 200 pL de disolucién H20:ACN (5:95 V/V) grado
masas y se agitaron durante 1 minuto con ayuda de un Vortex. Después, se centrifugaron a 4 °C durante

10 min a 20800 rcf (14000 rpm).

Finalmente, se transfirié el 90% de la disolucién a otro tubo cdénico, el cual fue rotulado como "RFI" (Ready

for Inject) y se almacend a —80°C.

2.5.2 Adquisicién de datos por LC-MS/MS

Se transfirieron 20 pL de las disoluciones rotuladas como RFl a los viales de inyeccidn, y se preparé un vial
con 200 pL de fase mévil RFI como blanco. A continuacidn, se inyectaron 2 uL de las muestras en un equipo
de cromatografia de liquidos (CL) Agilent 1260 Infinity, utilizando una columna ProtID-Chip-43 Il (C18, 43
mm, 300 A, tamafio de particula de 5 pm) equipada con una columna de enriquecimiento de 40 nL para

separar las moléculas.

Las fases moviles utilizadas fueron H20 con 0.1% de Acido Férmico (FA) como disolucién A y Acetonitrilo
(ACN) con 0.1% de FA como disolucion B. Se empled un gradiente que consistié en un incremento linear
de 5% hasta 70% de fase mévil B en 15 minutos a un flujo de 200 nL/min. El tiempo total de corrida fue de

25 minutos, incluyendo el re-equilibrio de la columna a las condiciones iniciales.

Las moléculas eluidas se introdujeron a un espectrometro de masas Agilent 6530A Q-TOF (Quadrupole

Time-Of-Flight) a través de la interfaz Chip Cube-CL. Los espectros se adquirieron de manera automatica
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dependiente de datos en modo positivo, utilizando un rango de masa de 100-1800 m/z a una velocidad de
4 espectros/s para los MS1. Los espectros de MS1 que alcanzaron 500 cps se seleccionaron para la
adquisicion de MS/MS (50-1800 m/z) a una velocidad de 3 espectros/s y una abundancia blanco de 25,000
cps. Se seleccionaron un maximo de 5 iones precursores para cada ciclo de MS/MS con exclusion activa
después de 2 espectros. Las energias de colisidn se calcularon con base en la ecuacién CE= [(3.7 x m/z)

/100]+2.5.

Se establecio la temperatura de la fuente de gases en 325 °Cy el flujo de gas en 5 L/min. El equipo se

calibré diariamente para garantizar una precision de masa <5 ppm.

2.5.3 Procesamiento quimioinformatico de los datos

La metodologia utilizada se basé en el reporte de Moreno Ulloa y colaboradores (Moreno-Ulloa et al.,
2020), que consta de tres aproximaciones principales: (1) la deteccidn, extraccion y alineamiento de los
potenciales metabolitos en las muestras, (2) andlisis estadisticos univariados y multivariados, y (3)

anotacion de metabolitos.

Los archivos crudos en formato propietario (.d) obtenidos del espectrémetro de masas Agilent 6530A Q-
TOF se transformaron a un formato genérico (.mzML) mediante el software ProteoWizard (Holman et al.,
2014) y se procesaron con el software MZmine 2.34(Pluskal et al., 2010). Para la deteccion del centroide
de masa, se utilizd un nivel de ruido de 200 para los datos del MS1 y 15 para los datos del MS2. La creacion
de cromatogramas se realizé mediante el algoritmo ADAP (Automated Data Analysis Pipeline) (Myers
et al., 2017), con los siguientes parametros: cantidad minima de 5 scans consecutivos, altura maxima

minima de 200 y altura minima de 300.

La deconvolucién de los cromatogramas se efectué mediante el algoritmo ADAP (Myers et al., 2017),
utilizando los siguientes pardmetros: limite del cociente entre la intensidad de la sefial y el ruido 7, altura
minima 300, limite del cociente entre el coeficiente y area del pico 10, longitud del pico de 0.1 a 2.5

minutos y longitud de la onda base de 0.01 a 0.05.

Tras el procesamiento y la generacion de los cromatogramas, se agruparon los isGtopos presentes en los
datos utilizando los siguientes parametros: tolerancia m/z de 0.02, ppm de 0, tolerancia de tiempo de

retencién (RT) de 0.5, forma mondtona si y maxima carga de 1. Consecuentemente, se alinearon todas las
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muestras utilizando el algoritmo RANSAC (Fischler & Bolles, 1981), con los siguientes parametros:
tolerancia m/z de 0.02, ppm de 0, tolerancia RT de 0.5, tolerancia RT después de la correccién de 0.25,

iteraciones de RANSAC de 2000, nimero minimo de puntos (%) de 20 y valor de umbral de 1.

Para reducir la falta de valores en los picos alineados, ya sea porque se encuentran por debajo de los
umbrales, presentan una forma diferente o tienen cambios en su RT o m/z, se aplicé la funcion de
"buscador de picos" con los siguientes parametros: tolerancia de intensidad del 20%, tolerancia m/z de
0.02, ppm de O, tolerancia RT de 0.25 y puntos minimos de datos de 3. Posteriormente, se eliminaron los
picos duplicados mediante el médulo proporcionado en el software, utilizando el modo de filtrado de
promedio viejo, tolerancia m/z de 0.006, ppm de 0 y tolerancia RT de 0.1. Finalmente, se eliminaron los
iones detectados en el blanco que tenian una intensidad mayor a 850 de los iones detectados en las

muestras.

Se exportaron distintos archivos, que incluyen una tabla de todos los picos alineados y su abundancia por
muestra, una tabla de picos que contienen Unicamente un MS2 asociado y su abundancia por muestra, un
archivo en formato .MGF que Unicamente contiene los iones que contaban con un MS2 asociado para los
analisis en GNPS y un archivo en formato .MGF que Unicamente contiene los iones que contaban con MS2

asociado para los analisis en SIRIUS (Dihrkop et al., 2019).

2.5.4 Analisis estadisticos en los datos de metaboldmica

Para realizar los andlisis estadisticos univariantes y multivariante en los potenciales metabolitos a nivel
MS1, se empleé el lenguaje de programacion R a través de Rstudio y la plataforma Metaboanalyst (Pang
et al., 2022). En primer lugar, se filtraron los datos para eliminar los potenciales metabolitos (atributos a

partir de este punto) que tenian valores faltantes en mas de 17 muestras de las 23 totales.

Una vez filtrados los datos, se procedié a normalizarlos por quantiles utilizando la libreria NormalyzerDE
(Willforss et al., 2019). La normalizacién por quantiles se realiza dividiendo los valores de cada feature por
su percentil correspondiente. Esta normalizacion es Util para corregir las diferencias en la intensidad de
los atributos entre las muestras. Después de la normalizacidn, se imputaron los valores faltantes utilizando
el algoritmo Random Forest (RF) en la pagina web de METimp (Wei et al., 2018). La imputacion de valores

faltantes es importante para evitar que se pierdan datos valiosos en el andlisis estadistico.
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Con la matriz de datos completa, se procedié a realizar un andlisis paramétrico porque se observé que las
distribuciones de los datos seguian una distribucidon normal, utilizando un T-test para las comparaciones
entre grupos. La significancia se establecid en 0.05, lo que significa que se rechazé la hipdtesis nula si el

valor de p era menor que 0.05.

Igualmente, se realizé un analisis multivariado utilizando PCA y un mapa de calor. El PCA es una técnica
que permite reducir la dimensionalidad de los datos al proyectarlos en un espacio de menor dimension
mientras se mantiene la mayor cantidad posible de variabilidad en los datos. El mapa de calor, por otro
lado, es una visualizaciéon que permite mostrar la correlacidon entre los diferentes atributos en la matriz de
datos. Para el analisis estadistico en la abundancia de las clases quimicas de los metabolitos. Las
abundancias se agruparon por clase quimica, se transformaron en logaritmo base 2, se normalizaron,
imputaron vy clasificaron con Canopus. Se sumo el drea bajo la curva para cada clase, se determind su

media y se realizd una prueba T paramétrica con un nivel de significancia de p < 0.05.

2.5.5 Anotacion de metabolitos

Se realizé la anotacion automdtica de metabolitos a nivel de estructura utilizando la plataforma web Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) (Aron et al., 2020), siguiendo el nivel de clasificacion
2 de Metabolomics Standards Initiative (MSI) (Schymanski et al., 2014), y herramientas in silico como
MolDiscovery (Cao et al., 2021), CSI: FingerID (Diihrkop et al., 2015) y DEREPLICATOR+ (Mohimani et al.,
2018) (MSI, nivel 3). Recuperamos las clases quimicas de los metabolitos por grupo utilizando la
herramienta CANOPUS (Dihrkop et al., 2021) integrada en el software SIRIUS (Diihrkop et al., 2019)

version 4.9.12.

La red molecular se cred utilizando una puntuacién minima de coseno de 0,6 y un minimo de 4 iones de
fragmentos compartidos. Para la busqueda y anotacidn en la biblioteca, se requirié un minimo de 4 picos

coincidentes con un umbral de puntuacion de 0,6.

Para mejorar la anotacion de los metabolitos no identificados automaticamente a través de la coincidencia
espectral, utilizamos la herramienta in silico Network Annotation Propagation (NAP) (da Silva et al., 2018)
disponible en GNPS. NAP utiliza los resultados de las redes moleculares para reevaluar las listas in silico de

estructuras potenciales. Los parametros para NAP fueron: aductos [M+NH4]+, [M+H]+, [M+Na]+y [M+K]+,
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valor de coseno 0,6, adquisicion positiva y tolerancia m/z de 10 ppm. Todos los pardmetros se describen

en: https://proteomics2.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=5c91d7ff115a4522aaa1f4c255863d84.

Todas las anotaciones potenciales obtenidas a través de la biblioteca GNPS y NAP se categorizaron
automaticamente en una clase quimica utilizando la nomenclatura de ontologia quimica Classyfire
(Djoumbou Feunang et al., 2016). La integraciéon de las salidas de FBMN, NAP y Classyfire se llevd a cabo
utilizando el flujo de trabajo MolNetEnhancer (Ernst et al., 2019), que se ejecutd en Python utilizando el
paguete MolNetEnhancer. La red de salida generada se visualizé en Cytoscape (v3.10.1) y se coloreé a

nivel de subclase quimica.

2.6 Determinacion de la interaccion de los datos metabolito-bacteria

Para determinar el origen de los metabolitos e impacto que podrian tener en el microbioma se utilizé M?IA
(Ni et al., 2019). Ambas combinan una amplia variedad de métodos de analisis estadisticos univariados y
multivariados para la integracion de los datos y el correspondiente andlisis de correlacion. De manera
general, M?|A realiza estudios estadisticos y posteriormente un andlisis funcional recurriendo para ello a
la base de datos de vias metabdlicas KEGG (Kanehisa & Goto, 2000) y asi proporcionar conocimientos
profundos de las correlaciones bioldgicas, entre los microorganismos identificados y una reaccién

metabdlica o via metabdlica especifica.

Para analizar los datos de metabolitos, utilizamos el marco de datos previamente normalizado e imputado
a nivel MS1, seleccionando solo las caracteristicas identificadas (con MS2 asociado). Para los datos del
microbioma, empleamos la tabla ASV prenormalizada e imputada junto con su informacion taxondmica

correspondiente y el archivo de secuencia de referencia producido a partir del andlisis DADA2.

Nos abstuvimos de aplicar procedimientos adicionales de filtrado, imputacién y normalizacidn, ya que los
datos ya habian pasado por una prenormalizacién e imputacién robusta. Para comparar los diferentes
grupos de manera univariada, empleamos la prueba t de Student para los conjuntos de datos de
metaboloma y U de Mann-Whitney para microbioma, considerando un valor p < 0,05 como

estadisticamente significativo.

Seleccionamos los analisis de Procrustes y Co-inercia para proporcionar una descripcion general de la

similitud entre los conjuntos de datos de microbioma y metaboloma. Estas técnicas estadisticas
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multivariadas exploran correlaciones entre distintos conjuntos de datos émicos mediante un enfoque
basado en permutaciones que considera multiples coordenadas o componentes principales (Paliy &
Shankar, 2016). Esta metodologia permite una evaluacion integral de las correlaciones entre diversos tipos

de datos dmicos.

Para explorar las correlaciones entre las bacterias diferencialmente abundantes (a nivel de género) y la
abundancia de metabolitos, empleamos el andlisis de correlaciébn de Spearman, siguiendo las
recomendaciones de los desarrolladores de M2IA. Los valores de corte del coeficiente de correlacion se

definieron como R >0y p < 0,05.

Los resultados se representaron visualmente de dos maneras:

e Diagrama de cuerdas: Para identificar géneros bacterianos que exhibieron correlaciones con

diferentes clases de metabolitos.

e Mapas de calor: Para identificar grupos de bacterias y metabolitos con correlaciones significativas.
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Capitulo 3. Resultados

En el estudio piloto, se analizaron las muestras de piel recolectadas de diez participantes masculinos. Las

caracteristicas generales de los sujetos se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros antropométricos y de exposicién a HCs de los sujetos de estudio

Valor-p
Expuestos No expuestos (prueba t)
Edad (afios) 37.6 [25-49] 39 [22-55] 0.9
Altura (m) 1.69 [1.62-1.77] 1.76 [1.69-.187] 0.09
Peso (kg) 74 [69-79] 85 [53-108] 0.09
Tiempo de exposicién a . -
HCs (afi0s) 16.2 [5-35] Sin exposicidon
indice de masa corporal
2 26.3[22-30.1] 27.1[18-31.7] 0.8
(kg/m )
Aceites industriales y
Fuente de exposicion a comerciales, grasas, Nineuna
HCs disolventes (para lavado &
de manos), lubricantes
Tiempo desde el ultimo 4.1[2-5] 6.2 [1-19] 05
lavado de manos

3.1 Analisis inicial del microbioma

En nuestro andlisis de amplicones, detectamos exitosamente 2,584 variantes de secuencia de amplicones
(ASVs) asociadas con bacterias (Anexos, Tabla 5). Estas ASVs se clasificaron en 23 filos distintos,

proporcionando una comprensiéon mas completa de la diversidad bacteriana en nuestras muestras.

Resulta relevante comentar que el control de hisopos contenia material genético (resultado no mostrado)
asociado principalmente a bacterias del Filo Proteobacteria (se ha sugerido que se reconsidere como
Superfilo (Yarza et al., 2014)). Su presencia puede deberse a una contaminacién en los kits o en los hisopos,
pese a que estos Ultimos se esterilizaron al igual que, la solucién reguladora usada para la extraccion. Se
ha reportado la presencia de contaminacién por Pseudomanas spp. y Escherichia coli, en diversos kits de

extraccién (Bjerre et al., 2019), uno de los cudles, es de la misma marca del que se empled en este anélisis.
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Igualmente, esto no representd un problema para los andlisis posteriores debido a que, el ADN bacteriano

detectado en el blanco fue eliminado de las demas muestras en los analisis bioinformaticos posteriores.

3.2 La exposicion a HCs es el principal impulsor de la variacion del microbioma

Por ello, para nuestra exploracién inicial del microbioma, investigamos la diversidad bacteriana (diversidad
alfa) utilizando el analisis de diversidad de Shannon a nivel de variante de secuencia de amplicon (ASV).
Comparamos tanto el nivel de cohorte como los niveles de subcohorte. A nivel de cohorte (Figura 5A),
observamos diferencias en los perfiles del microbioma de la piel. Las muestras E exhibieron una mayor
diversidad en comparacion con las muestras de NE (H = 5.419 y H = 5.069, respectivamente). Algo similar
también ocurrid a nivel de subcohorte (Figura 5B), donde especificamente las muestras EH mostraron una

mayor diversidad (H = 5.551) en comparacién con las NEH (H = 5.061), EA (H = 5.287) y NEA (H = 5.077).
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Figura 5. Grafico de caja/violin de la métrica de la diversidad alfa en las muestras de piel de sujetos expuestos y no
expuestos a hidrocarburos derivados del petréleo a nivel de: A) Cohorte donde: E = Expuestos y NE = No Expuestos,
y B) Subcohorte donde: EA=Brazo expuesto, NEA=Brazo no expuesto, EH=Mano expuesta y NEH=Mano no expuesta.
Las medianas estan marcadas por las lineas horizontales dentro de los recuadros, los bigotes representan las
desviaciones estandar.
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Una prueba t demostrd que existian diferencias significativas entre las medias de cada grupo para la
métrica de diversidad alfa (indice de Shannon) a nivel de Cohorte (p = 0.001). Con respecto al nivel de
Subcohorte (Tabla 3), la prueba t utilizando la misma métrica anterior evidencié que solo las
comparaciones entre EH versus NEH (no pareada), EH versus NEA (no pareada), y EH versus EA (pareada)
presentaban diferencias significativas (p = 0.001, p = 0.001 y p = 0.038 respectivamente). Esto sugiere que
la exposicidn a hidrocarburos puede estar asociada de forma significativa en la variaciéon del microbioma

en la superficie de la piel.

Tabla 3. Comparacién de dos grupos del indice de diversidad de Shannon a nivel de subcohorte.

Comparacion Tipo Valor p?
NEA vs NEH Pareada 0.928
NEA vs EA No pareada 0.1056
NEA vs EH No pareada 0.0013
NEH vs EA No pareada 0.0845
NEH vs EH No pareada 0.0010
EA vs EH Pareada 0.038

Abreviaturas: EH, manos de individuos expuestos; NEH, manos de individuos no expuestos; EA, brazos de
individuos expuestos, y NEA, brazos de individuos no expuestos. Los valores p en negrita indican
significancia.

3.3 Desenmascarando el efecto de los HCs en la diversidad 8

Para investigar el impacto potencial de la exposicién a hidrocarburos de petréleo en la diversidad beta, se
generaron matrices de distancia utilizando las distancias UniFrac ponderadas y no ponderadas entre todas
las muestras a nivel de Cohorte y subcohorte. Los graficos de escalamiento multidimensional no métrico
(NMDS) revelaron patrones de agrupamiento distintos basados en la condicion de exposicién tanto a nivel
de Cohorte como de subcohorte (Figuras 6 y 7), proporcionando informacidn sobre la influencia de la

exposicién a HCs en la composicidn de las comunidades microbianas de la piel.

Para explorar mds esta relacién, realizamos pruebas adonis por pares utilizando distancias UniFrac
ponderadas y no ponderadas (Anexos, Tabla 6). Se observaron diferencias significativas solo con distancias
UniFrac no ponderadas a nivel de Cohorte (NE vs. E, p = 0.005), indicando un efecto significativo derivado
de la exposicion a HCs en la composicion del microbioma de la piel. A nivel de subcohorte, ocurrid algo
similar, solo se encontraron disimilitudes significativas utilizando las distancias UniFrac no ponderadas,

entre sitios especificos de la piel y la exposicion a derivados del petréleo (NEA vs. EH, p = 0.044 y NEH vs.
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EH, p = 0.049), mientras que no se detectaron diferencias significativas con distancias UniFrac ponderadas.
Estos hallazgos sugieren que la exposicién a HCs afecta la composicidon general del microbioma de la piel

pero no las abundancias relativas de los taxones microbianos.
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Figura 6. Analisis de NMDS con las distancias UniFrac ponderadas (izquierda) y no ponderadas (derecha) entre las
comunidades microbianas de muestras de piel de sujetos expuestos y no expuestos a hidrocarburos derivados del
petrdleo a nivel de cohohrte. La cohorte se divide en sujetos expuestos (E) y no expuestos (NE). Cada muestra se
representa mediante un circulo pequefio y el centroide, definido como la distancia media a todas las muestras para
esa condicidn, se representa mediante un circulo de mayor tamafo.
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Figura 7. Andlisis de NMDS conn las distancias UniFrac ponderadas (izquierda) y no ponderadas (derecha) entre las
comunidades microbianas de muestras de piel de sujetos expuestos y no expuestos a hidrocarburos derivados del
petréleo a nivel de subcohorte. La subcohorte se divide en brazo expuesto (EA), brazo no expuesto (NEA), mano
expuesta (EH) y mano no expuesta (NEH). Cada muestra se representa mediante un circulo pequefio y el centroide,
definido como la distancia media a todas las muestras para esa condicion, se representa mediante un circulo de
mayor tamaiio.
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3.4 Composicion de la comunidad bacteriana

De los veintitrés filos identificados en este estudio (Anexos, Tabla 7). El filo Proteobacteria constituyé la
mayor proporcion, representando el 64.80% de las ASVs detectadas. A este le siguid el filo Actinobacteria,
que comprende el 15.63% de las ASVs. El filo Firmicutes también mostré una representacion sustancial,
representando el 11.63% de las ASVs. El filo Bacteroidota representd el 4.26% de las ASVs detectadas, y el
filo Cyanobacteria contribuyd con el 1.47% a la diversidad bacteriana total. Estos cinco filos combinados

representaron mas del 95% de los filos detectados en todas las muestras.

Género

Others
Halomonas
Acinetobacter
E Not assigned
Pseudomonas
Psychrobacter
Staphylococcus
Corynebacterium
Cutibacterium
Paracoccus
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Streptococcus
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Figura 8. Grafico de barras de los 15 géneros bacterianos mas abundantes a nivel de cohorte (A) y subcohorte (B).

Profundizando, este estudio identificd6 398 géneros distintos (Anexos, Tabla 8). Los géneros mas
abundantes fueron Acinetobacter, Pseudomonas, Halomonas, Corynebcaterium, Staphylococcus, Bacillus,

Psychrobacter, Paracoccus, Cutibacterium, Kocuria, Luteimonas, Micrococcus, Skermanella y Streptococcus
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(Figura 11). Estos géneros representaron mas del 70% de la composicion de la muestra en sujetos NE,

tanto a nivel de cohorte como de subcohorte (Figuras 8A y 8B).

Para las muestras de sujetos E, estos géneros describieron menos del 75% de la abundancia relativa de la
comunidad bacteriana en la superficie de la piel (Figuras 8A y 8B). Estos hallazgos son concordantes con
los resultados previos, mostrando que existe un aumento en la diversidad de bacterias en la piel como

resultado de la exposicidn a hidrocarburos derivados del petréleo.

3.5 Cambios en la diversidad de bacterias presentes en la piel

A fin de corroborar si existian cambios en la composicion de la comunidad microbiana, realizamos un
grafico Upset, esta es una técnica de visualizacién utilizada para representar las intersecciones de
conjuntos. Con ella pudimos determinar aquellos géneros bacterianos que eran Unicos para cada grupo.
Se observé que las muestras de mano de sujetos expuestos a HCs presentaban 26 géneros bacterianos
Unicos (Figura 12). Asi mismo, existian cuatro géneros bacterianos que se compartian solo entre las manos

y los brazos de los sujetos E.

Esto refuerza el resultado anterior, ya que explica la aparicién de géneros bacterianos Unicos en las manos
de los sujetos E y concuerda con que la exposicion a HCs es el principal impulsor en la variacion, tanto en

términos de diversidad como de composicion.
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Figura 9. Upset que muestra la presencia de los géneros bacterianos Unicos y compartidos por cada grupo. Se

removieron los géneros que se compartian entre todos los grupos.
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3.6 géneros bacterianos con diferencias significativas en su abundancia

A nivel de cohorte, se observaron diferencias significativas en la abundancia relativa de 18 géneros
bacterianos entre los sujetos expuestos (E) y los sujetos de control (NE) (Tabla 4). Estos géneros incluyeron
Aeromonas, Alkanindiges, Arthrobacter, Defluviicoccus, Dietzia, Hydrogenophaga, Massilia, Microvirga,
Nocardioides, Peptoniphilus, Pontibacter, Proteiniclasticum, Raoultella, Rheinheimera, Rubellimicrobium,

Salinimicrobium, Subgroup 10y Thermomonas.

Notablemente, solo Peptoniphilus y Raoultella se encontraron en mayor abundancia en el grupo NE
comparado con en el grupo E; lo que podria indicar un efecto selectivo de los hidrocarburos sobre la

microbiota cutanea.

Estos hallazgos sugieren que la exposicidon a hidrocarburos derivados del petréleo indujo un cambio
distintivo en la composicién de las comunidades bacterianas en la piel. Favoreciendo la prevalencia de

ciertos taxones en el grupo expuesto.

Tabla 4. Resultados de la prueba de U de Mann-Whitney sobre la abundancia de géneros a nivel de cohorte.

género Valor p
Aeromonas 0.00633
Alkanindiges 0.01493
Arthrobacter 0.03499
Defluviicoccus 0.03499
Dietzia 0.00157
Hydrogenophaga 0.03498
Massilia 0.01335
Microvirga 0.03499
Nocardioides 0.00633
Peptoniphilus 0.02977
Pontibacter 0.03498
Proteiniclasticum 0.01493
Raoultella 0.04507
Rheinheimera 0.02371
Rubellimicrobium 0.03498
Salinimicrobium 0.03498
Subgroup 10 0.03498
Thermomonas 0.03498

A nivel de subcohorte, las muestras EH mostraron cambios notables en la composicién del microbioma.
Por ello, analizamos qué géneros presentaban diferencias significativas (p < 0.05) en su abundancia media

en comparacion con el grupo de control NEH.
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Figura 10. Bacterias con abundancias diferenciales (log10 CPMS) entre grupos (p < 0,05, prueba de Mann-Whitney).
Abreviaturas: EA; brazo expuesto, NEA; brazo no expuesto, EH; mano expuesta y NEH; mano no expuesta.

Nueve géneros presentaron diferencias significativas: Alkanindiges, Aeromonas, Dietzia, Hydrogenphaga,

Kocuria, Paracoccus, Raoultella, Romboutsia y Williamsia (Figura 10 A-l). En la comparacién intragrupo,
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entre brazos, no hubo diferencias en abundancia para ninglin género bacteriano. Este notable aumento
solo para las muestras de mano puede ser debido a los mayores niveles de exposicion y al contacto directo
con fuentes de hidrocarburos que este sitio corporal sufre en su entorno laboral. En general, estos
hallazgos sugieren que la exposicién directa HCs derivados del petrdleo es el factor determinante en la

composicion de la comunidad bacteriana en la superficie de la piel.

3.7 Prediccion de las funciones metabodlicas con PICRUSt

Para comprender el potencial metabdlico de las comunidades bacterianas, utilizamos la herramienta
PICRUSt con el fin de predecir las capacidades funcionales de los taxones identificados. A nivel de cohorte,
la exploracion inicial del potencial funcional a nivel 2 de la ortologia KEGG (KO) revelé patrones de
agrupamiento distintivos en las muestras de NE en comparacién con las E, que mostraron una distribucién
mas heterogénea. Esto sugiere que la exposiciéon a hidrocarburos derivados del petréleo influye en las
funciones metabdlicas de las comunidades bacterianas (Figura 11A). De manera similar, a nivel de
subcohorte, el grupo EH mostré una distribucion heterogénea, lo que sugiere un potencial un metabolismo

diferente en comparacién con su contraparte, el grupo NEH (Figura 11B).
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Figura 11. Grafico de PCA obtenido del analisis con STAMP de perfiles funcionales proyectados por PICRUSt (nivel 2,
ortologia KEGG) a niveles de cohorte (A) y subcohorte (B). La cohorte se divide en sujetos expuestos (E) y no expuestos
(NE), mientras que la subcohorte se divide en brazo expuesto (EA), brazo no expuesto (NEA), mano expuesta (EH) y
mano no expuesta (NEH).
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Al profundizar en el potencial metabdlico de estas comunidades bacterianas a nivel 3 de KO, encontramos
varios hallazgos interesantes. A nivel de cohorte, el grupo E mostré una mayor abundancia de vias
metabdlicas asociadas con la degradacién de hidrocarburos en comparacién con el grupo NE (Figura 12).
A nivel de subcohorte, especialmente en las muestras de EH, observamos un aumento en la abundancia
de vias metabdlicas involucradas en la descomposicién y utilizacidn de hidrocarburos, como la degradacion
de hidrocarburos aromaticos policiclicos, fluorobenzoatos, nitrotolueno y aminobenzoatos. Estos
resultados sugieren que la exposicion a hidrocarburos derivados del petréleo no solo afecta la composicién
de las comunidades bacterianas de la piel humana, sino que también influye en su potencial metabdlico

(Figura 13).
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Considerando que la mayoria de los cambios ocurren entre las muestras de EH y NEH, profundizamos en
el analisis del potencial metabdlico de estas comunidades bacterianas. Encontramos diferencias
significativas en secuencias asociadas a 45 vias metabdlicas entre EH y NEH (Figura 14), involucradas en
funciones como la biosintesis de lipidos y esteroides, la degradacién y sintesis de proteinas, y la
degradacion de hidrocarburos; las manos expuestas mostraron una diferencia positiva en abundancias

relativas, sugiriendo mayor actividad en estas vias respecto a sus contrapartes.
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Figura 13. Mapa de calor de las predicciones segun la abundancia relativa de KO anotada en el nivel 3 de KEGG a
nivel de subcohorte. Donde, EA = Brazo expuesto, NEA = Brazo no expuesto, EH = Mano expuesta y NEH = Mano no
expuesta. Las vias metabdlicas mostradas son las que tienen un cambio en su expresion estadisticamente significativo
(p < 0.05), entre las muestras mediante un ANOVA

En contraste, las muestras de EA y NEA mostraron diferencias minimas, con solo seis vias metabdlicas
variando significativamente y ninguna relacionada con la degradacion de hidrocarburos. Esto resalta el
efecto distintivo de la exposicién a hidrocarburos sobre el potencial metabdlico de las comunidades

bacterianas.
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Figura 14. Grafico de barras de error extendido que muestra los KO con cambios significativos a nivel global (nivel KEGG 3) entre las subcohortes EH y NEH. EH = Mano
expuesta y NEH = Mano no expuesta.
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Para determinar si la exposicion a hidrocarburos (HC) también afectaba los brazos, seleccionamos solo las
vias de degradacion de estos compuestos que estuvieran significativamente impactadas en la comparacién
entre manos. Encontramos que las muestras EH tienen una mayor abundancia relativa de genes asociados
a estas vias, sugiriendo una mayor actividad en comparacion con sus contrapartes. En la comparacion

entre brazos, ninguna de estas vias estaba afectada.
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Figura 15. KO significativamente desregulados (nivel KEGG 3) asociados con el metabolismo de hidrocarburos entre
las subcohortes EH y NEH (A) y EA y NEA (B).

3.8 Efecto de la exposicion a derivados del petréleo sobre el metaboloma de la

piel

En general, se detectaron 861 atributos utilizando la plataforma MZmine en todas las muestras de
individuos expuestos y no expuestos. La matriz generada, que contenia los datos de abundancia para cada
feature, se normalizé primero usando NormalyzerDE y luego se procesoé en la pagina web de Metlmp para
un filtrado del 80% e imputacion de datos faltantes por grupo, lo que resulté en una matriz de datos con
804 atributos (Anexos, Tabla 9). Posteriormente, la matriz de datos resultante se sometid a analisis en la

pagina web de MetaboAnalyst.
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Nuestro enfoque inicial implicd realizar un andlisis de componentes principales (PCA) para examinar la
influencia de los derivados del petréleo en la superficie de la piel. Los resultados de este andlisis mostraron
patrones de agrupamiento distintos entre muestras de individuos expuestos y no expuestos a
hidrocarburos de petrdleo (Figura 16A), evidenciando los efectos potenciales de los derivados del petréleo
en la superficie de la piel. Tras una investigacion mas profunda a nivel de subcohorte (Figura 16B),
observamos que las muestras de EH formaban grupos separados de las demas, proporcionando evidencia

adicional del impacto de los derivados del petréleo en la superficie de la piel.

A E NE B EH NEH EA NEA

PC2(13.3 %)
o
I.

PC 2 (13.3%)

-50
-50

T T T T T T
-50 0 50 100 -40 0 40 100

PC1(18.3 %) PC1(18.3 %)

Figura 16. Analisis de componentes principales generado con MetaboAnalyst 4.0 de 804 atributos a nivel de cohorte
(A) y subcohorte (B). Donde, E = Sujetos expuestos, NE = Sujetos no expuestos, EA = Brazo expuesto, NEA = Brazo no
expuesto, EH = Mano expuesta y NEH = Mano no expuesta.

Posteriormente, con el fin de entender mejor los cambios producidos en el metaboloma, seleccionamos
los 50 principales atributos con cambios significativos en su abundancia media mediante un andlisis
ANOVA. Luego, se realizd un analisis de cluster utilizando la distancia euclidiana y el algoritmo de Ward
para generar un mapa de calor, proporcionando una vision mas clara del comportamiento de las muestras
y profundizando en las posibles diferencias en sus patrones de agrupacién tanto a nivel de cohorte (Figura

17) como de subcohorte (Figura 18).

Esta representacion visual evidencid consistentemente los cambios en los perfiles de metabolitos entre
individuos expuestos a derivados del petréleo y aquellos no expuestos, particularmente en las manos, el

area mas susceptible a la exposicion.
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177.05407058259_16.653738 -1

345.179509234362 15.176722

Figura 17. Mapa de calor de las 50 sefiales principales clasificadas por una prueba t que muestra su abundancia
relativa escalada (z-score) a nivel de cohorte. Esta visualizacién permite distinguir los cambios en abundancia para
cualquier molécula (filas) por muestra de cada sujeto (columnas). El niUmero en la parte inferior del mapa de calor es
el nimero de identificacién de cada muestra. El color varia desde el rojo intenso (abundancia o nivel alto) hasta el

azul profundo (abundancia o nivel bajo); el color blanco representa que no hubo cambio. Donde, E = Sujetos
expuestos, NE = Sujetos no expuestos.

W EH ! NEH W ea B NEA

Feature
349.179599234362_16.176722 2

K 568259_16.653738
343.101911353023_12.45071
567.242511208013_12.231518

760.587700448005_26.822594
Figura 18. Mapa de calor de las 50 sefiales principales clasificadas por una ANOVA que muestra su abundancia relativa
escalada (z-score) a nivel de cohorte. Esta visualizacidon permite distinguir los cambios en abundancia para cualquier
molécula (filas) por muestra de cada sujeto (columnas). El nimero en la parte inferior del mapa de calor es el nimero
de identificacion de cada muestra. El color varia desde el rojo intenso (abundancia o nivel alto) hasta el azul profundo
(abundancia o nivel bajo); el color blanco representa que no hubo cambio. Donde, EA = Brazo expuesto, NEA = Brazo
no expuesto, EH = Mano expuesta y NEH = Mano no expuesta
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Continuando con la comparacion entre los dos grupos de manos, construimos un diagrama de volcan para
visualizar los atributos con cambios significativos en abundancia. Se observéd que se alteraron un total de
229 atributos en manos de individuos expuestos en comparacion con las de individuos no expuestos
(Figura 19A), y solo se observaron 78 atributos alteradas en nuestra comparacién de control intragrupal,
las muestras de brazo (Figura 19B). Estos atributos alterados sugieren que la exposicion crénica a
hidrocarburos derivados del petréleo puede provocar cambios especificos en los perfiles del metaboloma

de la superficie dérmica.

A B

6 (n=122 n=107 | 6
3 7,
5 Alto IS
‘gi’ Establ g e

stable [ _

E 2 n_37, n=36 | Estable
o0 . o0
S Bajo i)
! ! Bajo

2 2

0 0

-10 5 0 5 10 -10 -5 0 5 10
log2(razon de cambio) log2(razon de cambio)

Figura 19. Gréfico de volcan generado partir de las diferencias en abundancia de las moléculas con un umbral
de cambio de 2 (eje x) y un umbral de prueba t (eje y) de 0.05 analizados con varianzas desiguales entre las
muestras de manos (A) y brazos (B) de sujetos expuestos y no expuestos a hidrocarburos. Los circulos rojos
representan abundancias mayores, mientras que los azules, abundancias menores al umbral. Cuanto mas
lejos estén del cero mas significativa es la diferencia.

3.9 Exploracion el espacio quimico para comprender el efecto de los

hidrocarburos en la piel

Para explorar el espacio quimico, construimos una red molecular utilizando los atributos alineadas con
espectros MS/MS similares (n = 403). Esta red incorpora las anotaciones espectrales automaticas y se

amplié con las predicciones in-silico de CSI-FingerID, MolDiscovery y DEREPLICATOR (Figura 20).

Posteriormente, se obtuvieron sus superclases quimicas empleando Classifyre en todas las anotaciones
adquiridas de la red molecular. Las cinco superclases anotadas mds abundantes fueron lipidos y moléculas

similares a lipidos (n=94), seguidas de acidos organicos y derivados (n=56), compuestos organicos de
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oxigeno (n=26), compuestos organicos de nitrogeno (n=23), bencenoides (n=22) y compuestos

organoheterociclicos (n=22).

[ ] . o Superclase
o [

L Benzenoides
Lignanos, neolignanos y compuestos
relacionados
Lipidos y moléculas similares a lipidos
Nucledsidas, nucledtidos y analogos
Polimeros orgénicos
Acidos organicos y derivados
Compuestos organicos de nitrégeno
-Compuestos organicos de oxigeno

. Compuestos organoheterociclicos
Compuestos organosulfurados
Fenilpropanoides y policétidas
Sin asignar
. mmm——— Coincidencia espectral
[N Ancho de linea = Puntuacién

del coseno

=——_O Tamafio del nodo = valor

[+] =] m_lz

N = 403 nodos

Figura 20. Red molecular de metabolitos detectados en todas las muestras que muestra la diversidad quimica. Cada
nodo representa un ion precursor (MS1) y el grosor de los bordes entre los nodos indica similitud en los patrones de
fragmentacion de MS2. El tamafio del nodo indica el valor m/z. Se organizaron un total de 403 nodos espectrales de
masas (en un rango de masas de 143,1063 a 1310,9960 m/z). El color del nodo denota la anotacidn estructural de la
red molecular global a nivel de superclase utilizando NAP (clasificacién ClassyFire). Para cada red con =2 nodos, NAP
asignd una estructura candidata de consenso por nodo y, posteriormente, cada estructura se clasificd utilizando
ClassyFire, donde se recuperaron las clasificaciones de consenso mds frecuentes por red o clister para asignar una
anotacién de superclase putativa a cada red o clister. Los clisteres con nodos grises indican una superclase sin
asignar.

A continuacién, utilizamos la herramienta CANOPUS para predecir clases de compuestos directamente a
partir de los datos MS/MS exportados desde la plataforma MZmine, con el objetivo de obtener una mejor
comprension del espacio quimico e investigar los posibles efectos de la exposicién a los hidrocarburos del
petroleo en el metaboloma de la piel (Figura 21). Se predijeron 39 clases quimicas utilizando la
herramienta CANOPUS, lo que proporciond mds informacion sobre el origen de los compuestos y los tipos

de sustancias quimicas que pueden verse afectadas por la exposicion a los hidrocarburos de petréleo.
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Figura 21. Diversidad quimica global identificada por grupo. Las clases quimicas (basé en Classyfire) fueron identificadas y asignadas a los atributos detectadas que

poseen un MS2 en todos los grupos.
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Se encontrd que los individuos no expuestos tenian 254 compuestos con clases quimicas predichas, con
155 en sus manos y 99 en sus brazos. Por el contrario, los individuos expuestos mostraban un total de 258
compuestos con clases quimicas predichas, con 168 en sus manos y 90 en sus brazos. Los compuestos
identificados pertenecian a diversas clases quimicas, como azoles, acilos grasos, glicerolipidos, naftalenos,

compuestos organoxigenados y peptidomiméticos, entre otros.

3.10 Diferencias en abundancia de las clases quimicas
A fin de profundizar en el anadlisis del espacio quimico y conocer qué grupos de metabolitos (por clase
quimica) se encontraban alterados, se realizé un analisis estadistico para identificar clases de compuestos

con cambios significativos en su abundancia, tanto a nivel de cohorte como de subcohorte.
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Figura 22. Clases quimicas afectadas significativamente (valor p <0.05, prueba t) a nivel de cohorte. Se graficé la
abundancia sumada (Log2) de todos los metabolitos asignados a cada clase quimica. Donde, E = Sujetos expuestos y
NE = Sujetos no expuestos.
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A nivel de cohorte, el analisis reveld alteraciones en la abundancia de siete clases: azoles, glicerolipidos,
hidroxi-ceto acidos y derivados, compuestos organooxigenados, éteres fendlicos y lipidos prendlicos

(Figura 22).
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Figura 23. Las clases quimicas desregulan significativamente (valor p <0.05, prueba t) a nivel de subcohorte. Se graficé

la abundancia sumada (Log2) de todos los metabolitos asignados a cada clase quimica. Donde, EA = Brazo expuesto,
NEA = Brazo no expuesto, EH = Mano expuesta y NEH = Mano no expuesta.

A nivel de subcohorte (Figura 23), la comparacién de manos (EH vs NEH) mostrd diferencias en ocho clases
quimicas: acidos carboxilicos y derivados, acilos grasos, glicerolipidos, glicerofosfolipidos, hidroxi-ceto
acidos y derivados, compuestos organooxigenados, éteres fendlicos y lipidos prendlicos. Es importante
sefialar que las manos son la parte del cuerpo con mayor exposicion a hidrocarburos del petréleo en
nuestro grupo experimental y, consistentemente con los resultados anteriores, es la zona donde se
producen los mayores cambios en abundancia. Es importante sefalar que para la comparacion entre los

brazos de individuos expuestos y no expuestos, solo una clase de compuestos mostré diferencias
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significativas en abundancia: hidroxi-ceto acidos y derivados (Figura 23E). Esta se encontraba disminuida

en los brazos de los sujetos expuestos HCs.

3.11 Metabolitos identificados con cambios en su abundancia

Para identificar con precisidn los metabolitos especificos que contribuyen a las diferencias observadas en
las clases quimicas, se utilizd6 GNPS para la anotacion automatica y el empleo de herramientas de anotacion
in silico como: SIRIUS, MolDiscovery y DEREPLICATOR. Estas herramientas nos permitieron identificar o
anotar un total de 238 metabolitos Unicos en todos los sitios anatdmicos (Anexos, Tabla 10). Después de
unir esto con el conjunto de 229 metabolitos alterados de manera significativa en la comparacién de
manos, identificamos con éxito 57 metabolitos responsables de estas disparidades, con una distribucién
aproximadamente igual de 33 metabolitos regulados positivamente y 24 regulados negativamente
(Anexos, Tabla 11). De manera similar, nuestro analisis detallado revelé 15 metabolitos cruciales que
contribuyeron a las variaciones observadas en la comparacion de brazos, distribuidos entre diez

compuestos regulados al alza y cinco compuestos regulados a la baja (Anexos, Tabla 12).

3.12 Descripcion general de las interacciones metaboloma-microbiomay los

efectos de los derivados del petréleo en la superficie de la piel

Para investigar la presencia de sintropia interdmica, realizamos un analisis de Procrustes y un analisis de
Coinercia, aambos niveles, utilizando M2IA. A nivel de cohorte, el andlisis de Procrustes mostro similitudes
moderadas entre los conjuntos de datos del metaboloma y del microbioma, aunque sin significacion
estadistica (Figura 24A; R=0.35, p =0.18). En contraste, el andlisis de coinercia mostré una mayor similitud

general entre los dos conjuntos de datos (Figura 24B; RV = 0.46).

Al comparar las manos de individuos expuestos y no expuestos (subcohorte), el analisis de Procrustes
reveld un bajo grado de similitud y carecidé de significacién estadistica (Figura 25A; R = 0.5, p = 0.19).
Mientras que para la comparacion entre las muestras EH y NEH, el analisis de coinercia revelé un mayor
nivel de similitud en ambos conjuntos de datos (Figura 25B; RV = 0.66). Es relevante mencionar que el
analisis utilizando la plataforma M2IA no mostro resultados significativos en la comparacién entre brazos,

lo que evidencid el efecto significativos de los HCs en las manos.
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Figura 24. Analisis interémico de Procrustes (A) y coinercia (B) a nivel de cohorte Cada punto de datos representa
una muestra individual y tiene diferentes formas (metaboloma, punto; microbioma, cuadrado). Las lineas
representan la distancia o la similitud entre el microbioma y el metaboloma. Las lineas mas largas indican mas
disimilitud. Los valores del coeficiente R y P se calcularon utilizando el analisis de correlaciéon de Spearman. En
Procrustes, el coeficiente de correlacion R es entre 0 y 1, y cuanto mas cerca esta 1 indica la mayor similitud entre
dos conjuntos de datos. El valor de P <0.05 se considera estadisticamente significativo. Para la coinercia, el coeficiente
de RV es el coeficiente de correlacion entre los dos conjuntos de datos y varia entre 0 y 1. Cuanto mas cerca esté 1
indica la mayor similitud entre dos conjuntos de datos. Donde, E = Sujetos expuestos y NE = Sujetos no expuestos.
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Figura 25. Analisis interémico de Procrustes (A) y coinercia (B) a nivel de subcohorte. Cada punto de datos representa
una muestra individual y tiene diferentes formas (metaboloma, punto; microbioma, cuadrado). Las lineas
representan la distancia o la similitud entre el microbioma y el metaboloma. Las lineas mas largas indican mas
disimilitud. Los valores del coeficiente R y P se calcularon utilizando el analisis de correlacion de Spearman. En
Procrustes, el coeficiente de correlacion R es entre 0 y 1, y cuanto mas cerca esta 1 indica la mayor similitud entre
dos conjuntos de datos. El valor de P <0.05 se considera estadisticamente significativo. Para la coinercia, el coeficiente
de RV es el coeficiente de correlacion entre los dos conjuntos de datos y varia entre 0 y 1. Cuanto mas cerca esté 1
indica la mayor similitud entre dos conjuntos de datos. Donde, EA = Brazo expuesto, NEA = Brazo no expuesto, EH =
Mano expuesta y NEH = Mano no expuesta.

Los resultados de las métricas de Procrustes como las de coinercia sugieren que la exposicién a derivados

de hidrocarburos del petrdleo altera las relaciones interémicas existentes en la superficie de la piel.
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3.13 Asociacion entre la microbiota cutanea y los metabolitos

Para comprender la asociacién entre bacterias y metabolitos especificos, utilizamos un analisis de
correlacién de Spearman, este analisis resaltd correlaciones significativas entre las bacterias y los

metabolitos tanto a nivel de cohorte (Figuras 26 y 28) como de subcohorte (Figuras 27 y 29).
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Figura 26. Diagrama de cuerdas que muestra el analisis de asociacién a nivel de cohorte basado en el analisis de
correlacion de Spearman. Las lineas rojas y azules especifican correlaciones positivas y negativas, respectivamente.

El diagrama de cuerdas ilustra la correlacion entre filos bacterianos y clases de metabolitos. Las lineas rojas

indican correlaciones positivas y las lineas azules, correlaciones negativas. El grosor de las lineas refleja la

fuerza de la correlacion.

A nivel de cohorte, el diagrama de cuerdas reveld que los géneros bacterianos de los filos Firmicutes,
Proteobacteria y Actinobacteria estaban estrechamente correlacionados con 10 clases de metabolitos,

incluidos cetodacidos y derivados, ésteres fendlicos, lignanos furanoides, glicerolipidos, compuestos

organooxigenados, entre otros (Figura 26).
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Figura 27. Diagrama de cuerdas de la comparacién entre manos que muestra la asociacion basada en el andlisis de
correlacion de Spearman. En el diagrama de cuerdas, las lineas rojas y azules especifican correlaciones positivas y
negativas, respectivamente.

A nivel de subcohorte, solo la comparacion entre EH y NEH mostré asociaciones especificas entre géneros
bacterianos y metabolitos. El grafico de cuerdas reveld correlaciones positivas entre el filo
Actinobacteriota y clases de metabolitos como éteres fendlicos, glicerolipidos, glicerofosfolipidos y

compuestos organoxigenados (Figura 27).

De manera similar, el filo Firmicutes mostré correlaciones positivas con lignanos furanoides, cumarinas y
derivados, glicerolipidos, glicerofosfolipidos y sacarolipidos. Por el contrario, se observaron correlaciones
negativas entre acidos carboximidicos y derivados, cetodcidos y derivados, y el filo Proteobacteria.
Ademas, Actinobacteria también demostré correlaciones negativas con acidos carboximidicos y derivados,

y cetoacidos y derivados. Lo que evidencia la compleja interaccidon que ocurre en la superficie cutanea.
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Figura 28. Mapa de calor que muestra el analisis de asociacidn a nivel de cohorte basado en el analisis de correlacion
de Spearman. Los mapas de calor expanden los resultados que se muestran en los diagramas de cuerdas. La
correlacion de Spearman, R, varia entre - 1 a 1. p <0.05 indica una correlacion estadisticamente significativa. El color
rojo y el color azul indican correlaciones positivas y negativas respectivamente. El simbolo * y ** indican el valor de
P para los coeficientes de correlacion menores que 0.05 o 0.01, respectivamente.

Para profundizar en los resultados anteriores, se realizaron mapas de calor. Este tipo de graficos amplian
los resultados anteriores, proporcionando una visién detallada de las correlaciones especificas entre

géneros bacterianos y metabolitos.

En la comparacion entre sujetos, géneros como Dietzia, Nocardioides, Rheinheimera y Aeromonas se

correlacionaron negativamente con los cetoacidos acido 6-oxododecanodioico y éster dipropilico del 4cido
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3-oxohexanodioico. Por otro lado, Dietzia, Nocardioides y Aeromonas, se correlacionaron positivamente

con el compuesto organooxigenado 3,6,9,12-tetraoxatricosan-1-ol (Figura 28). Estas correlaciones

sugieren que ciertas bacterias pueden influir en la produccién o el metabolismo de metabolitos especificos

en la piel.

Mientras que el mapa de calor para la comparacion EH contra NEH respalda los hallazgos del grafico de

cuerdas, mostrando correlaciones especificas entre géneros bacterianos y varios metabolitos (Figura 29).

[ [ 1
| T 1 N

PN e File
2,3-Dihydroxypropyl icosa-8,11,14,17-tetraenoate
12-hydroxyjasmonic acid 12-O-beta-D-glucoside
401.218480245121_17.578468

lysoDGTS 23:2
(E)-octadec-10-enamide
6-(Heptanoylamino)hexanoic acid_2
622.527723339731_26.676304
425.37942928186_27.829031
429.374709284954_28 523762
N-Pentadecyloyclohexanecarboxamide
6-Oxododecanedioic acid
8-(5-ox0-2H-furan-2-yl)octanoic acid
397.224452212907_19.092026

Dipropyl 3-oxohexanedioate

13-Docosenoic acid

Albocyclin
4-[(E)-7-(4-hydroxyphenyl)hept-5-enyl]phenol
9-Oxotetradecanoic acid

2-Hydroxyhexyl hexadecanoate
397.384177346565_28.32462
Stigmasta-3,5,24(28)-triene_Stigmasta-3,5,24(28)-triene
H-Gly-DL-Leu-DL-Pro-DL-Asp-Gly-Gly-OH
509.201177729672_12.436041

ledoglucomide A

527.176314476471_12.081584
451.364459494436_26.051565
495.39095136986_26.034449
343.101911353023_12.45071
407.33791823829_26.050682
583.443752342337_25.99946

Bis(2-ethylhexyl) adipate

Burseran

2,3-Dihydroxypropyl tetradecanoate
332.28926332715_26.844204
567.242511208013_12.231518
5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxyphenyl)heptan-3-one
exo-Dehydrochalepin
311.221335184582_14.271673
485.349143553403_25.844969
3,6,9,12-Tetraoxatricosan-1-ol
3,6,9,12,15-Pentaoxahexacosan-1-ol
Henicosan-1-amine
483.353145987922_17.535002
12-Amino-7-oxododecanoic acid
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
11-Cyanoundecanoic acid

= —— — —
* L

[=Flylsle)]
eizjaIq

a
o
]
=%
3
o

snagodeled
eISJNOGUIOY
BISWE|IM

eaqunb aselo @Iﬁi ﬁ:;

17-Ethyl-16-hydroxy-1-oxacycloheptadeca-7,10,13-trien-2-one

0.9

-0.8

Filo

ctinobacteriota
Firmicutes

Proteobacteria

Clase quimica
Benceno y derivados sustituidos
Acidos carboximidicos y derivados
Acidos carboxilicos y derivados
umarinas y derivados
Diarilheptanoides
cilos grasos
Lignanos furanoides
licerolipidos
licerofosfolipidos
etoacidos y derivados
Macrolidos y analogos
ompuestos organonitrogenados
Compuestos organooxigenados
Eteres fendlicos
Lipidos prenélicos
Esteroides y derivados esteroides

in asignar
tros

Figura 29. Mapa de calor para comparacién entre manos que muestra la asociacién basada en el andlisis de
correlacion de Spearman. Los mapas de calor expanden los resultados que se muestran en los diagramas de cuerdas.
La correlacién de Spearman, R, varia entre - 1 a 1. p <0.05 indica una correlacién estadisticamente significativa. El
color rojo y el color azul indican correlaciones positivas y negativas respectivamente. El simbolo * y ** indican el valor
de P para los coeficientes de correlacion menores que 0.05 o 0.01, respectivamente.
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Especificamente, Dietzia, Kocuria, Paracoccus y Williamsia se correlacionaron negativamente con acilos
grasos, N-pentadecilciclohexanocarboxamida y acido 13-docosenoico. Mientras tanto, estos géneros se
correlacionaron positivamente con los acidos carboxilicos, acido 11-cianoundecanoico y (2R)-2-[[(2R)-2-
[(2,2-dimetil-1-oxopropil)amino]-1-oxopropil]amino]-4-metil-N-[(2R)-1-[[(4R)-2-metil-5-oxoheptan-4-
ilJamino]-1-oxopropan-2-ilJpentanamida. En general, estos resultados demuestran la intrincada relacién

entre géneros microbianos y metabolitos en la piel.
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Capitulo 4. Discusion

La extensa utilizacién de los HCs derivados del petrdleo en diversos entornos industriales, como talleres
de reparacidon de automoviles y tiendas de neumadticos, ha suscitado un profundo escrutinio cientifico
debido a su ubicuidad y las posibles implicaciones para la salud humana. Recientemente, se ha
incrementado la atencién en la interaccidn entre los microbios y la salud de la piel (Ashrafi et al., 2020;
Cogen etal.,, 2008; van Rensburg etal.,, 2015), en particular debido a su estrecha relaciéon con los
contaminantes ambientales, lo que subraya la necesidad de investigar la influencia de los HCs en la
superficie cutanea y su potencial contribucidn a trastornos dermatoldgicos. La microbiota de la piel, un
ecosistema dindmico, desempefia un papel crucial en el bienestar cutaneo al interactuar con el entorno
externo. Por tanto, es imperativo desentrafiar cémo los HCs pueden perturbar la composicion y funcion,
tanto de las moléculas, asi como de la microbiota de la piel, lo que a su vez afecta la salud general de la

piel.

Este estudio cobra especial relevancia al centrarse en trabajadores expuestos crénicamente a HCS en su
entorno laboral. Utilizando técnicas avanzadas como el metabarcoding y la metaboldmica, nuestro
objetivo fue dilucidar la intrincada interaccién entre los HCs, las células y la microbiota de la piel, lo que
no solo contribuye a una comprensién mas completa de los efectos de estos compuestos en la salud
cutanea, sino que también aporta ideas que pueden orientar medidas preventivas e intervenciones para

individuos expuestos a riesgos ocupacionales similares.

Ademas, este estudio demuestra que la exposicién a los HCs provoca cambios significativos tanto en la

composicion molecular como en la diversidad microbiana de la piel.

4.1 Diversificacion y enriquecimiento de las comunidades bacterianas que

habitan la piel

En los andlisis ecoldgicos a partir de genes marcadores, métricas como la alfa diversidad facilitan la
comprension de su estructura en términos de riqueza (nUmero de taxones), uniformidad (distribucién) o

ambas; constituyendo el primer paso para evaluar las diferencias entre distintos entornos (Willis, 2019).

La riqueza de especies se define como “el nimero de especies en una comunidad, ecosistema o regién”
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(Levin et al., 2009). Se observé que las muestras de individuos expuestos a hidrocarburos (HCs) presentan
indices de diversidad alfa significativamente mas altos en comparacion con las muestras no expuestas
(NE). Este patron es particularmente evidente a nivel de subcohorte, donde la comparacién entre las
manos (EH vs. NEH) mostro diferencias significativas en la diversidad alfa. Es importante recordar que las
manos son el sitio corporal con mayor exposicién debido a la falta de medidas de proteccion. Por lo tanto,
el aumento en la riqueza de especies en la mayoria de las muestras de sujetos expuestos probablemente
se debe a la aparicién de nuevos géneros bacterianos capaces de metabolizar HCs. Esto concuerda con
reportes previos que indican que la exposicién a HCs produce una diversificacién en la microbiota de la

piel (Leung et al., 2020).

Ademas, se encontraron resultados similares en las comparaciones de diversidad beta, donde las muestras
E se agrupan de manera distinta a las NE, indicando la presencia de comunidades microbianas diferentes.
Estos hallazgos coinciden con investigaciones anteriores que sugieren que la exposicién a este tipo de
compuestos puede resultar tanto en una mayor diversidad microbiana como producir cambios en la

composicion de la comunidad (Leung et al., 2020; Moreno-Ulloa et al., 2020).

Estos resultados revelan que la exposicion a hidrocarburos moldea la composicion de las comunidades
bacterianas en la piel, manifestdndose principalmente en las manos debido a la falta de proteccién
adecuada. Aunque el brazo no entra en contacto directo con los hidrocarburos, también se observa una
diversificacion en la composicidon taxondmica en estas muestras en comparacién con las muestras de
control. Esto sugiere que los hidrocarburos pueden modular la organizaciéon taxonémica en toda la
extremidad, incluso de manera indirecta, como el roce con sustancias o emanaciones. En resumen, los
hidrocarburos parecen ser el factor determinante en la modulacién de la biodiversidad de las comunidades

microbianas en la piel, superando la influencia del sitio corporal.

4.2 géneros bacterianos que cambian su abundancia de manera significativa

A nivel de cohorte, se observaron cambios significativos en la abundancia de 18 géneros bacterianos. De
estos, 16 aumentaron su abundancia relativa en las muestras E en comparacion con las NE, mientras que
solo dos lo hicieron en las muestras NE en comparacién con las E. Los 16 géneros bacterianos enriquecidos
en las muestras de los individuos E fueron Aeromonas, Alkanindiges, Arthrobacter, Defluviicoccus, Dietzia,
Hydrogenophaga, Massilia, Microvirga, Nocardioides, Peptoniphilus, Pontibacter, Proteiniclasticum,

Raoultella, Rheinheimera, Rubellimicrobium, Salinimicrobium, Subgroup 10y Thermomonas. Por otro lado,
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los géneros Peptoniphilus y Raoultella fueron los Unicos cuya abundancia disminuyd en las muestras de los

sujetos E en comparacién con las NE.

Alkanindiges es un género de bacterias aerobias Gram positivas recientemente identificado y conocido
por su capacidad de degradar HCs (Bogan et al., 2003; Klein et al., 2007; Ron & Rosenberg, 2010). Se
encuentra cominmente en ambientes contaminados con HCs, como arena contaminada con petréleo o
suelos de campos petroliferos (Bogan et al., 2003; Klein et al., 2007; Yadav et al., 2021). Estas bacterias
son altamente dependientes de la presencia de HCs para su crecimiento y supervivencia (Ron & Rosenberg,
2010). El hecho de que Alkanindiges se encuentre en la microbiota cutanea de individuos expuestos a HCs
sugiere que estas bacterias podrian verse beneficiadas por su presencia y contribuir al metabolismo y

descomposicidén de estos compuestos en la piel.

Arthrobacter, un género de bacterias Gram positivas, también se encontrd significativamente mas
abundante en las muestras E. Este género, es conocido por su capacidad de degradar agroquimicos y
contaminantes, como los derivados del petrdleo (Ali et al., 2022; Y. Gao et al., 2022; Gobbetti & Rizzello,
2014; Rosenberg et al., 1979). La presencia de Arthrobacter en la superficie de la piel, sugiere que la
exposicién a HCs puede favorecer su colonizacién y crecimiento, lo que podria potencialmente ayudar en

la degradacion y metabolismo de estos compuestos en la piel.

Defluviicoccus fue otro género bacteriano notablemente abundante en las muestras de los individuos E
respecto a sus controles. Defluviicoccus, es un género de bacterias Gram negativas también recientemente
identificado. ComUnmente se encuentra en diversos ambientes, incluidos los sistemas de tratamiento de
aguas residuales, aerosoles urbanos y placas orales (Maszenan et al., 2022; Mcllroy & Seviour, 2009). Estas
bacterias son reconocidas por su capacidad de eliminar fésforo y almacenarlo como polifosfato (Bessarab

et al., 2022; Burow et al., 2007; Maszenan et al., 2022; Mcllroy & Seviour, 2009).

La presencia del género Defluviicoccus en la piel sugiere que pueden estar participando en el metabolismo
y la descomposiciéon de HCs debido a sus caracteristicas como organismos acumuladores de polifosfato
(PAQ). Los PAO utilizan carbono organico anaerébicamente, almacenandolo como polimeros de reserva
como los polihidroxialcanoatos (Bessarab et al., 2022; Burow et al., 2007; Maszenan et al., 2022; Mcllroy
& Seviour, 2009). Es probable que estas bacterias prosperen debido a su capacidad para metabolizar HCs

0 porque estos compuestos crean las condiciones dptimas de crecimiento en la piel.

El género Dietzia también mostré un aumento notable en la piel de los individuos E comparado a los NE.
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Este grupo de actinobacterias aerobias Gram positivas son comunmente encontradas en ambientes
acudticos y terrestres, asi como en muestras clinicas, por ejemplo, de infecciones de la piel (Gharibzahedi
et al., 2014; Jones et al., 2008; Koerner et al., 2009). Una caracteristica particular del género Dietzia, es la
habilidad de degradar hidrocarburos y otras sustancias organicas complejas (Jones et al., 2008; Koerner
et al., 2009). Esta caracteristica podria conferir capacidades patogénicas a Dietzia, permitiéndole colonizar
la piel humana (Koerner et al., 2009). A pesar de también estar presente en la piel de los individuos NE y
de las frecuentes observaciones en muestras epidérmicas humanas, las cepas de Dietzia no han sido
clasificadas como parte de la microbiota cutanea nativa (Dekio et al., 2007; Z. Gao et al., 2007; Koerner
et al.,, 2009). Esto sugiere una posible adquisicion a través de una exposicion especifica o mediante
vectores de transmision (Koerner et al., 2009). La mayor prevalencia de Dietzia entre los individuos E

sugiere un posible rol de estas en el procesamiento y la descomposicion de los HCs en la superficie cutanea.

El género bacteriano Microvirga, igualmente mostré una mayor abundancia relativa en la piel de los
individuos E. Estas bacterias aerébicas Gram negativas, se encuentran principalmente en el suelo y son
reconocidas por su capacidad de fijar nitrégeno y establecer relaciones simbidticas con las plantas (Ardley
et al., 2012; Caputo et al., 2016; Msaddak et al., 2017; Tapase et al., 2017; X. Zhang et al., 2022). Aunque
normalmente no se le considera un miembro de la microbiota cutdnea humana, se ha reportado su
presencia en la piel, asi como en el intestino y en las muestras de heces de individuos sanos (Boxberger

et al., 2021; Caputo et al., 2016, 2019; Lagier et al., 2012).

La presencia significativa de Microvirga en la piel de los individuos expuestos a HCs puede atribuirse a la
capacidad de este género bacteriano de metabolizar estos compuestos. Estudios indican que algunas
cepas de Microvirga son capaces de metabolizar contaminantes organicos (Y.-J. Li et al., 2022) y prosperar

en la cercania a suelos contaminados con desechos(Tapase et al., 2017).

Nocardioides fue otro género de los géneros que mostré una mayor abundancia relativa en la piel de las
muestras E. Al igual que el género previamente mencionado, Mycobacterium, Nocardioides también es
conocido por su capacidad para degradar hidrocarburos y su potencial patogénico. El género Nocardioides
estd compuesto por Actinobacterias aerdbicas Gram positivas que se encuentran en varios ambientes,
incluyendo suelo, agua, aguas residuales industriales, superficies de plantas y columnas de esquisto de
petréleo (Collins et al., 1994; Lawson et al., 2000; Prauser et al., 1997; J. H. Yoon et al., 1997, 1999; J.-H.
Yoon & Park, 2006). Varios informes han vinculado las especies de Nocardioides a infecciones humanas,
particularmente en individuos inmunocomprometidos o aquellos con condiciones respiratorias delicadas

(Doyle et al., 2023; Hemmersbach-Miller et al., 2018; Lotte et al., 2020; Toyokawa et al., 2021; Wilson,
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2012). Se han aislado cepas de Nocardioides con capacidades hidrocarbonocldsticas de ambientes
contaminados con petrdleo (L. M. Brown et al., 2017; C. M. Jung et al., 2002; Kubota et al., 2005), vy el
analisis de su genoma revelé la presencia de genes que codifican para monooxigenasas de alcano (L. M.
Brown et al., 2017). Aunque las especies de Nocardioides pueden aislarse de la piel (Lotte et al., 2020;
Steinbrink et al., 2018; Zhuang et al., 2021), su presencia es una sefial de alerta debido a su naturaleza
patogénica. El incremento significativo de Nocardioides en los sujetos E, puede estar vinculada a sus
mencionadas habilidades de degradacién de HCs, lo que, a su vez, puede indicar un riesgo elevado de

infecciones en estos individuos.

Rheinheimera fue otro género que también mostrd una diferencia significativa en su abundancia en
presencia de HCs. Este género comprende bacterias aerdbicas Gram negativas y pertenece al filo
Proteobacteria. Por lo general, se pueden encontrar en varios entornos acudticos como agua dulce,
habitats marinos, aguas residuales industriales y urbanas, asi como en plantas y suelos (Becerra-Castro
et al., 2016; W.-M. Chen et al., 2019; Joura et al., 2021; Kumar et al., 2015; Panda et al., 2020; Romanenko
et al., 2015; Ryu et al,, 2008; Yu et al., 2020; W. Zhang, Zhu, et al., 2020). Rheinheimera en términos de
salud humana se ha asociado con bacteremia (Kuchly et al., 2020), asi como con una mayor presencia en
pacientes con rosacea (Joura et al., 2021; Yun et al., 2019). Ademas, se ha encontrado que Rheinheimera
tiene el potencial de ser utilizada para fines de biorremediacién debido a su capacidad para degradar HCs
(Cappello et al., 2016). El incremento de su abundancia en presencia de derivados de HCs sugiere su
posible participacion en el metabolismo o degradacién de estos compuestos. Se necesita mas investigacion
para entender los mecanismos por los cuales Rheinheimera responde a los HCs y cémo puede contribuir a

la salud del huésped.

Rubellimicrobium, una bacteria gramnegativa que prospera en ambientes anaerdbicos, mostré un
aumento significativo en prevalencia en las muestras E en comparacion con las NE. Perteneciente a la clase
Alphaproteobacteria, Rubellimicrobium se distribuye ampliamente en varios habitats, incluyendo suelo,
liguenes, depdsitos de maquinas papeleras y particulas de aire en forma de aerosol (Denner et al., 2006;

Han et al., 2023; lakovides et al., 2022; Weon et al., 2009; L. Yang et al., 2022).

Existe una creciente preocupacion por el riesgo potencial de exposicién a microorganismos como
Rubellimicrobium y sus implicaciones para la salud humana. Estos microorganismos pueden actuar como
patdgenos oportunistas, y los cambios ambientales estan aumentando la probabilidad de exposicién. Por
ejemplo, un estudio realizado por Liu Yang et al. (L. Yang et al., 2022) encontré que Rubellimicrobium era

uno de los géneros predominantes de bacterias transportadas por el aire tanto durante los dias de neblina
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como sin neblina en Xi’an, China. Este microorganismo, mostrd una correlacién positiva con la capacidad
de oxidaciéon atmosférica en los dias de neblina, sugiriendo su resistencia al estrés oxidativo en
comparacién con otras bacterias. Esto resalta la importancia de abordar los bioaerosoles como un

problema ambiental significativo.

Ademas, un estudio realizado por lakovides et al. (lakovides et al., 2022) encontré que Rubellimicrobium
era uno de los géneros dominantes en muestras de aerosoles, indicando su capacidad para prosperar en
condiciones desafiantes durante el transporte, como la desecacion, la radiacion UV y la disponibilidad
limitada de nutrientes. Rubellimicrobium mostré una fuerte tendencia a coexistir con otras bacterias
durante eventos de polvo, sugiriendo interacciones potenciales o nichos ecolégicos compartidos. También
se identificd la presencia de Rubellimicrobium en lesiones de neoplasia intraepitelial cervical en mujeres
(Vikramdeo et al., 2022; J. Wang et al., 2020), lo que sugiere su posible papel como patégeno en el

desarrollo del epitelio cervical en un estado neoplasico.

Se ha observado que Rubellimicrobium estd asociado con la degradacion de microplasticos (Mamtimin
etal., 2023), lo que implica su capacidad para degradar hidrocarburos de petrdleo, explicando

potencialmente su presencia significativa en muestras de E.

Un género bacteriano que presentd una disminucidn en abundancia relativa en las muestras de los sujetos
E fue Peptoniphilus. Su mayor abundancia en los sujetos NE, sugiere que la exposicidon a HCs podria inhibir
a este género en los sujetos E. El género Peptoniphilus esta tipicamente presente en la microbiota humana
y se le puede encontrar en varias ubicaciones, como el sistema genitourinario, el intestino, la cavidad oral
y la piel (Chattopadhyay et al., 2021; Egert et al., 2011; Evans et al., 1978; Gontcharova et al., 2010;
Murdoch, 1998; Murphy & Frick, 2013). Estas bacterias Gram positivas anaerdbicas se han asociado con
infecciones oportunistas y se han vinculado a condiciones clinicas que incluyen infecciones de piel y tejidos
blandos, infecciones del tracto urinario, infecciones del torrente sanguineo y endocarditis (Angrup et al.,
2022; K. Brown et al., 2014; Gontcharova et al., 2010; Murdoch, 1998; Murphy & Frick, 2013; Stein et al.,
2011). Curiosamente, Arikan y colaboradores encontraron una asociacién entre la disminucién en la
abundancia del género Peptoniphilus y la enfermedad de Parkinson en su estudio (Arikan et al., 2022), lo
que refuerza la importancia del género Peptoniphilus para la salud humana. La inhibicién que observamos
puede atribuirse a los efectos téxicos de los HCs en el crecimiento y supervivencia de este género, lo que

podria conducir a efectos adversos en el huésped.

Segun estudios previos, la diversificacion de las comunidades microbianas incluye el enriquecimiento de
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géneros bacterianos que se sabe poseen la capacidad de degradar los HCs. Se encontré que Paracoccus,
gue son bacterias Gram negativas del filo Proteobacteria, y Williamsia, una bacteria Gram positiva del filo
Actinobacteria, fueron notablemente mds abundantes en muestras de manos de individuos expuestos a

HCs.

Paracoccus, un género comunmente encontrado en la piel (Cosseau et al., 2016; Ross et al., 2018; van
Rensburg et al., 2015), ha sido identificado como un patégeno oportunista (Daneshvar et al., 2003; Funke
et al., 2004) y se ha demostrado que posee capacidades hidrocarbonoclasticas (Liu et al., 2019; Teng et al.,
2010). Curiosamente, los estudios que investigan el impacto de HCs en la microbiota de la piel han indicado
que la exposicién a hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) se asocia con un aumento de la abundancia

de especies de Paracoccus (Leung et al., 2020, 2023; Misra et al., 2021).

Williamsia también se ha asociado con la degradacién de HCs (C. Li et al., 2023; Yassin et al., 2007) y se ha
identificado como un patdgeno oportunista en individuos con sistemas inmunolégicos comprometidos

(Keikha, 2018).

Estos resultados refuerzan que la exposicion a derivados de HCs altera la composicion de la microbiota de
la piel, reduciendo la proteccion proporcionada por las bacterias beneficiosas y contribuyendo

potencialmente a la presencia de cepas patogénicas (Leung et al., 2020).

4.3 Inferencia del estado metabdlico a partir de la prediccidon de los genomas

La predicciéon de los metagenomas con PICRUSt permitié profundizar en la correlacion entre la
diversificacion y enriquecimiento de los taxones bacterianos con sus capacidades hidrocarbonoclasticas,
derivado de la exposicidn a HCs. Este andlisis evidencié cambios en la abundancia de genes microbianos
involucrados en distintas funciones metabdlicas. Especificamente, mostré un notable aumento en la
abundancia de secuencias vinculadas a la degradacién de una amplia gama de hidrocarburos en muestras
recolectadas de los individuos E, particularmente en sus manos (EH). Es preciso recordar que este sitio
anatomico es el que regularmente entra en contacto directo con los HCs, ya que los individuos los
manipulan sin las suficientes medidas de proteccion. Ademas, se observd un aumento en la presencia de
genes relacionados con la produccién de toxinas bacterianas y antibidticos. Las bacterias tienden a
incrementar la sintesis de estas clases de compuestos cuando se enfrentan a la competencia con otras

bacterias, el estrés o ante un posible dafio (Cornforth & Foster, 2015). Este resultado sugiere que puede
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existir competencia microbiana en la superficie de la piel ocasionada por cambios en la estructura de la
comunidad microbiana, lo que a su vez puede promover el desarrollo de cepas potencialmente dafiinas,

todo esto como producto de la exposicidn a derivados de petrdleo.

4.4 Metaboloma de la piel

Los resultados de la metabolémica basada en espectrometria de masas revelaron alteraciones
significativas en el metaboloma de la superficie de la piel asociado a la exposiciéon a HCs. El metaboloma
obtenido después de aplicar nuestros filtros de calidad comprendié 804 atributos, con masas que

abarcaron desde los 143.106 m/z hasta los 1310.996 m/z.

Una vez normalizados e imputados los datos, como primer paso para tener una comprensiéon general del
metaboloma, se realizd un grafico de componentes principales (PCA). A nivel de Cohorte se observé un
claro patrén de agrupacién en las muestras de individuos NE respecto a las E, que se mostraban mas
heterogéneas en su distribucién. El mapa de calor confirmé adn mds estos resultados, mostrando
diferencias significativas en los perfiles de metabolitos entre individuos expuestos cronicamente a HCs y

aquellos sin exposicion.

A nivel de subcohorte los resultados fueron igualmente similares tanto en el PCA como en el mapa de
calor. Curiosamente, en ambos analisis se observd que las muestras de EA compartian similitudes en sus
perfiles metaboldmicos con las muestras de EH, diferenciandose claramente respecto a sus contrapartes;
esto sugiere un posible impacto general de HCs en la piel o una exposicion indirecta a HCs en el brazo. Sin
embargo, las diferencias en los niveles de metabolitos eran mds notables en las muestras de EH y podrian
atribuirse al hecho de que los HCs son moléculas quimicas con amplia variedad de tamafios y formas (Eneh,
2011; McKee & White, 2014; «Petroleum Derivatives: Synthesis and Application», 2017) y las manos estan
frecuentemente expuestas a ellos debido a las actividades de manipulacién. Ademas, se sabe que son
capaces de alterar las estructuras celulares y desencadenar estrés celular (Kezi¢ et al., 2010; Khanna &
Gharpure, 2017; McKee & White, 2014; Mehlman, 1991; Olawoyin, 2012; Ragusa et al., 2021), lo que

podria contribuir a los cambios de abundancia de algunos compuestos en las muestras EH.

Aunado a los interesantes resultados en el mapa de calor, el andlisis de grafico de volcan confirmé que
existia un mayor nimero de metabolitos significativamente desregulados en las muestras de EH en

comparacién con NEH (229 metabolitos en total). En contraste, se identificaron menos metabolitos
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desregulados significativos al comparar las muestras de EA y NEA (73 metabolitos en total). Estos
resultados confirman que la exposicidon directa de las manos a los derivados de HCs tiene un mayor

impacto en el metaboloma de la superficie de la piel en comparacién con la exposicidn indirecta (muestras

EA).

Es importante mencionar que solo hubo 18 anotaciones automaticas con bibliotecas espectrales publicas.
El bajo nivel de anotacidon automatica alcanzada (<0.2%), se puede deber al gran espacio quimico de
moléculas presentes en las muestras y la baja cantidad de registros en las bases publicas. Debido a ello y
con el fin de obtener mas informacién de las muestras, se enriquecieron los resultados utilizando

herramientas que permiten minar los datos y hacer predicciones de moléculas in silico.

Basdndose en la identificacion de compuestos contra bibliotecas publicas y herramientas de prediccién in
silico, la superclase mas abundante identificada fueron los lipidos y moléculas similares a lipidos. Estas
moléculas estadn involucradas en una multitud de procesos biolégicos y son reconocidas por numerosas
enzimas, proteinas de union y receptores (Fahy et al., 2005). Desempefian roles esenciales en la regulacion

de diversos procesos bioldgicos, asi como en enfermedades(Sud et al., 2007).

Las moléculas de lipidos y similares a lipidos no sdlo se producen de forma natural, sino que también se
encuentran en varios productos de cuidado personal (H. J. Lee et al., 2018; Mitura et al., 2020; Proksch &
Lachapelle, 2005), incluyendo lociones, cremas y cosméticos. Ademds, se sabe que se ven
significativamente afectados por la exposicion a los derivados de HCs de petrdleo, como se demostré en
el estudio de Moreno-Ulloa y colaboradores. En su investigacidn, las moléculas de lipidos y similares a
lipidos fueron la superclase mas abundante en el medio, particularmente en los sedimentos que crecieron

en presencia de HCs de petréleo.

Ademas, esta superclase quimica incluye a una gran cantidad de moléculas tales como: alcoholes,
quinonas, hidroquinonas, etc. Algunos de estos compuestos se han reportado como productos del
metabolismo microbiano de hidrocarburos (Brooijmans et al., 2009). Es importante sefialar que debido a
las condiciones cromatograficas en las que se adquirieron los datos (fase reversa) este tipo de moléculas
son mas susceptibles de identificar. No obstante, también es digno de resaltar que se identificaron otras
superclases de moléculas con distintas polaridades, entre las que destacan: bencenoides, nucleédsidos,

nucledtidos y analogos, compuestos organooxigenados y fenilpropanoides y policétidos, entre otros.

Como ya se menciond, uno de los principales desafios que enfrenta la metabolémica utilizando
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espectrometria de masas no dirigida es la ausencia de una biblioteca de referencia integral de metabolitos.
Esta limitacion dificulta la identificacidn y anotacién precisa de los metabolitos detectados. Para abordar
este desafio, se han propuesto varias estrategias, incluyendo el uso de redes neuronales para predecir
clases de compuestos directamente a partir de datos de MS/MS sin depender de una biblioteca de
referencia (Dihrkop et al., 2021). CANOPUS es una herramienta que nos permite describir y comparar

muestras basandonos en la distribucién de clases de compuestos.

Es notable que ambas cohortes exhibieron un mayor nimero de compuestos detectados en sus manos en
comparacién con sus controles (brazos). En 2015, Bouslimani y sus colegas demostraron (Bouslimani et al.,
2015) que la superficie de la piel de las manos tenia uno de los niveles mas altos de diversidad molecular
entre diferentes sitios del cuerpo. Posteriormente, nuevamente Bouslimani y colaboradores (Bouslimani
et al., 2019) observaron variaciones en la diversidad molecular en la superficie de la piel en varios sitios
del cuerpo. Encontraron que la cara y los brazos exhibian la mayor diversidad molecular en comparacion
con los pies y las axilas, tanto al principio como al final del estudio (cuando no se usaban productos
cosméticos). Por lo que las diferencias en la diversidad molecular de las manos con respecto a otros sitios
del cuerpo que nosotros observamos pueden atribuirse a una mayor exposicion de las manos a una
variedad mas amplia de compuestos en el medio ambiente, incluyendo derivados de HCs de petréleo,
dado que nuestras interacciones con el entorno que nos rodea a menudo implican el uso de nuestras

manaos.

En general, la mayoria de los atributos detectados en todas las muestras corresponden a 4cidos
carboxilicos y sus derivados (>30%). Esta clase quimica engloba compuestos como los aminodcidos y
péptidos, que se encuentran comunmente en los sistemas bioldgicos debido a sus roles esenciales e
indican una superficie de la piel saludable(Solano, 2020). Son secretados por las células del huésped(Park
et al., 2013) o producidos por la microbiota de la piel(Malik et al., 2016), para combatir a los patégenos.
Su presencia también contribuye al pH ligeramente acido de la piel, entre 4.8 y 5.8 (Burke et al., 1966;
Solano, 2020), que es importante para el mantenimiento y regulacién de la funcién de barrera de la piel

(Costa & Horswill, 2022; Hachem et al., 2003; Proksch, 2018).

Los acilos grasos, una de las ocho categorias de lipidos (Fahy et al., 2009), representaron la segunda clase
de compuestos mas abundante, constituyendo aproximadamente el 15% de las caracteristicas detectadas.
Esta categoria de lipidos bioldgicos juega un papel fundamental como bloques de construccidn para la

sintesis de lipidos complejos (Fahy et al., 2005). Engloba un amplio espectro de compuestos, incluyendo
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acidos grasos, que también contribuyen a la acidez de la superficie de la piel, asi como ésteres de cera,

isoprostanos, amidas grasas, entre otros (Fahy et al., 2005).

Es importante destacar que la presencia y abundancia de esta clase de compuestos puede estar vinculada
a su produccion por las glandulas sebaceas presentes en la piel. Estas glandulas secretan sebo, una
sustancia compuesta por acidos grasos libres, triglicéridos, ésteres de cera y escualeno (Costa & Horswill,

2022).

Los compuestos organonitrogenados fueron la tercera clase de compuestos mas abundante detectada,
representando aproximadamente el 9% de los atributos observadas. Esta clase engloba compuestos como

aminas, sales de amonio, guanidinas, amindxidos y N-arilamidas (Djoumbou Feunang et al., 2016).

La presencia de esta clase de compuestos en la superficie de la piel puede atribuirse a varios factores.
Estos factores incluyen: las actividades metabdlicas de las células de la piel (Gillbro et al., 2004; Kang et al.,
2019; Lewis et al., 1972; Schallreuter et al., 1995; A. Slominski et al., 2005; A. T. Slominski et al., 2012), la
produccién de productos de desecho nitrogenados por los microorganismos residentes en la piel (Lewis
et al., 1972), y la exposicion a fuentes exdgenas como los contaminantes ambientales (Ferraz et al., 2012;
Korinth et al., 2006; Nakano et al., 2018; Palmiotto et al., 2001) o productos de cuidado personal que

contienen compuestos nitrogenados (Kemper et al., 2010; Khalid & Abdollahi, 2021).

4.5 Diferencias en abundancia de las clases quimicas

Los azoles son contaminantes ambientales emergentes debido a su uso en diversas industrias, como la
agricultura, productos farmacéuticos y productos para el hogar (Dalvie et al., 2002; Shi et al., 2019; Taxvig
et al., 2008). También estan presentes en derivados del petréleo, como el combustible diésel (Zeuthen
et al., 2001). Su presencia plantea preocupaciones eco toxicoldgicas y riesgos para la salud humana, ya
que son potentes inhibidores del citocromo-p450, producen metabolitos tdxicos y tienen propiedades
disruptivas endocrinas (Dalvie et al., 2002; Magnusson et al., 1972; Taxvig et al., 2008). Los cambios
significativos en la abundancia de estos compuestos en individuos E en comparacidon con NE revelan

posibles riesgos para la salud de los trabajadores expuestos a derivados del petréleo.

Los glicerolipidos también mostraron desregulacion debido a la exposicion a derivados del petrdleo. Esta

desregulacion se observé tanto a nivel de cohorte como de subcohorte (EH vs NEH), con un aumento en
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la abundancia de glicerolipidos en individuos expuestos. Los glicerolipidos son lipidos compuestos por una
estructura de glicerol y de una a tres moléculas de acidos grasos (Fantini & Yahi, 2015). Se ha reportado
que ratones expuestos a hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) experimentaron cambios en el
metabolismo de los glicerolipidos, con un aumento en los niveles de triglicéridos en el tejido hepatico (F.
Li et al., 2020). Esta desregulacidn sugiere una posible alteracion en el metabolismo de los lipidos y puede

contribuir a efectos nocivos en la piel.

Los hidroxiacidos y derivados son otra clase quimica que mostré cambios significativos en abundancia en
respuesta a la exposicién a hidrocarburos de petrdéleo. Tanto a nivel de cohorte como de subcohorte, los
individuos no expuestos mostraron niveles mas altos de metabolitos de esta clase. Estos compuestos se
caracterizan por la presencia de al menos dos grupos carboxilicos o un grupo carboxilico y un grupo
hidroxilo con una cetona (da Silva Junior et al., 2017) actian como intermediarios del metabolismo
energético y regulan funciones inmunes y metabdlicas al activar receptores especificos. Ejemplos de estos
compuestos incluyen acido lactico, acido 3-hidroxi-butirico y acido 3-hidroxi-octanoico (Offermanns,

2017).

Es importante sefialar que los hidroxiacidos y sus derivados son comunes en productos cosméticos y de
cuidado de la piel, y se utilizan en tratamientos dermatoldgicos por su efectividad contra la sequedad,
lineas, arrugas, hiperpigmentacién y acné (Farris, 2018; Lynch & Schwarz, 2010; Obagi, 2018; Obagi &
Gandhi, 2017). La desregulacién de estos compuestos se ha relacionado con afecciones como la psoriasis
(Hanson et al., 2010) y otros trastornos de la piel (Offermanns, 2017). Algunos trastornos relacionados con
la exposicion a hidrocarburos podrian estar vinculados a la desregulacion de hidroxiacidos y derivados en

la piel.

Solo en la comparaciéon EH vs NEH del grupo de subcohorte, los niveles de abundancia de acidos
carboxilicos y derivados mostraron un aumento significativo en las muestras de EH. Esta clase incluye
varios compuestos, como los propios acidos carboxilicos. Los mayores niveles de estos metabolitos pueden
atribuirse al metabolismo de aminoacidos y péptidos, asi como a la conversidon de hidrocarburos de
petréleo en Acidos carboxilicos. Los acidos carboxilicos son metabolitos centrales en las vias de
degradacion de hidrocarburos en bacterias (Bian et al., 2015; Jacques et al., 2007; Peng et al., 2008; Selesi
& Meckenstock, 2009). Alternativamente, estos cambios podrian ser resultado de perturbaciones
inducidas por los HCs en células de mamiferos, ya que la exposicion a estos se ha asociado con trastornos

en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) (P. Gao et al., 2018; Potratz et al., 2016; Ye et al., 2019) y un
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aumento en los niveles de acidos organicos debido a la peroxidacion lipidica causada por el estrés oxidativo

(2. Wang et al., 2015).

El aumento en la abundancia de los acidos carboxilicos y derivados fue especifico para las manos de los
individuos expuestos, lo que se alinea con el hecho de que esta es la parte del cuerpo que interactia

directamente con los derivados del petréleo, especialmente en ausencia de medidas de proteccidn.

Los acilos grasos mostraron niveles de abundancia mas bajos en muestras de EH en comparacién con NEH.
Este grupo de sustancias quimicas es significativo en términos de lipidos bioldgicos y abarca
principalmente acidos grasos, caracterizados por grupos metileno consecutivos que contribuyen a su

naturaleza hidrofébica (Fahy et al., 2005).

Tanto los estudios in vitro (F. Wang et al., 2018) como in vivo (F. Li et al., 2020)indican que la exposicidn a
los HAP produce niveles reducidos de acidos grasos, sugiriendo una posible alteracién del metabolismo de

los lipidos.

El estrato cérneo de la piel contiene gldndulas sebdceas que producen sebo, compuesto por acidos grasos
libres, triglicéridos, escualeno, cera y ésteres de esterol. Estos componentes son cruciales para mantener
laintegridad y el equilibrio de humedad de la piel (Honari & Maibach, 2014). La mayoria (hasta el 95 %) de
los acidos grasos en la piel se producen a través de la actividad de la lipasa de Cutibacterium acnes sobre
los triglicéridos del sebo (Freinkel et al., 1965; Marples et al., 1971; Toyoda & Morohashi, 2001). C. acnes
es una bacteria comun en nuestra microbiota cutanea (Allhorn et al., 2016; Almoughrabie et al., 2023;
Christensen & Briggemann, 2014) y su metabolismo inhibe el crecimiento de bacterias patdgenas y

mantiene el equilibrio cutaneo (Almoughrabie et al., 2023; M. Yang et al., 2020).

La disminucién de acidos grasos en la piel en muestras de EH podria deberse a la inhibicién de bacterias
comensales o a una alteracidn de la sintesis de lipidos por los queratinocitos, ambos potencialmente

causados por la exposicidn a HCs.

Ademas de los glicerolipidos, los glicerofosfolipidos también mostraron una mayor abundancia, pero solo
en la comparacidn entre EH y NEH. Los glicerofosfolipidos son lipidos caracterizados por diglicéridos de
acidos grasos con un éster de fosfatidilo unido al carbono terminal de la cadena principal de glicerol (Fahy
et al., 2005; Tao, 2007). Desempefian papeles cruciales como componentes de las membranas celulares,

sitios de unidn para proteinas y precursores o segundos mensajeros (Fahy et al., 2005).
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Estudios previos han reportado un aumento en la expresién de genes relacionados con el metabolismo de
los glicerofosfolipidos y una elevacién en la abundancia de estas moléculas tras la exposicion a HAP (F. Li
et al., 2020; Potratz et al., 2016; F. Wang et al., 2018). Se han propuesto varias hipdtesis para explicar este
aumento, incluida la posible alteracion de la actividad, funcionalidad e integridad de la membrana (F. Li
et al., 2020; Potratz et al., 2016), la induccidn de la sefalizacidon del receptor de hidrocarburos arilicos

candnicos (Potratz et al., 2016) y la estimulacién de la actividad de la enzima PLA2 (F. Wang et al., 2018).

En 2020, Leung et al. (Leung et al., 2020) investigaron la respuesta de la microbiota de la piel humana a la
exposicién a HAP y encontraron una asociacion entre la exposicién a HAP y un aumento de los genes
asociados con el metabolismo de los glicerofosfolipidos. Sin embargo, en nuestra predicciéon funcional
utilizando PICRUST, encontramos que los genes relacionados con el metabolismo de los glicerofosfolipidos
eran mas abundantes en manos de individuos no expuestos. Esto sugiere que los cambios observados en
el metabolismo de los glicerofosfolipidos en respuesta a HAP podrian no deberse al metabolismo
bacteriano, sino que apoya la hipdtesis de que la exposicién crdnica a derivados de HCs puede alterar el

metabolismo de los lipidos.

En cuanto a la clase quimica de los cetoacidos y derivados, se encontraron resultados interesantes en
ambos niveles. A nivel de cohorte, estas moléculas son mas abundantes en muestras NE en comparacion
con las muestras E. A nivel de subcohorte, en ambas comparaciones (EH vs NEH y EA vs NEA), los cetoacidos

y derivados estaban subregulados en muestras de individuos expuestos a HCs (EH y EA).

Los cetoacidos y derivados, también conocidos como oxodcidos, son compuestos organicos que contienen
un grupo cetona y un grupo acido carboxilico (A. Wong & Poli, 2014). Existen varios tipos, como los a-
cetodcidos, B-cetoacidos y y-cetodcidos, cuya nomenclatura depende de la posicidn del grupo ceto en
relacidn con la fraccidon de acido carboxilico. Los a-cetoacidos desempefian roles importantes en el ciclo
de Krebs y la glucélisis(A. Wong & Poli, 2014). Otra fuente de oxoacidos es la B-oxidacion, donde los acidos
grasos se convierten en acetil-CoA (Batsika et al., 2021; Parsons & Rock, 2013; Swizdor et al., 2012) . Este
proceso ocurre en mitocondrias y peroxisomas, contribuyendo al metabolismo energético (Swizdor et al.,
2012). Otros oxodacidos, con diferentes posiciones de la funcionalidad oxo en la cadena de carbono,
cumplen diversas funciones en la salud humana (Baron et al., 2005; Batsika et al., 2021; Cossette et al.,
2008; Zheng et al., s. f.). La menor presencia de cetoacidos y derivados en muestras expuestas a HCs puede
estar asociada con una expresion reducida de hidroxiacidos y acilos grasos, resaltando alteraciones en el

metabolismo de los lipidos.
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La clase de compuestos organooxigenados también mostré un aumento significativo tanto a nivel de
cohorte como de subcohorte, especificamente en las muestras EH en comparacién con las NEH. Esta clase
incluye compuestos organicos con un enlace carbono-oxigeno, como carbohidratos, éteres, compuestos
carbonilicos, alcoholes y polioles (Djoumbou Feunang et al., 2016). Algunos de estos compuestos son
intermediarios o productos finales en la biodegradacion del petréleo en entornos contaminados (Mohler

et al., 2013, 2020; Nabi et al., 2017).

La biodegradacion microbiana de hidrocarburos comienza con una reaccidn de activacidn, que puede
ocurrir en condiciones aerdbicas o anaerdbicas (Laczi et al., 2020). En vias aerdbicas, la activacion de
hidrocarburos implica mono y dioxigenasas que utilizan oxigeno molecular para convertir los
hidrocarburos en alcoholes. En condiciones anaerdbicas, se utilizan reacciones como la adicién de
fumarato, hidroxilacion independiente del oxigeno, carboxilacién directa, hidratacion y metanogénesis

inversa (Laczi et al., 2020).

En humanos, el metabolismo de hidrocarburos comienza con enzimas de fase |, que producen
intermediarios oxigenados, y continla con enzimas de fase Il que los convierten en productos mas polares
(Shimada, 2006). Estos intermediarios son altamente reactivos y pueden formar aductos de ADN (Ewa &

Danuta, 2017; P. Gao et al., 2018; Potratz et al., 2016; Shimada & Fujii-Kuriyama, 2004).

Las monooxigenasas dependientes del citocromo P450 (CYP) son cruciales en el metabolismo de
hidrocarburos tanto en bacterias (Funhoff et al., 2006; Laczi et al., 2020) como en humanos (Potratz et al.,
2016; Shimada, 2006; Shimada & Fujii-Kuriyama, 2004). Segun las predicciones de PICRUST, las muestras
de EH mostraron niveles elevados de genes relacionados con la degradacion del PH, incluyendo la via del

citocromo P450, en comparacion con NEH.

La piel sana generalmente tiene niveles bajos de oxigeno molecular (Fyhrquist et al., 2019; Tholen et al.,
2016), indicando un metabolismo cutaneo anaerébico. Sin embargo, los géneros Williamsia y Alkanindiges,
que aumentaron significativamente en EH, son bacterias estrictamente aerdbicas, mientras que
Paracoccus puede tener un metabolismo aerdbico o anaerdbico facultativo. Esto sugiere un cambio hacia
el metabolismo aerdbico en la piel, lo que podria explicar el aumento de compuestos organooxigenados

asociados con el metabolismo de hidrocarburos en la superficie de la piel.

Otra clase quimica que presentd un aumento notable en su abundancia fue la clase de los éteres fendlicos

tanto en las muestras E asi como en las EH. Los éteres fendlicos son compuestos orgdnicos caracterizados



73
por la férmula general Ar—O—R, donde Ar representa un anillo de fenilo sustituido o no sustituido (Sanchez
et al., 2019). Estos compuestos son contaminantes ambientales presentes en el petréleo y sus derivados
(Fayolle et al., 2001; MacCrehan & Brown-Thomas, 1987; Min & Wen, 1982; Schllter & Schauer, 2017;
Wittich, 1998; Yoshimoto et al., 1990). También son biodegradados por comunidades microbianas con
actividad hidrocarbonoclastica (Fayolle et al., 2001; Karlson et al., 1993; Y.-H. Kim & Engesser, 2004;
Schliiter & Schauer, 2017; White et al., 1996) y pueden generarse como metabolitos secundarios a través

del metabolismo microbiano (H. Gao et al., 2013; M. V. Nguyen et al., 2022).

Una inspeccion manual de las anotaciones CANOPUS y CSIFingerID reveld que estos compuestos estan
estructuralmente relacionados con la via de los alcaloides, segun el Clasificador de Productos Naturales
(NPC) (H. W. Kim et al., 2021) incluido en la Ultima versién de SIRIUS. Esto coincide con los hallazgos previos
de PICRUST, donde los genes funcionales relacionados con la “biosintesis de alcaloides inddlicos” estaban
sobrerrepresentados en muestras de EH en comparacién con NEH. Algunas bacterias pueden producir
alcaloides para competir y defenderse de otros microorganismos (Kishimoto et al., 2016; Klapper et al.,

2016; Lozano et al., 2019).

La mayor abundancia de éteres fendlicos en muestras de E y EH podria explicarse por un aumento en los
genes funcionales relacionados con la biosintesis de alcaloides, sugiriendo competencia bacteriana en la

superficie de la piel debido a la exposicidn a HCs.

La clase de lipidos prendlicos (LP) mostré una disminucién significativa en abundancia en la cohorte E,
particularmente en sus muestras EH. Los LP son sintetizados por organismos eucariotas y bacterias a partir
de los precursores de 5 carbonos isopentenil difosfato y dimetilalil difosfato a través de la via del
mevalonato. Estos lipidos son cruciales para sintetizar varios compuestos bioactivos, incluidas hormonas
esteroides, carotenoides, acidos biliares y quinonas (Donato et al., 2023; Fahy et al., 2005; Karlic & Varga,
2019). Los cambios en los niveles de LP se han relacionado con varias patologias, como la encefalopatia
hipoxico-isquémica, el sindrome coronario agudo y las perturbaciones cerebrales (Hu et al., 2021; W.

Zhang, Song, et al., 2020).

Ademas, se ha encontrado que los pacientes con acné tienen niveles disminuidos de LP en la superficie de
la piel en comparacion con los pacientes sin acné (Ding et al., 2022; Zhou et al., 2018). De manera similar,
las personas que fuman y las mujeres mayores muestran niveles disminuidos de LP en la capa externa de
la piel de sus manos en comparacién con los no fumadores y las personas mas jévenes, respectivamente

(T. Chen, Wang, et al., 2023; T. Chen, Zhao, et al., 2023). Pham et al. (Pham et al., 2015) propusieron que
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el escualeno, un LP presente en el sebo de la superficie de la piel, puede servir como un antioxidante
endogeno, proporcionando efectos protectores contra sustancias nocivas como los contaminantes.
Ademas, sugirieron que el escualeno podria desempefiar un papel en el control de los niveles de oxigeno

para los microorganismos anaerdbicos beneficiosos presentes en la piel.

La disminucién en la abundancia de lipidos prendlicos observada en la superficie de la piel de individuos
expuestos a HCs refuerza la alteracidon previamente observada del metabolismo lipidico, sugiriendo
efectos adversos sobre la salud de la piel y potencialmente relacionados con la desregulacién de la

microbiota.

4.6 Correlacion bacterias-metabolitos

Como se menciond anteriormente, la presencia y abundancia de ciertos compuestos en la superficie de la
piel es un fendmeno natural que puede diferir entre individuos, partes del cuerpo y rutinas. Sin embargo,
cambios significativos en la abundancia de metabolitos de clases especificas sugieren alteraciones debidas

a la exposicidn a HAP.

Los procesos metabdlicos de la piel estdn estrechamente relacionados con el metabolismo de la
microbiota residente, y los cambios en uno pueden impactar al otro (Ashrafi et al., 2020; Emmert et al.,
2021; E. S. Jung etal., 2019). Al analizar los datos de metabolémica y metabarcoding en conjunto,
identificamos funciones microbianas y observamos las respuestas del huésped a la exposicién crénica al

PH en nuestros participantes.

Nuestro analisis reveld una relacién mas fuerte entre el microbioma y el metaboloma en individuos NE,
particularmente en muestras NEH, como lo indica el andlisis de Procrustes y coinercia. A pesar de las
diferencias en los microambientes de la epidermis de brazos y manos, observamos un patrén de
agrupamiento entre las muestras de ambos en ambos conjuntos de datos, sugiriendo una composicién
similar. En contraste, se observé una mayor disimilitud en los individuos E, sugiriendo que la exposicion

cronica al PH puede alterar la relacion entre el microbioma y los metabolitos.

Ademas, las muestras de EH exhiben una mayor dispersién y no tienden a formar grupos en comparacién
con las muestras de NEH. Esta diferencia en las muestras EH puede deberse a variaciones individuales en

respuesta a la exposicién a HCs o bien, diferencias en las interacciones ocupacionales con los HCs, como
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trabajar en talleres de reparacién de automdviles o neumdticos que implican distintos niveles de

exposicién y producen la evidente disimilitud entre las muestras del mismo grupo.

Sin embargo, los individuos de la cohorte E mostraron patrones similares en abundancia bacteriana y
perfiles de metabolitos. El analisis de correlacidn indicé que la presencia de los filos Proteobacteria y
Actinobacteria se asocié con un aumento en varias clases quimicas como ésteres fendlicos, compuestos
organooxigenados, glicerolipidos, benceno y derivados sustituidos, lignanos furanoides, entre otros. Por
el contrario, hubo una correlacién negativa entre Firmicutes y estas clases de compuestos, sugiriendo una
posible alteracidn en la abundancia de Firmicutes en la superficie de la piel debido a la exposicién crénica

a HCs.

Ademas, se observo una notable asociacidn entre ciertas bacterias (como Dietzia, Paracoccus y Kocuria)
encontradas en las manos de individuos E y derivados de dcidos grasos como el acido 11-cianoundecanoico
y el dcido 12-amino-7-oxododecanoico. Estos derivados estan potencialmente vinculados al metabolismo
de HCs porque estan asociados con la sintesis de polihidroxialcanoatos (PHA) (Dake, 2015; Kenny et al.,
2008). ElI PHA puede sintetizarse a partir de hidrocarburos cuando hay un exceso de carbono, una
capacidad comun entre las especies bacterianas con capacidades hidrocarbonoclasticas (Dake, 2015;

Kenny et al., 2008; Sabirova, 2010).

Curiosamente, también se observd una notable correlacion negativa entre la caracteristica
(469.375_28.524), identificada como un metabolito de la vitamina D llamado 25-hydroxy-26,27-
dimethylvitamin D3/25-hydroxy-26,27-dimethylcholecalciferol, y la abundancia de Dietzia, Kocuria,
Romboutsia y Williamsia. La vitamina D es una prohormona esteroide esencial para las funciones
paracrinas y autocrinas del organismo (Bocheva et al., 2021; Mostafa & Hegazy, 2015; Vanchinathan &
Lim, 2012). Es producida por la piel y convertida en metabolitos activos que contribuyen a la homeostasis
cutdneay a la funcién de barrera, asi como a la modulacion de la inmunidad cutanea (Bikle, 2012, 2020;
Bocheva et al., 2021; Hewison, s. f.; Martens et al., 2020; Mostafa & Hegazy, 2015; Reichrath et al., 2007,
2016; A. Slominski, Kim, et al., 2013; A. Slominski, Zbytek, et al., 2013; A. T. Slominski et al., 2016; Tuckey
etal.,, 2019). Ademas, la vitamina D tiene propiedades antimicrobianas (Youssef etal., 2011) y su
deficiencia puede afectar la salud general, el envejecimiento y la longevidad (Bocheva etal., 2021;
Maclaughlin & Holick, 1985). La exposicion a HCs puede afectar la produccién de esta prohormona en la

piel, creando condiciones que pueden promover la colonizacién por microorganismos patogenos.
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Capitulo 5. Conclusiones

La exposicidon ocupacional a grasas, aceites y lubricantes industriales es una situacién comun para
mecanicos y llanteros en México, donde las medidas de proteccidn son frecuentemente inadecuadas y la
regulacién en el sector es limitada. Este estudio evidencié que las dreas de la piel con exposicién crénica a
HCs, como las manos, muestran una mayor diversidad y una comunidad bacteriana distinta en
comparacién con zonas no expuestas. Asimismo, estas dreas exhiben un espacio quimico caracteristico,

sugiriendo un entorno favorable para la proliferacidon de bacterias capaces de degradar HCs.

Aungque el estudio no evalué directamente el impacto de estos cambios en la salud de los participantes,
los cambios moleculares observados sugieren posibles implicaciones para la salud, que deberdn explorarse
en investigaciones futuras. Estos estudios deberdn considerar si las alteraciones observadas representan
un riesgo para la salud o si actian como mecanismos compensatorios en respuesta a la exposicidon a HCs.
A pesar del tamafio reducido de la muestra, la inclusion de controles intra e intersujetos mejoré la
fiabilidad de los resultados al permitir comparaciones directas entre zonas de piel expuestas y no

expuestas dentro del mismo individuo.

En conclusién, los hallazgos de este estudio representan un primer paso significativo en la comprensién
de la microbiota cutdnea en trabajadores expuestos a HCs. Dada la prevalencia de la exposicién a HCs en
diversas industrias y dreas urbanas contaminadas, es crucial llevar a cabo investigaciones futuras que
incorporen metodologias avanzadas, como la transcriptomica, la protedmica y la metagendmica,
complementadas con evaluaciones dermatoldgicas detalladas. Ademas, es esencial ampliar el tamafio de
la muestra, incluir una mayor diversidad étnica, realizar estudios en mujeres y explorar diferentes tipos de
hidrocarburos. Estos esfuerzos permitirdn esclarecer las consecuencias quimicas, microbioldgicas,

fisioldgicas y clinicas de la exposicidn, protegiendo asi la salud cutdnea de las personas.

Ademas de los estudios futuros sugeridos, se recomienda que las industrias involucradas en la
manipulacion de HCs consideren la implementacion de medidas preventivas mas estrictas para proteger

la salud cutéanea de los trabajadores.
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Capitulo 6. Perspectivas

Para profundizar en el entendimiento de este fendmeno, las investigaciones futuras deberian enfocarse
en ampliar el tamano de la muestra e incluir una poblacidn mas diversa para validar estos resultados y
mejorar su generalizacidn. Es de suma importancia que se incluyan personas de género femenino en esta
clase de estudios, ya que la informacidén recolectada al respecto sigue siendo escasa. Ademads, son
necesarios estudios longitudinales para comprender los efectos a largo plazo de la exposicién a los

hidrocarburos en la salud de la piel y las comunidades microbianas.

La combinacién de metagendmica, metabolémica, transcriptémica y protedmica podria proporcionar una
comprension mas completa de los mecanismos moleculares subyacentes a los cambios observados en la
microbiota y el metabolismo de la piel. Este enfoque integrador puede revelar nuevos biomarcadores para

la deteccidn temprana de trastornos cutaneos relacionados con la exposicion a los hidrocarburos.

La investigacidn de posibles medidas de proteccion, como guantes y mascarillas, aunado al posible uso de
probidticos o potenciadores de la barrera cutdnea, podrian mitigar los efectos adversos de la exposicién a
los hidrocarburos. Estas intervenciones podrian probarse tanto en modelos in vitro como in vivo para

evaluar su eficacia y seguridad.

Este estudio destaca la necesidad de normas mas estrictas y directrices de proteccidn para los trabajadores
de industrias con una alta exposicidon a los hidrocarburos. Las campafias de salud publica deberian

concienciar sobre los posibles riesgos y promover medidas preventivas para proteger la salud de la piel.

Los estudios futuros deberian aprovechar los avances en las tecnologias de secuenciacion y las
herramientas bio- y quimio- informaticas para lograr una mayor resolucién y precision en los perfiles
microbianos y de metabolitos. Esto podria conducir a una identificacion mas precisa de los taxones
microbianos y las vias metabdlicas afectadas por la exposicion a los hidrocarburos en células procariontes

y eucariontes.
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Anexos

Anexo A. Tablas suplementarias

Repositorio de Github donde se almacenan las tablas:
https://github.com/froz9/Skin Exposed Hydrocarbons Thesis/tree/main

Tabla 5. Datos de abundancia bacteriana utilizados para analisis estadisticos y comparaciones entre grupos
(transformados en log10) (Disponible como archivo CSV)

Tabla 6. Resultados de la prueba de Adonis para todos los grupos.

L. Suma de Distancia
Comparacion cuadrados F R2 Pr(>F)? Unifrac
NE vs E 0.3603 2.1467 0.1066 0.0050 No Ponderada
NE vs E 6.0498 1.7350 0.0879 0.1180 Ponderada
NEA vs NEH 0.0985 0.7505 0.0858 0.9540 No Ponderada
NEA vs EA 0.1850 1.1583 0.1265 0.1990 No Ponderada
NEA vs EH 0.3275 1.7774 0.1818 0.0590 No Ponderada
NEH vs EA 0.2122 1.4146 0.1503 0.0440 No Ponderada
NEH vs EH 0.3427 1.9632 0.1970 0.0490 No Ponderada
EA vs EH 0.2484 1.2231 0.1326 0.1320 No Ponderada
NEA vs NEH 2.3575 0.5423 0.0635 0.6950 Ponderada
NEA vs EA 2.5891 0.7734 0.0882 0.5200 Ponderada
NEA vs EH 5.6976 1.9996 0.2000 0.1010 Ponderada
NEH vs EA 3.0420 0.6783 0.0782 0.7580 Ponderada
NEH vs EH 4.8601 1.2191 0.1322 0.2690 Ponderada
EA vs EH 1.7318 0.5797 0.0676 0.7880 Ponderada

Abreviaturas: E, individuos expuestos; NE, individuos no expuestos; EH, manos de individuos expuestos;
NEH, manos de individuos no expuestos; EA, brazos de individuos expuestos, y; NEA, brazos de individuos
no expuestos; F, valor estadistico pseudo-F, y; R2, coeficiente de determinacién (parcial).

®Valores de p (adonis por pares) en negrita indican significancia.

Tabla 7. Clasificacion taxondmica de los identificadores ASV (Disponible como archivo CSV)

Tabla 8. Tabla de cuantificacién de abundancia de géneros normalizada e imputada para todas las muestras
(transformada en log10) (Disponible como archivo CSV)

Tabla 9. Tabla de cuantificacion de atributos de datos metaboldmicos (transformados en log2) (Disponible como
archivo CSV)

Tabla 10. Lista de metabolitos anotados por GNPS mediante herramientas de correspondencia espectral y anotacién
de estructura in silico (Disponible como archivo CSV)

Tabla 11. Lista de metabolitos supuestamente anotados con abundancia diferencial entre los grupos EH y NEH
(Disponible como archivo XLSX)

Tabla 12. Lista de metabolitos anotados con abundancia diferencial entre los grupos EA y NEA (Disponible como
archivo XLSX)
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Anexo B. Protocolo modificado para el kit de aislamiento de ADN PowerSoil®

. Descongele la muestra a 37 °C durante 10 min.

. Retire la solucién del tubo PowerBead (~750 pl).

3. Agregue los 750 pl a la muestra liofilizada.

. Mezcle con cuidado. Asegurese de que no haya precipitaciones.

5. Agite suavemente con un vértex para mezclar.

6. Agregue 60 ul de la solucidn C1 e invierta varias veces o agite brevemente con un vortex.

10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

. Incube a 70 °C durante 15 min en un bloque térmico o bafio de agua.
. Enfrie a temperatura ambiente durante 5 min.

. Homogeneizar utilizando un instrumento FastPrep-24 (MP Biomedicals, Irvine, CA, EE. UU.) (6 m/s, 7

ciclos x 45 s)
. Fijar los tubos horizontalmente en el vértex y agitar a mdxima velocidad durante 10 min.
Centrifugar los tubos a 10 000 g durante 30 s.
Transferir el sobrenadante (hasta 600 pl) a un tubo de recoleccidn limpio de 2 ml.
Afadir 250 pl de Solucién C2 y agitar durante 5 segundos. Incubar a 4 °C durante 5 min.
Centrifugar los tubos a 10 000 g durante 1 min.
Transferir el sobrenadante (hasta 600 pl) a un tubo de recoleccion limpio de 2 ml.
Agregue 200 pl de Solucidn C3 y agite brevemente. Incube a 4 °C durante 5 min.
Centrifugue los tubos a 10 000 g durante 1 min.

Transfiera hasta 750 pl de sobrenadante a un tubo de recoleccion limpio de 2 ml. Tenga cuidado de
evitar el sedimento.

Agregue 1,2 ml de Solucién C4 al sobrenadante y agite durante 5 s. Agite la Solucién C4 para mezclarla
antes de agregarla.

Pipetee 675 pl del sobrenadante a un filtro giratorio y centrifugue a 10 000 g durante 1 min. Descarte
el liquido que se haya filtrado. Repita hasta que todos los sobrenadantes hayan pasado por la
columna.

Agregue 500 pl de Solucidn C5 y centrifugue a 10 000 g durante 30 s.
Descarte el flujo.

Vuelva a centrifugar a 10 000 g durante 1 minuto.
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24. Coloque el filtro de centrifugacién en un tubo de recoleccidn de 2 ml limpio y etiquetado.
25. Agregue 50 pl de solucidn C6 al centro de la membrana del filtro.
26. Centrifugue a 10 000 g durante 1 minuto.

27. Agregue 30 ul de agua de grado PCR sin ADN y repita los pasos 26 y 27 en otro tubo de recoleccién de
2 ml.

Descarte el filtro de centrifugacion. EI ADN en el tubo ahora esta listo para cualquier aplicacién posterior.



Anexo C. Formato reclutamiento

e \V S

CICESE

COMITE DE BIOETICA-CICESE
PARA LA REALIZACION DE ESTUDIOS CON HUMANOS

Solamente pare el uso del comité

Numero de folio proyecto:

Fecha de aprobacion del proyecto:

Numero de folio anterior del proyecto (si aplica):

Correccion # (si aplica):

Fecha de aprobacion de la correccion:

1. DATOS GENERALES DE LOS RESPONSABLES DEL PROYECTO:

Datos generales del responsable

Nombre completo:

Aldo Moreno Ulloa

Correo electronico:

amoreno@cicese.mx

Departamento: Innovaciéon Biomédica
Teléfono: 646-175-0500 ext.27211
Celular: 6643171929

Datos generales del suplente

Nombre completo:

Alan Gerardo Hernandez Melgar

Correo electronico:

alangerardo@cicese.edu.mx

Departamento:

Innovacion Biomédica

Teléfono:

5567094138

* Tanto el investigador responsable como el suplente deben de estar localizables en todo momento cuando haya

experimentos en marcha.

2. DATOS GENERALES DEL PROYECTO:

Nombre del proyecto:

Evaluacion del metaboloma de la piel humana

expuesta a derivados de hidrocarburos

Clave del proyecto (si aplica):

Fecha de inicio del proyecto (dd-mm-aaaa): 06-01-2021
Fecha de término del proyecto (dd-mm-aaaa): 31-12-2021
Fuente de financiamiento (si aplica): 685109 y 685604
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Importante: Lea cuidadosamente las instrucciones en cada seccion antes de completar el protocolo de la

narrativa.

RESUMEN NO-TECNICO

Proporcione un resumen no técnico del proyecto de investigacion que esta proponiendo a realizar. El resumen debera
incluir un breve enunciado del proposito de la investigacion, adicionalmente debe incluir una descripcion de los
procedimientos, métodos, y materiales a utilizar de acuerdo a que el estudio se llevara a cabo con la poblacion. El

resumen no debera exceder de una pagina.

Los humanos estamos constantemente expuestos a sustancias quimicas con efectos
potencialmente negativos en nuestra salud®. Particularmente, los derivados de petréleo
(hidrocarburos [HC]) son omnipresentes en nuestro ambiente debido a que muchos
constituyen una gran cantidad de los productos que utilizamos regularmente y nuestra piel
es el principal punto de contacto con ellos. La jalea de petréleo, parafina blanda, petrolato
0 petrdleo blanco mas comunmente conocida como Vaselina, es uno de los derivados de
hidrocarburos mas importantes ya que es un constituyente regular en la formulacion de
muchos productos?. Esta es un semisdlido compuesto por una mezcla de hidrocarburos
saturados de cadena larga (mas de 25 atomos de carbono generalmente) que se obtienen a
partir del refinamiento del petréleo. Identificada con el nUumero CAS 8009-03-8° es un agente
no sensibilizante, no irritante y con propiedades oclusivas lo que lo convierte en uno de los
vehiculos por excelencia para la administracion de farmacos por via tépica ademés de ser

parte activa en la composiciéon de muchos cosméticos (hasta un 17.2%?2).

Existe poca informacién respecto a la toxicidad de esta sustancia, se le considera
generalmente inocua; la dosis letal 50 en ratén es de 50000 mg/Kg?3. Existe un estudio*
gue reportairritacion dérmica en la piel de conejos mas no en la de ratones, ratas y mini
cerdos, asociado con las significativas diferencias que existen en la composicion lipidica
grosor y pH de la dermis de humanos y conejos por que desaconsejan utilizar a estos
Gltimos como modelo de estudio cuando se evallen productos que en su composiciéon
presenten petrolato. Al dia de hoy en humanos solo existen algunos reportes aislados de
hipersensibilidad como respuesta alérgica al petrolato. Entre ellos sobre sale un reporte®
de hiperpigmentacion la cudl se resolvié suspendiendo su uso. Debido a lo anterior se
puede concluir que es practicamente inocuay poco se conoce acerca del destino (p. Ej.
Degradacion) de este producto en nuestro organismo. También es importante sefialar que

nuestra piel alberga un ecosistema compuesto por una gran diversidad microorganismos
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incluyendo bacterias®. Estudios han demostrado que ciertos grupos de bacterias —
principalmente en muestras ambientales- son capaces de degradar HC produciendo
metabolitos distintos al de células eucariotas (queratinocitos)’®. Sin embargo, no existen
estudios que evallen in situ el metaboloma de la piel expuesta a los HC y nuestro
entendimiento del destino de los HC en dicho 6rgano es precario. Este protocolo de
investigacion, propone evaluar si una zona de la piel expuesta a un derivado de HC
(Vaselina) de uso comun y muy extendido produce un metabolismo celular y bacteriano
diferente al no expuesto. Como modelo de estudio, se estudiardn sujetos sanos y que
tendran la piel expuesta alavaselina. Lametodologiaa emplear consistira en laaplicacion
diaria, cada noche durante una semana (7 dias) en la parte dorsal de la mano derecha de
aproximadamente un gramo de vaselina, al octavo dia se procederd a realizar una
recoleccion —no invasiva y sin riesgo a la salud- de residuos organicos de la superficie
de la piel expuesta a la Vaselina (mano derecha) y de la mano izquierda (no exposicién)
utilizando un hisopo de algoddn empapado de una soluciéon de agua:etanol (1:1 volumen)
para cada toma de muestra. Esta técnica permite extraer compuestos que seran
analizados por cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS).
Los datos generados por LC-MS seran procesados y analizados por distintos softwares
especializados (ProteoWizard, MZmine, GNPS, NAP, MS2LDA, SIRIUS), siguiendo la
metodologiareportadaen Moreno-Ulloay colaboradores®. Todo el material necesario para
la realizacion de este protocolo esta disponible y presente en el Departamento de

Innovacién Biomédica.

SECCION I: ROLES Y EXPERIENCIA DEL EQUIPO QUE TRABAJARA EN EL ESTUDIO

Liste todos los miembros que trabajaran en el equipo de investigacién

1. Describa los roles especificos y responsabilidades que tendra cada miembro dentro del estudio.

2. Explique quien tendra acceso a los datos.

3. Indique quien estara involucrado en el reclutamiento, documentos de consentimiento, procedimientos de
investigacion, y analisis de datos.

4. Proporcione una descripcion de sus habilidades, nivel de entrenamiento y experiencia en su area de estudio
y en relacion a proyectos relacionados con individuos con autismo.

Investigador lider:

Aldo Moreno Ulloa. En general, un servidor cuenta con la experiencia en el procesamiento de
muestras bioldgicas, andlisis por LC-MS y uso de softwares quimioinforméticos. Prueba de esto
son las publicaciones en revistas indizadas

(https://www.ncbi.nIim.nih.gov/pubmed/?term=Aldo+Moreno+Ulloa y



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aldo+Moreno+Ulloa
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https://www.biorxiv.org/content/10.1101/606806v1) donde se consta mi participacion en el
procesamiento de muestras biolégicas para la determinacion de compuestos mediante el empleo
de la LC-MS y softwares bioinforméticos. La responsabilidad de un servidor se centra en la
realizaciéon del estudio, escritura de resiumenes, publicacién de articulos que emanen de esta
investigacion, resguardo de datos confidenciales de los sujetos involucrados y financiamiento

del estudio.

Co-investigadores:

Ninguno

Equipo de técnicos, estudiantes y asistentes de investigacion:

Alan Gerardo Hernandez-Melgar. El estudiante ha sido entrenado para este ensayo aunado a
su formacién y experiencia en el procesamiento de muestras, analisis por LC-MS y uso software

guimioinformaticos.

SECCION II: METODOLOGIA DE INVESTIGACION Y PROCEDIMIENTOS EN EL ESTUDIO

A. Disefio del estudio y procedimientos

1. Proporcione una descripciéon cronologica detallada de todos los procedimientos en el estudio (e.g., incluya
las fases del estudio y el disefio experimental). Incluya una explicacion del disefio del estudio.

2. Indique la duracion de cada una de las fases en el estudio. Indique cuanto tiempo estaran involucrados los
sujetos de estudio.

3. Si el estudio incluye la obtencion de datos como fotografias, audio y/o videograbaciones, especifique si se
recopilard informacion que identifique a los sujetos del estudio, o indicar que informacion identificable se
obtendra.

Este protocolo propone larealizacion de un estudio clinico de intervencion. La intervencion
consiste en la administracién tdpica, de aproximadamente un gramo de vaselina superficie
dorsal de la mano dominante, diariamente durante 1 semana. Siendo el mismo individuo su
grupo control dado que lamano contraria de la que suele usar habitualmente nos va a servir
de control (no exposicion). Posterior de los 7 dias (dia 8) se procedera alatoma de muestra
las cudles consistiran en una rapida (menos de 10 segundos) recoleccion de muestras
superficiales de la piel mediante el uso de un hisopo de algodén empapado en aguay etanol
(50:50 volumen). Posteriormente, las muestras serdn procesadas en el laboratorio del

Departamento de Innovacién Biomédica (DIB) de CICESE, utilizando métodos comunes de
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centrifugacion, mezclado (vortex), evaporacion (SpeedVac) y resuspension de la muestra
en solventes para su posterior andlisis especializado por cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas. Los datos generados seran analizados por softwares
guimioinformaticos siguiendo la metodologia reportada por el laboratorio del doctor
Moreno-Ulloa®. En breve, Los archivos en formato .wiff y .wiff scan seran convertidos a
formato .mzML con ProteoWizard y después procesados con MZmine 2.34 para detectar los
metabolitos. Para la creacion de redes moleculares, se utilizara la plataforma digital GNPS
(https://gnps.ucsd.edu), NAP, MS2LDA y SIRIUS.

Condicion: No utilizar crema corporal durante todo el estudio. La administracion del
petrolato seré todas las noches en la parte dorsal de la mano dominante antes de dormir.

Latoma de muestra sera un dia después de la tltima administracién antes de bafarse.

El tiempo de analisis de los datos sera de 6 meses a 12 meses.

El estudio también propone recolectar informacion personal de los sujetos. No obstante, la
informacién recopilada no pondréa en riesgo su integridad fisica ni moral. Las variables a
recolectar serdn caracteristicas clinicas generales incluyendo, edad, genero, talla, tiempo
expuesto a derivados de petréleos. Ademas, se pedird consentimiento reportado para la

toma de fotografias de la mano (dorso o palma) con el objetivo de recrear 3D la zona

anatémicay sefialar la ubicacién precisa de los metabolitos detectados.

SECCION III: SUJETOS DE ESTUDIO (PERSONAS QUE SERAN SUJETOS DE ESTUDIO)

A. Criterios de Inclusién y Exclusién

1. Describa las caracteristicas y proporcione la justificacion para la inclusion de los sujetos en el estudio. Por
lo menos incluya informacion acerca de la edad y género de los sujetos de estudio.

1. Edad mayor a 18 afios. Requerida por que en el ordenamiento juridico esta es
la edad minima con la que un individuo se considera con la madurez intelectual y
fisica para tener una voluntad valida.

2. Consentimiento reportado. Con este procedimiento se garantiza que el sujeto
ha expresado voluntariamente su intencion de participar en el estudio.

3. Sexo masculino. Para disminuir la variabilidad debida a los cambios en los ciclos
hormonales.

2. Describa los criterios de exclusion para los sujetos de estudio propuestos, si es aplicable.

1. Sexo femenino.
2. Piel expuesta constantemente a derivados de petroleo.
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3. Diagndstico de enfermedades infecto-contagiosas; incluyendo sintomas de
resfriado o gripe.

Enfermedades autoinmunes.

Céancer.

6. Enfermedades de la piel; dermatitis atopica, psoriasis, rosacea, eczema, etc.

ok

SECCION IV: PROCESO Y METODOS DE RECLUTAMIENTO

A. Métodos de reclutamiento

Seleccione todas las opciones que apliquen a los métodos de reclutamiento que se utilizaran en el estudio. Utilice una

‘X’ dentro de los corchetes [].

[ ] Se utilizaran folletos, notificaciones, reuniones, memorandums, y/o medios para reclutar
a los sujetos. Adjuntar documentos.

e Expligue donde y cdmo se publicaran los materiales de reclutamiento. Se enviara correo
a estudiantes para solicitar su disponibilidad

[ ] Otros métodos:

B. Proceso de reclutamiento

1. Proporcione detalles y describa el proceso de reclutamiento (i.e., cuando, donde, quien lo hara, y como se
contactara a los sujetos

Se buscarén individuos que cuenten con los criterios de inclusiéon y se les mostraré el
documento de consentimiento reportado. Los sujetos que acepten firmando el
documento, se les proporcionarala vaselinay una vez finalizada la semana de aplicacion

seran entonces muestreados como se indica en este documento.

SECCION V: PROCESO PARA SOLICITAR CONSENTIMIENTO

Describa los pasos especificos para solicitar consentimiento de participacion.

1. Incluya informacion acerca de cudndo y dénde se realizara la solicitud de consentimiento, la duracién de
la sesion, y el tiempo que se les dard a los sujetos para que decidan si quieren participar en el estudio.

El documento de consentimiento sera mostrado a los sujetos y se les dara 30 minutos

para leerlo. Las dudas generadas seran resueltas en el momento.
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SECCION VI: CONFIDENCIALIDAD DE LOS DATOS DERIVADOS DE LA INVESTIGACION

A. Método para grabar datos/retencion de datos/acceso a datos

1. Explique como se obtendran y grabaran los datos

Seleccione todas las opciones que apliquen:
[ ] En papel, documentos/archivos

[ x ] Archivos digitales/bases de datos

[ ] Grabaciones en audio

[ ] Grabaciones en video

[ x ] Fotografias

[ x ] Muestras biolégicos

[ ] Otro(s) (especifique):

2. Indique como se guardaran los datos, como se mantendra la seguridad de los datos, incluyendo registros, documentos,
archivos electronicos, audio y video, etc.

Los datos seran guardados en un disco duro y respaldados en google drive con
acceso restringido. El disco duro, con medidas de encriptacion de datos y contrasefia
de acceso, estara resguardado por el investigador principal del proyecto en las
instalaciones del Departamento de Innovacién Biomédica. El permiso de acceso alos
datos de google drive sera otorgado exclusivamente por el investigador principal,
qguien sera el titular de la cuenta. Los datos personales, incluyendo edad, genero, talla,
peso y fotografias de la piel, solo seran utilizados por el grupo de investigacion con

fines cientificos que emanen de este proyecto.

3. Especifique quién tendra acceso a los datos identificables de los sujetos

[x] El equipo de investigacion autorizado por el lider del estudio. Cualquier dato obtenido
en el estudio que identifigue a un sujeto no sera voluntariamente revelado sin la
autorizaciéon de los sujetos, excepto que sean requeridos para un procedimiento legal.
Las publicaciones/presentaciones que resulten de este estudio no incluiran informacién
gue identifique a los sujetos.

[ ] Otro: <Especifique>
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