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Titulo: Perfil consenso transcripcional de las diferencias de sexo en los accidentes
cerebrovasculares

Resumen

El accidente cerebrovascular se define como la patologia caracterizada por la
interrupcién o disminucién del flujo sanguineo cerebral, desencadenando con ello la muerte
celular del tejido. Por tanto, su efecto es doble: como enfermedad cardiovascular y como
enfermedad neurologica. El ictus es una de las enfermedades con mayor impacto en los
pacientes, tanto por su alta mortalidad, como por el nivel de discapacidad producida tras
sufrir este evento.

Sin embargo, existe una diferencia notable entre sexos. Aunque es la segunda causa de
muerte a nivel nacional, es la primera en mujeres. Esta variacién implica una diferencia
molecular ligada al sexo cuya adecuada caracterizacion podria favorecer el correcto
diagndstico y tratamiento del ictus. No obstante, la mayoria de estudios relacionados con el
accidente cardiovascular no considera el sexo como factor importante y, por tanto, no es
anotado para cada muestra.

En este trabajo se ha aplicado una estrategia bioinformatica en la cual se estudiaron las
diferencias debidas tanto a la naturaleza del ictus como al sexo. Para ello, primero se ha
llevado a cabo una revision sistematica en bases de datos donde se obtuvieron todos los
datos de estudios relacionados con esta patologia. En aquellos donde no se describe la
informacion del sexo en las muestras, se realizé su imputacion a partir de los datos de
expresion génica. A continuacion, para cada uno de los estudios seleccionados, se ha
realizado tanto un analisis exploratorio como un analisis de expresién diferencial. Por ultimo,
se ha desarrollado un metaanalisis de genes con el fin de averiguar si el sexo influye como
factor determinante en el ictus. Todos los resultados han sido integrados para identificar un
perfil consenso transcriptomico de las diferencias de sexo en los accidentes
cerebrovasculares.

El abordaje descrito identificé 7 biomarcadores especificos de esta patologia por sexo: 5
genes expresados diferencialmente en mujeres, y 2 en hombres. Un analisis posterior de los
25 genes mas expresados para cada sexo ha revelado tener implicaciones con genes
anti-stroke. Estos genes, que previenen la aparicion del ictus, estaban mas expresados en
hombres que en mujeres. Ademas, los hombres mostraron una regulacién positiva de la
respuesta neuroinflamatoria. Esto sugeriria una menor proteccion de las mujeres ante este
tipo de accidentes. Sin embargo, se necesita realizar estudios mas exhaustivos, y que
ademas incluyan el sexo como factor necesario en su disefio y en las estrategias de analisis
de los datos de estos estudios.
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Title: Consensus transcriptional profiling of sex differences in cerebrovascular accidents

Abstract

The cardiovascular accident is defined as a pathology characterized by the interruption or
decrease of cerebral blood flow, thus triggering tissue cell death. Therefore, its effect is
twofold: as a cardiovascular disease and as a neurological disease. Stroke is one of the
diseases with the most impact on patients, both due to its high mortality and the level of
disability produced after suffering this event.

However, there is a notable difference between the sexes. Although it is the second
leading cause of death nationally, it is the first in women. This variation implies a molecular
difference linked to sex whose adequate characterization could favor the correct diagnosis
and treatment of stroke. Nevertheless, most studies related to the cardiovascular accident
do not consider sex as an important factor and, therefore, it is not recorded for each sample.

In this project, a bioinformatics strategy has been applied in which differences due to both
the nature of the stroke and gender were studied. To do this, a systematic review was first
carried out in databases where all the data from studies related to this pathology were
obtained. In those where the sex information is not described in the samples, its imputation
was made from the gene expression data. Then, for each of the selected studies, both an
exploratory analysis and a differential expression analysis were performed. Finally, a gene
meta-analysis has been developed to find out if sex influences stroke as a determining
factor. All results have been integrated to identify a transcriptomic consensus profile of sex
differences in strokes.

The described approach identified 7 specific biomarkers of this pathology by sex: 5 genes
expressed differentially in women and 2 in men. A subsequent analysis of the 25 most
expressed genes for each sex has revealed to have implications with anti-stroke genes.
These genes, which prevent the onset of stroke, were more expressed in men than in
women. In addition, the men showed a positive regulation of the neuroinflammatory
response. This would suggest less protection for women against these types of accidents.
However, more exhaustive studies are needed, and that also includes sex as a necessary
factor in the design and the data analysis strategies of these studies.
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1. Introduccion

1.1. Accidentes cerebrovasculares

El accidente cerebrovascular (ACV) se define como la patologia caracterizada por la
interrupcion o disminucion del flujo sanguineo cerebral. Este cese provoca una falta de
nutrientes y oxigeno en el tejido que, si se prolonga, puede desencadenar la muerte celular
del tejido (AMERICAN STROKE ASSOCIATION, 2014). Por tanto, esta patologia puede ser
considerada tanto una enfermedad cardiovascular al alterar el flujo sanguineo, como una
enfermedad neurolégica por su impacto ultimo en el cerebro.

Las enfermedades cardiovasculares se definen como aquellas que suponen un riesgo
para la circulacién sanguinea, provocando un bloqueo o disminucién de su caudal (OMS,
2015). El término engloba diferentes enfermedades dependiendo de donde ocurra este
fendmeno, como por ejemplo la enfermedad arterial oclusiva periférica o la embolia
pulmonar. Sin embargo, las patologias cardiovasculares mas importantes a nivel mundial
son la enfermedad de las arterias coronarias (EAC) responsable del infarto de miocardio, y
el ACV desencadenante del ictus. Al contrario del ACV que suele deberse a un
desangramiento o coagulo de sangre, las EACs son debidas principalmente a la
aterosclerosis, es decir, a la acumulacion de depésitos de grasa formadores de placas, los
cuales reducen el flujo sanguineo al corazén (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2018).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades cardiovasculares
se consideran la principal causa de mortalidad en el mundo, siendo las responsables de
17,5 millones de defunciones en 2012, representando un 30% de las muertes globales. De
ellas, 6,7 millones fueron debidas a ictus (OMS, 2015), tendencia que fue evidenciada por
Joseph et al. (2017). La Figura 1.1 representa los datos proporcionados por el estudio,
indicando el porcentaje de mortalidad en funcién del tipo de enfermedad cardiovascular.

Otras enfermedades cardiovasculares

Miocardiopatia y miocarditis

Enfermedad cardiaca hipertensiva

Enfermedad isquémica del corazén

Enfermedad cerebrovascular

Figura 1.1. Porcentaje de mortalidad dependiendo del tipo de enfermedad cardiovascular (datos
adaptados de Joseph et al., 2017).

Por otro lado, las enfermedades neurolégicas son aquellas que afectan al sistema
nervioso central y periférico, englobando patologias del cerebro, de la médula espinal y de
los musculos, entre otros (OMS, 2016). Estos trastornos incluyen demencias, ACV, tumores
cerebrales, etc., siendo las mas importantes las migrafias y la epilepsia (GBD 2015 Mortality
and Causes of Death Collaborators, 2016). Cabe destacar que aunque el ictus esta
clasificado como enfermedad neurolégica por si sola, también suele ser un factor de riesgo
en el desarrollo de otras enfermedades neurolégicas como la epilepsia (Berg et al., 2010),
ademas de ser una de las principales causas de muerte prematura en estos pacientes
(Thakur et al., 2016).

Introduccion | 1



El estudio Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors (GBD) parti6 de un
esfuerzo comun, entre diferentes colaboradores de todo el mundo, para caracterizar y
cuantificar las muertes mundiales y sus causas (GBD 2015 Mortality and Causes of Death
Collaborators, 2016). Este estudio ha permitido describir el impacto de una multitud de
enfermedades, entre ellas el impacto del ictus, en comparacion con el resto de
enfermedades neuroldgicas (Figura 1.2). Observamos que, respecto al resto de patologias,
el ACV es la principal causa tanto de reduccién de afos de vida ajustados por discapacidad
(AVAD), como de muertes a nivel global.

A B

Other nevrological disorders.

Tension-type headache (n=2261) 0-9% Other neurological disorders Tetanus Parkinson's disease (n=117) 1-2%
{r=2360) 0:9%

{n=54) 6% (=57} 0-6%

Parkirson's disease Tekarius {3510} 1-4% Epilepsy {n=125) 1:3%
{n=2059) 0-8% Motar neuron disease

Enceghalitis
{n=35) 0-4% neephall

(=150} 1.6%

Brain and nervous

Multiple sclerosis Brain and nervous system
{n=1234) 0-: cancer (n=7624) 3.0%
o Muttiple sclercsis

syslem cancer
{n=19) 0-2%

Motar neuron disease Encephalitis {n=8453} 3-4% (n=229)2.4%
{n=010) 0-4% { 2o
Meningitis
Medication ovenuse {n=373) 4-0%
headache

(n=5165) 37%

Epilopsy
{n=12 418) 5.0%

Alzheimer's disease
and other dementias
(n=1908) 20-3%

Alzheimer’s
disease and
other dementas
(n=23779)9:5%

Meningitis
(ne 25395} 10-1%

Figura 1.2. Impacto de las enfermedades neurolédgicas en 2015, en porcentajes, en relacion a a) los
afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD) y b) las muertes globales (GBD 2015 Neurological
Disorders Collaborator Group, 2017).

Teniendo en cuenta todos los datos expuestos anteriormente, el ACV es una de las
patologias mas prevalentes desde el punto de vista cardiovascular y neuroldgico. Su
impacto es doble, tanto en las muertes que causa, como en la posible discapacidad
resultante de sobrevivir al evento.

En Espana, las cifras no se alejan de la tendencia global. La Fundacién Espafola del
Corazon (FEC) clasifica a los ACV como la segunda causa de defuncion en nuestro pais, y
la primera en mujeres (FEC, 2012). El Instituto Nacional de Estadistica (INE) notificé que en
2018 fallecieron de ictus 26.420 individuos, de los cuales 14.985 eran mujeres (INE, 2018)
(Figura 1.3).

Nidmero de defunciones Figura 1.3. Numero de defunciones
Nacional totales por enfermedad en 2018, a
Enfermedades isquémicas del corazén e 31152 nivel nacional para ambos sexos y
Enfermedades cerebrovasculares _ 26.420 H
ca A ordenados de mayor a menor impacto
ncer de bronquios y pulmén P 2233
Demencia I 21 625 (INE, 2018).
Insuficiencia cardiaca _ 19.142
Enfermedad de Alzheimer _ 14.929
Enf. crénicas de las vias respiratorias inferiores (ECVRI) _ 14.607
Enfermedad hipertensiva _ 12.496
Cancer de colon P 11265
Neumonia I 10.415
Diabetes mellitus _ 9.921
Insuficiencia renal - 7.132
Céncer de pancreas - 7.120
Cancer de mama - 6.621
Cancer de prostata - 5.841
Defunciones Totales, Ambos sexos 427.721

Introduccién | 2



1.1.1. Tipos de accidente cerebrovascular

Aunque la clasificacion de los ACV varia en funcién de la fuente consultada, existe un
consenso en los principales subtipos. Esta clasificacion depende de la modificacién del flujo
sanguineo: isquémicos y hemorragicos. Otros tipos de ictus menos prevalentes incluyen el
ataque isquémico transitorio, el ACV del tronco encefalico y el ictus criptogénico, este ultimo
con una etiologia indeterminada (AMERICAN STROKE ASSOCIATION, 2014).

Los ictus isquémicos son debidos a la interrupcion total del flujo sanguineo. Este se trata
del tipo de ACV mas prominente, representando alrededor del 87% de los casos (Sohrabiji et
al., 2016). Sus causas pueden ser diversas, denotando, por ello, 5 subtipos de ictus
isquémico: aterosclerosis de arterias grandes, cardioembolia, oclusién de vasos pequenos,
ACV de otra etiologia determinada y ACV de etiologia indeterminada (Adams et al., 1993).

Sin embargo, la principal causa de los ictus isquémicos es la aterosclerosis. Esta
patologia se caracteriza por la deposicién de grasa, lo cual genera una obstruccién de
venas y arterias. Esta oclusion puede ocurrir tanto en los propios vasos sanguineos
cerebrales como en otras partes del sistema circulatorio, habitualmente cerca del corazon.
El desprendimiento de esta ultima podria llegar a desencadenar una embolia en el cerebro
(AMERICAN STROKE ASSOCIATION, 2019b).

Por otra parte, el flujo sanguineo cerebral también puede estar alterado debido a un
sangrado interno, denominado ictus hemorragico. Son menos frecuentes que los
isquémicos, implicando un 13% de los casos (Sohrabji et al., 2016). No obstante, son el tipo
de ACV mas mortal, con mayor numero de muertes en jévenes adultos (Feigin et al., 2017).

Las causas de la hemorragia se originan en vasos sanguineos debilitados que se rompen
y provocan una acumulacidon de sangre en el tejido cerebral. Existen dos patologias
asociadas a esta debilitacion: los aneurismas y las malformaciones arteriovenosas (MAV).

Los aneurismas intracraneales son lesiones o ensanchamientos producidos en vasos
sanguineos debilitados, generalmente en zonas intracraneales. Entre un 80 y un 85% de los
aneurismas se encuentran en la circulacion anterior del cerebro (Schievink, 1997). Las
formas mas habituales se tratan de aneurismas saculares o de bayas (Toth y Cerejo, 2018).
Estos pueden estar asociados a ciertos trastornos de vasos sanguineos, como pueden ser
la displasia fibromuscular o la arteritis cerebral, aunque no es la manifestacion mas habitual.
La causa principal de la formacion de aneurismas radica en la presion constante del flujo
sanguineo en los puntos ramificados de las arterias, lo cual crea una debilidad en ellas y el
progresivo aumento de tamafio (AMERICAN STROKE ASSOCIATION, 2018b).

Por otra parte, las MAV son redes de vasos o nidos que, aun siendo alimentados por
arterias y drenados por venas, no tienen capilares intermedios. Esto provoca un paso
anomalo del flujo sanguineo entre los sistemas arterial y venoso, caracterizado por un flujo
alto y una baja resistencia en la red (Lawton et al., 2015). Estas suelen ser congénitas pero
no hereditarias, y son mas prevalentes en hombres que en mujeres (AMERICAN STROKE
ASSOCIATION, 2018a). Solo un 1% de las personas con estas malformaciones presentan
un riesgo importante de sufrir una rotura, situacién capaz de desatar una hemorragia. Sin
embargo, una vez esta se produce, la reincidencia se quintuplica (Lawton et al., 2015).

La clasificacion del ictus hemorragico depende de su localizacién, pudiendo ser de tipo
intracerebral o subaracnoide (AMERICAN STROKE ASSOCIATION, 2019a).

El ACV hemorragico intracerebral es el mas prominente de los dos, siendo un 11% de los
ictus totales (Feigin et al., 2009). Se define como un sangrado en el parénquima cerebral,
no causado a consecuencia de un trauma o cirugia. Se estima que de un 5 a 10% de
pacientes con hemorragia intracerebral, manifestaran convulsiones clinicas. Ademas, un
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30% presentaran actividad convulsiva eléctrica tras analisis con electroencefalograma,
aunqgue no presenten sintomas clinicamente evidentes (Rymer, 2011). Por otro lado, el ictus
hemorragico subaracnoide se trata de la rotura de un vaso sanguineo entre la membrana
aracnoidea y la piamadre (Toth y Cerejo, 2018). En el 85% de los casos, este subtipo de
ictus es debido a la rotura de un aneurisma intracraneal (Etminan et al., 2019).

El impacto de los diferentes tipos de ACV depende de su localizacion geografica. Por
ejemplo, la incidencia del ictus hemorragico intracerebral se ha reducido mas que la del
ACV isquémico en los paises desarrollados. En cambio, la hemorragia subaracnoidea se ha
mantenido uniforme en las Ultimas décadas. Sin embargo, la presencia del ictus
hemorragico es notablemente mayor en los paises subdesarrollados (Feigin et al., 2009).

1.1.2. Diferencias debidas al sexo

Debido a la gran prevalencia de esta enfermedad, se han estudiado diversos factores
que pudieran afectar directa o indirectamente a los ACV, promoviendo o desfavoreciendo su
aparicion. Uno de los factores mas estudiados es la posible relacion entre el sexo y el
impacto de la enfermedad.

El analisis llevado a cabo por Feigin et al. (2017) a partir de los datos proporcionados por
el estudio GBD 2013, muestra una incidencia mayor en hombres frente a mujeres, tanto en
el subtipo isquémico como el hemorragico. No obstante, las proporciones varian a medida
que la edad aumenta.

En los primeros afnos de vida y previo a la edad adulta, los hombres son mas propensos
a sufrir un ictus. Segun Koellhoffer y McCullough (2013), esta diferencia puede ser debida a
factores dependientes del sexo pero independientes de hormonas. Esta tendencia continta
hasta las edades mas avanzadas. Los hombres son significativamente mas jévenes que las
mujeres cuando sufren el primer ACV, siendo 71,1 la edad media para hombres y 75,1 para
mujeres. Sin embargo, la incidencia por encima de los 85 afios es superior en el caso de las
mujeres (Petrea et al., 2009).

Respecto a la incidencia a nivel nacional, el ictus es considerado la segunda causa de
muerte, tal y como se ha mencionado anteriormente. Sin embargo, es la primera para
mujeres (Figura 1.4). Estas diferencias pueden ser debidas a la mayor esperanza de vida
que estas presentan. Ademas, cabe destacar que las mujeres sufren con mayor frecuencia
hipertensién o fibrilacion auricular, los cuales se tratan de dos factores de riesgo muy
importantes en el desarrollo del ictus (Cordonnier et al., 2017).

Nimero de defunciones Figura 1.4. Numero de defunciones
Nacional totales por enfermedad en 2018, a
Enfermedades cerebrovasculares _ 14.985 nive| nacional para mujeres y

Demencia 485 ordenados de mayor a menor

impacto (INE, 2018).

Enfermedades isquémicas del corazéon 12.729
Insuficiencia cardiaca 11.876
Enfermedad de Alzheimer 10.475
Enfermedad hipertensiva 8.388

Cancer de mama 6.534

Diabetes mellitus 5.514

Neumonia 4.985

Cancer de bronquios y pulmén 4.952

Cancer de colon 4.575

Enf. crénicas de las vias respiratorias inferiores (ECVRI) 4.013

Insuficiencia renal 3.833

Cancer de pancreas 3.375

Cancer de prostata 0

Defunciones Totales, Mujeres 211.279
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Respecto a los subtipos de ACV, se han evidenciado algunas diferencias debidas al
sexo. Algunos estudios informan que los ictus hemorragicos subaracnoides y los isquémicos
cardioembdlicos son mas comunes en mujeres (Appelros et al., 2009), aunque otros indican
que este sexo padece mas ictus isquémicos en general (Sohrabiji et al., 2016).

Aunque existen indicadores clinicos y epidemiolégicos que muestran una diferencia a
nivel de sexo, la causa exacta sigue sin estar determinada. Cordonnier et al. (2017) indica
que los factores que mas contribuyen a estas diferencias radican en la biologia vascular, la
inmunidad, la coagulacién, los perfiles hormonales y el estilo de vida.

Tanto Cordonnier et al. (2017) como Saeed et al. (2017) sefialan que ciertos factores de
riesgo del ictus son unicos para las mujeres, como por ejemplo la menopausia o riesgos del
embarazo y posparto. La menopausia esta asociada con la pérdida de estrégenos, lo que
provoca una menor neuroproteccion y un mayor riesgo de ACV (Koellhoffer y McCullough,
2013). Por otra parte, el embarazo también puede conllevar ciertas alteraciones como la
enfermedad hipertensiva del embarazo, un factor de riesgo importante. Ademas, el ictus
hemorragico intracerebral es la causa principal de muerte materna (Cordonnier et al., 2017).

Sin embargo, el principal motivo de la falta de informacion sobre estas diferencias de
sexo es la infrarrepresentacion de las mujeres en ensayos clinicos (Cordonnier et al., 2017).

1.2. El papel de la bioinformatica en el metaanalisis

Luscombe et al. (2001) define la bioinformatica como “la conceptualizacién de la biologia
en términos de macromoléculas, aplicando técnicas informaticas con el fin de entender y
organizar la informacién asociada a estas moléculas, a gran escala”. Estas técnicas no se
limitan Unicamente a lenguajes de programacion como puede ser R, sino que ademas,
existen diferentes herramientas digitales mas ergondémicas y accesibles de gran utilidad
para cualquier investigador que las necesite. Un ejemplo de ellas es Protein ANalysis
THrough Evolutionary Relationships (PANTHER) (Thomas et al., 2003) o Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) (Jensen et al., 2009).

Segun Bayat (2002), la bioinformatica es una herramienta esencial para el
procesamiento y el anadlisis de grandes volumenes de datos moleculares en estudios
biomédicos. Este incremento de datos se ha producido como consecuencia del desarrollo y
abaratamiento de las tecnologias de alto rendimiento. Gracias a los repositorios publicos de
datos, esta informacion esta disponible para su uso compartido por cualquier miembro de la
comunidad cientifica.

1.2.1. Transcriptomica

El término ciencias émicas engloba a todo aquel estudio centrado en estudiar la muestra
biolégica mediante enfoques diversos que cubren desde el genotipo al fenotipo. Como
consecuencia, han surgido subclasificaciones en funcién del escaldn biolégico analizado:
gendmica, cuando se estudian los genes; transcriptomica, al hablar de la transcripcién de
los mismos siendo el producto final el acido ribonucleico (ARN) transcrito; protedémica, al
analizar el resultado de la traduccion del &acido ribonucleico mensajero (ARNm); y
metabolémica, centrado en la combinacién de los diferentes metabolitos presentes en un
organismo para un determinado momento (Bedia, 2018) (Figura 1.5).

Cuando hablamos de transcriptomica, nos referimos al estudio de todos los transcritos,
tanto los ARNm codificantes de proteinas, como los ARN no codificantes que realizan otras
funciones variadas (Lowe et al., 2017). Este analisis permite determinar los niveles de
expresion de los diferentes genes de un ser vivo en concreto.
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La generacion de datos transcriptémicos puede llevarse a cabo mediante diferentes
tecnologias de alto rendimiento, siendo las mas importantes el empleo de microarrays y la
secuenciacion de ARN (RNA-seq).

Segun el National Human Genome Research Institute (NHGRI) (2015), los microarrays
son versiones en miniatura de técnicas realizadas en los laboratorios de genética molecular
durante afios. Se basan en la hibridacién de moléculas de acido desoxirribonucleico (ADN)
o ARN, mediante el apareamiento de bases complementarias. Esta unidon se puede
cuantificar teniendo en cuenta la etiqueta asociada a las secuencias del microarray o la
cantidad de luz producida en dicho apareamiento. Los avances respecto a la deteccion
fluorescente han permitido un incremento en la sensibilidad de la técnica. Las tecnologias
mas conocidas actualmente que utilizan esta metodologia se tratan de los microarrays de
dos canales y los GeneChips de Affymetrix (Lowe et al., 2017).

Por otro lado, la tecnologia RNA-seq emplea high-throughput sequencing (HTS) o
secuenciacién de alto rendimiento. Esta se basa en la generacion de una libreria de ADN
complementario (ADNc) con adaptadores en sus extremos, pudiendo realizar secuenciacion
por un solo extremo o por ambos, denominandose single-end o pair-end sequencing
respectivamente (Wang et al., 2009). Este método de secuenciacion permite generar gran
cantidad de fragmentos, incluyendo la cuantificacion precisa de transcriptomas humanos
completos. La principal tecnologia que utiliza esta técnica es lllumina (Lowe et al., 2017).

La eleccion de la tecnologia depende tanto del disefio del experimento como de la
muestra. Si se conoce la secuencia del gen expresado a analizar, puede resultar mas util la
realizacion de un andlisis transcriptomico mediante microarrays. Sin embargo, si se dispone
de poca muestra y se desea reducir la mayor cantidad posible de ruido de fondo, es
recomendable utilizar lllumina por su mayor eficiencia (Wang et al., 2009).

El constante refinamiento y mejora de estas técnicas ha posibilitado el abaratamiento de
costes. Ello ha provocado una expansion en la cantidad de datos transcriptomicos que se
encuentran disponibles. No solo eso, sino que ademas, permite analizar mas cantidad de
muestras y comparar el nivel de expresion entre ellas. Esta mayor accesibilidad proporciona
obtener variaciones de expresion debidas al tejido, sexo o estado fisioldgico del individuo.

No obstante, para llevar a cabo esta extrapolacion y el analisis posterior a gran escala,
se requiere recopilar un volumen importante de datos transcriptomicos, asi como emplear
las herramientas necesarias. Por todo ello, resulta fundamental recurrir a bases de datos y a
herramientas bioinformaticas complementarias para realizar un metaanalisis de grupos de
datos de diversos estudios, que permitiran conocer la sefial biolégica comun en todos ellos,
proporcionando un perfil de expresion consensuado.
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1.2.2. Larevision sistematica y el metaanalisis

Segun Ahn y Khan (2018), el uso de la revision sistematica y el metaanalisis permiten
obtener informacion a gran escala, superando con ello las dificultades que dicho estudio
controlado y aleatorio podria conllevar. Esto ha propiciado el aumento de este tipo de
analisis en los ultimos anos.

Si clasificamos los diferentes tipos de estudios que se pueden realizar en funcion del
nivel de evidencia cientifica, la revisidon sistematica y el metanalisis se situarian en su
escalén mas alto (Figura 1.6). La razén de ello se debe a la gran cantidad de datos
empleados en este tipo de analisis.

Alta Revision sistematica y metaanadlisis
Prueba doble ciego controlada aleatorizada
Estudio de cohorte

Estudio caso-control

Calidad de .
. ) Serie de casos
la evidencia
Reporte de caso
Ideas, editoriales, opiniones
Investigacion animal
Baja Investigacion in vitro

Figura 1.6. Calidad de evidencia, ordenado de mayor a menor segun el tipo de estudio realizado
(adaptado de Ahn y Khan, 2018).

Sin embargo, este gran volumen de datos requiere su almacenamiento y accesibilidad
para usos posteriores, necesitandose para ello bases de datos que permitan su gestion.
Una de las bases de datos mas importantes a dia de hoy se trata de Gene Expression
Omnibus (GEO) (Edgar et al., 2002), con casi 5 millones de muestras. Esta recopila todo
tipo de informacion transcriptémica procedente de diferentes plataformas, desde arrays
hasta HTS. Ademas, permite buscar por palabras clave, asi como filtrar por organismo, tipo
de plataforma, niumero de muestras, etc. Su sistema de busqueda se basa en los términos
Medical Subject Headings (MeSH), un diccionario propio del National Centre for
Biotechnology Information (NCBI). De esta manera, se puede complementar y ampliar la
busqueda mediante términos similares de la enfermedad a estudiar.

La revision sistematica posibilita la recopilacion de estudios obtenidos a partir de las
bases de datos y otros tipos de fuentes de informacion, fijando como objetivo la
extrapolaciéon de conclusiones biologicas (Ahn y Kang, 2018). Se basa en la busqueda
primaria y complementaria, excluyendo todo estudio que no tenga las caracteristicas
deseadas. Por ello, se debe evaluar tanto la calidad del estudio como su pertinencia al
posterior metaanalisis que se va a realizar (Ahn y Kang, 2018).
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Sin embargo, se debe seguir un protocolo estandar con el fin de asegurar que esta
busqueda ha sido eficiente y suficiente, ademas de asegurar que se han realizado todos los
pasos necesarios para incluir o excluir un estudio del analisis. Por este motivo, Moher et al.
(1999) redactaron el QUality Of Reporting Of Meta-analysis (QUOROM), el cual describe los
pasos a seguir en estos procesos junto con su razonamiento.

Desde entonces, se han descrito otros métodos mas afines a la cantidad de informacion
disponible actualmente. La mayoria de revisiones sistematicas se desarrollan siguiendo el
estandar Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses (PRISMA),
establecido por Liberati et al. (2009).

Por otro lado, el metaanalisis permite realizar un resumen de la informacién expuesta en
los diferentes estudios encontrados mediante revision sistematica (Normand, 1999). Esto
permite detectar el efecto general y el beneficio de un tratamiento, evaluar la variabilidad
entre estudios o identificar diferencias dependiendo de una patologia.

La combinacién de estas dos técnicas complementarias proporciona un mayor niumero
de resultados fiables que a partir de un solo estudio, al eliminar posibles factores de
confusion (Ahn y Kang, 2018).
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2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo se basa en estudiar las diferencias debidas al sexo
que pueden propiciar el desarrollo del ictus, identificando un perfil consenso transcriptomico.
Se aplicara una estrategia bioinformatica con el fin de alcanzar los siguientes objetivos
especificos:

1) Llevar a cabo una revision sistematica y seleccion de estudios relacionados con la
patologia e informacion del sexo, mediante repositorios publicos de datos dmicos.

2) Realizar un analisis bioinformatico capaz de caracterizar las diferencias de sexo,
para cada uno de los estudios seleccionados.

3) Integrar los resultados del conjunto de estudios mediante técnicas de metaanalisis.

El cumplimiento de estos objetivos permitira identificar un perfil consenso transcriptémico
de las diferencias de sexo en los ACV.

Introduccién | 9



3. Materiales y métodos

El metaanalisis realizado, y todos sus pasos previos, se ha realizado en el lenguaje de
programacion R (R Core Team, 2020). Todo el cddigo de programacién generado en este
trabajo estd disponible en el repositorio gitlab (https://gitlab.com/ubb-cipf/tfgs-stroke/
tfg-irene-canovas).

3.1. Revision sistematica

La revision sistematica se llevo a cabo siguiendo el estandar de PRISMA (Liberati et al.,
2009). La Figura 3.1 detalla los pasos seguidos, afines al estandar. Esta metodologia
permite llevar a cabo la busqueda de datos de forma eficiente y escalonada.

Ademas, este estandar aconseja la realizacion de la revision sistematica por dos o mas
personas diferentes, con el fin de cotejar los resultados. Por ello, esta revision se realizo por
varios integrantes del laboratorio.

S Identificacion de Identificacion de
'g estudios en bases de estudios mediante otras
L datos fuentes
g | ]
18}
= Y

Estudios tras la

eliminacién de

duplicados
-§ Estudios excluidos por
-} los criterios
O y
Estudios seleccionados
y
j=! Revision de los
@ articulos para evaluar
£ su elegibilidad
=
‘© ,
14 Estudios excluidos,
———

con razones

Y

Estudios incluidos en la
sintesis cuanlitativa

\

Estudios incluidos en la
sintesis cuantitativa
(metaanalisis)

Inclusion

Figura 3.1. Revision sistematica siguiendo el estandar Preferred Reporting Items for Systematic
reviews and Meta-Analyses (PRISMA).

En primer lugar se llevdé a cabo una busqueda en la base de datos GEO (Edgar et al.,
2002): "stroke"[MeSH Terms] OR stroke[All Fields]) AND ("gse"[Filter] AND "Homo
sapiens"[Organism] AND ("Expression profiling by array"[Filter] OR "Expression profiling by
high throughput sequencing"[Filter]) AND ("6"[n_samples] : "1000000"[n_samples]).

Materiales y métodos | 10


https://lucid.app/documents/edit/707195e3-444c-490f-bd8b-9186b405ec52/0?callback=close&name=docs&callback_type=back&v=947&s=369

Se realizaron dos busquedas mas, utilizando términos MeSH de stroke. En la primera se
anadié strokes a la busqueda: "stroke"[MeSH Terms] OR stroke[All Fields] OR Strokes[All
Fields]) AND ("gse"[Filter] AND "Homo sapiens"[Organism] AND ("Expression profiling by
array"[Filter] OR "Expression profiling by high throughput sequencing"[Filter]) AND
("6"[n_samples] : "1000000"[n_samples]). En la siguiente busqueda se afadi6 el término
“cerebrovascular accident”: "stroke"[MeSH Terms] OR stroke[All Fields] OR Cerebrovascular
Accident[All Fields]) AND ("gse"[Filter] AND "Homo sapiens"[Organism] AND ("Expression
profiling by array"[Filter] OR "Expression profiling by high throughput sequencing”[Filter])
AND ("6"[n_samples] : "1000000"[n_samples]).

Siguiendo el estandar PRISMA, se realiz6 también una busqueda complementaria en
otra base de datos distinta, ArrayExpress (Athar et al.,, 2019), con el fin de abarcar la
maxima informacion disponible. En esta base de datos se filtr6 por organismo (Homo
sapiens), por tipo de experimento (RNA Assay — Sequencing Assay / Array Assay) y por
array (All arrays). Por ultimo se especificé que se mostraran los datos Unicos a la base de
datos ArrayExpress, con el fin de reducir los duplicados.

Tras esta busqueda, se excluyeron los duplicados, eliminando principalmente las
SuperSeries relacionadas de la busqueda en GEO, que suelen englobar varios estudios.

Se verificd que los estudios cumplian con los requisitos de inclusion, eliminando aquellos
gue no cumplian alguno de estos criterios:

e Muestras relacionadas con pacientes que han sufrido un ACV
e Datos transcriptémicos
e Muestras de Homo sapiens

Seguidamente, se revisaron los articulos relacionados con los datos transcriptomicos
encontrados. Los estudios fueron excluidos si no cumplian con los requisitos de inclusién, si
no habia suficientes muestras, o si no se aportaba la informacion de sexo.

Para el grupo de estudios seleccionados, se descargaron sus datos y a continuacion se
llevé a cabo un analisis bioinformatico en cada uno de ellos.

3.2. Analisis individual de los estudios

Previo al analisis conjunto de todos los estudios, estos se deben estudiar individualmente
para confirmar la inclusion del estudio mediante el analisis exploratorio y generar los datos
de partida para la realizacién del propio metaanalisis.

3.2.1. Imputacion del sexo

Aunque en nuestra revision sistematica encontramos 5 estudios con informacion de sexo
que cumplian con los requisitos de inclusion, no todos ellos proporcionaban la informacion
en la base de datos de origen.

Para aquellos estudios, en los que se indicaban la cantidad de individuos de cada sexo
sin identificar cada una de ellas, se realizé una imputacién de sexo utilizando la funcion
imputeSex del paquete Metalntegrator (Haynes et al., 2016). Esta funcién analiza la
expresion genética de cada muestra segregando aquellos genes caracteristicos de cada
sexo. Si no se aportan genes especificos, imputeSex emplea los genes provistos en su
funcién. Para identificar mujeres, utiliza genes asociados al cromosoma X que escapan a su
inactivacion, como XIST, RPS4X o CD40LG. Por otro lado, utiliza genes ligados al
cromosoma Y para identificar las muestras de hombre, como KDM5D, RPS4Y1 o EIF1AY.
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3.2.2. Analisis exploratorio

Cuando se utilizan datos publicos que provienen de microarrays es posible que existan
valores perdidos o not available (NA). Por tanto, es necesario realizar una imputacion de
estos valores para poder llevar a cabo un correcto analisis exploratorio. Para ello existen
varias técnicas, desde sustituir el valor perdido por la mediana de la expresién del gen en
las demas muestras, hasta imputar el valor teniendo en cuenta los valores vecinos. Se
utilizé esta segunda técnica mediante la funcion knn.impute del paquete bnstruct (Franzin et
al., 2017).

Seguidamente, se homogeneizé la escala de los datos mediante transformacion
logaritmica en base 2. Este paso es esencial cuando se analizan diferentes estudios ya que
los datos pueden estar presentados en diferentes escalas dependiendo del estudio, o
provienen de distintas plataformas, por lo que su analisis directo no proporciona resultados
fiables.

A continuacion, se clasificaron las muestras segun:

e La condicién de la muestra: si corresponde a un paciente control o a un paciente que
ha sufrido un ictus. Esta informacion se obtuvo del dataset proporcionado en GEO.

e El sexo de la muestra: si es mujer o hombre. Esta informacion se obtuvo bien del
dataset porpocionado en GEO, y en su ausencia, por la imputacién de sexo,
teniendo en cuenta los datos proporcionados por el estudio.

Por ultimo, se realizaron diversos diagramas para obtener una vision generalizada de las
regularidades existentes en los datos de cada estudio. El primero fue un boxplot o diagrama
de caja y bigotes, para verificar que la mediana de expresion génica era similar en todas las
muestras. Esto asegura que los datos han sido normalizados y puedan ser comparados
entre estudios. Para ello se empled la funcidn boxplot propia de R.

Ademas, y como primer indicador de agrupaciones entre muestras, se realizdé un principal
component analysis (PCA) o analisis de componentes principales utilizando las funciones
pcaGenes y plotPCA de metaFunR (https://gitlab.com/ubb-cipf/metafunr). También se hizo
un clustering o analisis de grupos con la funcion plotTreeClust del mismo repositorio. Las
representaciones graficas de los resultados de este analisis exploratorio ayudan en la
deteccion de muestras anémalas.

3.2.3. Expresion diferencial

En primer lugar se realiz6 una anotacion de las sondas, traduciéndolas a un identificador
unico, Entrez Gene (EntrezID) (Maglott et al., 2011). Esta conversion se realiz6 utilizando el
paquete de AnnotationDbi (Pagés et al., 2021), junto con el paquete hgu133plus2.db
(Carlson, 2016), correspondiente a las sondas de “Affymetrix Human Genome U133 Plus
2.0 Array” (Affymetrix), y el paquete illuminaHumanv4.db (Dunning et al., 2015),
correspondiente a las anotaciones de las sondas de “lllumina HumanHT12v4” (lllumina).

Para realizar la expresion diferencial se empled la expresion diffExp, que forma parte de
metaFunR. Esta funcién necesita los datos transcriptdomicos, el grupo de cada muestra, y el
contraste o comparacion deseado. El resultado es un objeto MArrayLM del paquete limma
(Ritchie et al., 2015).

Usando la funcion fopTable del mismo paquete, se obtiene una tabla con:

e genelist: anotacion de la sonda
e logFC: log fold change o estimacion del cambio de log,, respecto al contraste
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CIL.L: limite izquierdo del intervalo de confianza para logFC

CL.R: limite derecho del intervalo de confianza para logFC

p.value: p-value o valor p sin ajustar

adj.p.value: adjusted p-value o valor p ajustado. Este ajuste se realiz6 mediante el
método de Benjamini y Hochberg (1995), también conocido como BH

La comparacion de interés realizada fue la siguiente:
(Mujer Enferma — Mujer Sana) — (Hombre Enfermo — Hombre Sano)

Teniendo en cuenta este contraste, los genes con un logFC positivo, estarian expresados
diferencialmente en las mujeres, con un nivel de expresion mayor en el grupo enfermo
respecto al control; mientras aquellos con un logFC negativo, lo son en hombres. Sin
embargo, solo los genes con un valor p ajustado por BH menor que 0,05 son
estadisticamente expresados diferencialmente.

Ademas se realizdé dos comparaciones complementarias para las mujeres y los hombres,
respectivamente:

Mujer Enferma — Mujer Sana Hombre Enfermo — Hombre Sano

En este caso, los genes con un logFC positivo corresponden a los genes
diferencialmente expresados en los individuos patoldgicos, mientras que aquellos con un
logFC negativo corresponden a individuos controles. De igual manera, solo se tienen en
cuenta aquellos genes con un valor p ajustado por BH menor que 0,05.

3.3. Metaanalisis de genes

En primer lugar se combinaron los diferentes logFC del andlisis de la expresion
diferencial, respecto a cada gen y estudio. Se conservaron solo aquellos genes que
presentaban un logFC en al menos 4 de los estudios. Utilizando la funcion rma del paquete
metafor (Viechtbauer, 2010), se calculé la medida de expresion Robust Multichip Average
(RMA) o promedio robusto de multiples trazos. Se optd por utilizar el método de
DerSimonian y Laird (1986), también conocido como DL, para estimar la heterogeneidad.
Por ultimo, el valor p ajustado se obtuvo gracias a la funcion p.adjust del paquete stats (R
Core Team, 2020), por el método False Discovery Rate (FDR) o tasa de descubrimientos
falso, siendo sinénimo del ajuste realizado por BH.

El resultado final es una tabla con los siguientes valores:

logFC: log fold change o estimacion del cambio de log,, respecto al contraste
p.value: p-value o valor p sin ajustar

SE: standard error o error estandar

p.adjust.fdr. adjusted p-value by FDR o valor p ajustado por FDR

De esta tabla, se seleccionaron aquellos genes con un valor p ajustado por FDR menor
0,05, asi como los 25 genes con mayor logFC y 25 genes con menor logFC.

Para caracterizar funcionalmente los resultados del metaanalisis se llevo a cabo: 1) un
analisis de interaccién proteina-proteina que permite conocer el nivel de conexién entre los
genes con mayor expresion diferencial, utilizando STRING (Jensen et al., 2009) y 2) un
analisis de sobrerrepresentacion de los procesos bioldgicos, para identificar las funciones
en las que participan los genes con un perfil especifico de expresién por sexos, utilizando
PANTHER (Thomas et al., 2003). Ambas estrategias nos ayudaran a comprender el papel
de los genes que son diferentes entre hombres y mujeres, en la patologia estudiada.
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4. Resultados

4.1. Revision sistematica

Como podemos observar en la Figura 4.1, tras la revision sistematica se encontraron 86
estudios en la plataforma GEO, mientras que en la plataforma ArrayExpress solo se
encontraron 9. Eliminando los duplicados, se cribaron 91 estudios en total.

De estos estudios, 69 tuvieron que ser descartados por tres razones principales: 1) los
estudios no estaban relacionados con ACV, 2) los datos proporcionados no correspondian a
la expresion génica, 3) o bien las muestras no eran de humano. Seguidamente, se procedio
a revisar los textos, excluyendo con ello 17 estudios mas. Las causas de esta exclusion son
debidas a las caracteristicas de las muestras: por falta de ellas, tanto de pacientes control
como de ACV; por combinacion de muestras de diferentes individuos; y por falta de
informacion de sexo en el texto.

S Identificacién de Identificacién de estudios
'S estudios en GEO en ArrayExpress
I
& (n =86) (n=9)
[
= l ; J
Estudios tras la
eliminacién de duplicados Estudios excluidos |
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}% = de estudios de
ts]  J expresién génica, o
O no ser de humano
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(n=22) - g
i
Revision de los - -
o articulos para evaluar Estudios excluidos
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.g (n=22) |nf0rmag|on Fie sexo,
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(n=5)
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Figura 4.1. Resultado de la revision sistematica siguiendo el estandar Preferred Reporting Items for
Systematic reviews and Meta-Analyses (PRISMA).
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Por tanto, se incluyeron 5 estudios en el andlisis exploratorio asi como en el metaanalisis
posterior. Estos estudios se detallan en la Tabla 4.1, indicando la plataforma utilizada y la
referencia.

Tabla 4.1. Estudios incluidos en el analisis tras la revision sistematica en Gene Expression Omnibus
(GEO), indicando la plataforma utilizada para la obtencién de los datos y la referencia.

Estudio Plataforma utilizada Referencia

GSE13353 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array Kurki et al. (2011)
GSE16561 [llumina HumanRef-8 v3.0 expression beadchip Barr et al. (2010)
GSE22255 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array Krug et al. (2012)
GSE58294 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array = Stamova et al. (2014)

GSE66724 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array  Allende et al. (2016)

4.2. Analisis individual de los estudios
4.2.1. Imputacion del sexo

De los 5 estudios seleccionados, solo dos de ellos (GSE16561 y GSE22255) contenian
la informacién del sexo en el dataset de GEO. Sin embargo, los estudios sin dicha
informacién si que detallan el numero de muestras por grupo y sexo, por medio de tablas en
los textos. Por ello, se optd por realizar una imputacion del sexo de estas muestras.

La Tabla 4.2 muestra el resultado de esta imputacion, comparando el numero de
muestras por sexo y grupo de cada estudio. Podemos observar que la imputacién ha
resultado exitosa a excepcién del estudio GSE22255 (Krug et al., 2012), con un error de
clasificacion en las muestras control. Al no haber ningun error adicional, y teniendo la
informacién correcta de este estudio proporcionada por la base de datos GEO, suponemos
gue los resultados de esta imputacidn son correctos.

Tabla 4.2. Resultados de la imputacion de sexo, resaltando las diferencias en rojo. La informacion del
sexo se obtuvo por Gene Expression Omnibus (GEQ), estudios destacados en negrita, o mediante
los datos propocionados por el estudio.

Informacion proporcionada Resultado de la imputacién

Estudio Control Ictus Control Ictus

Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer Hombre

GSE13353 5 3 8 3 5 3 8 3
GSE16561 14 10 22 17 14 10 22 17
GSE22255 10 10 10 10 1 9 10 10
GSE58294 12 11 12(x3) 11 (x3) 12 11 12(x3) 11 (x3)
GSE66724 3 5 3 5 3 5 3 5

Resultados | 15



4.2.2. Analisis exploratorio
GSE13353

El estudio realizado por Kurki et al. (2011) se centra en analizar el aneurisma intracraneal
sacular, cuya rotura puede provocar un ictus hemorragico. Para ello, obtienen el perfil de
expresion del genoma completo, mediante la plataforma Affymetrix, con el fin de determinar
mecanismos celulares y moleculares. Se compararon 11 muestras de aneurismas rotos, tras
15 horas de la rotura, con 8 muestras no rotas.

Los datos tuvieron que ser ajustados a escala logaritmica en base 2. La Figura 4.2
muestra este ajuste, representando los datos en un diagrama de caja y bigotes. Tanto el
PCA como el andlisis de grupos se encuentran en el Anexo (Figura S1y Figura S2).
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Figura 4.2. Diagrama de cajas y bigotes correspondiente al estudio GSE13353, por muestra. Las
muestras rosa oscuro corresponden a mujeres patoldgicas; rosa claro, a mujeres control; azul oscuro,
a hombres patolégicos; y azul claro, a hombres control.

GSE16561

Con el fin de identificar genes para el diagndstico preventivo de ictus isquémico, Barr et
al. (2010) estudia la expresion génica en la sangre de pacientes tras el evento. Se extrajo el
ARN total de sangre de 39 pacientes que sufrieron un ACV isquémico, analizando mediante
lllumina, y comparando con 24 individuos sanos neuroldgicamente.

Los datos tuvieron que ser ajustados a escala logaritmica en base 2, realizando el
subsecuente diagrama de caja y bigotes, PCA y analisis de grupos. EI PCA se muestra en
la Figura 4.3, mientras que el resto de diagramas estan en el Anexo (Figura S3y Figura S4).

GSE22255

Krug et al. (2012) estudiaron las diferencias de expresion resultantes del ictus isquémico,
en muestras de células mononucleares de sangre periférica. Se analizaron 20 pacientes
patolégicos y 20 pacientes controles, mediante la tecnologia de microarrays Affymetrix.
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Figura 4.3. PCA correspondiente al estudio GSE16561. Las muestras naranjas corresponden a
mujeres patoldgicas; gris, a mujeres control; verde, a hombres patolégicos; y azul, a hombres control.

Los datos estaban normalizados pero presentaban muchas NA, por lo que se procedio a
la imputacion por valores proximos. Seguidamente, se realizé el diagrama de caja y bigotes,
PCA y analisis de grupos. Este ultimo se muestra en la Figura 4.4, estando el resto
diagramas en el Anexo (Figura S5y Figura S6).
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Figura 4.4. Anadlisis de grupos correspondiente al estudio GSE22255. Las muestras naranjas
corresponden a mujeres patoldgicas; gris, a mujeres control; azul, a hombres patoldgicos; y verde, a
hombres control.
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GSE58294

El estudio realizado por Stamova et al. (2014) se centra en analizar las diferencias en
expresion génica tras un ictus isquémico cardioembdlico. Para ello, cuenta con 23 pacientes
patolégicos, a los que ha extraido muestras 3, 5 y 24 horas después del evento. Se realiz
el analisis en Affymetrix, comparando con 23 muestras control.

Con el fin de tener un conjunto de muestras homogéneo, se descartaron las repeticiones,
realizando los analisis Unicamente con aquellas datos transcriptémicos correspondientes a
las muestras obtenidas tras 24 horas del evento.

Se realizaron los correspondientes graficos que se encuentran en el Anexo, siendo la
Figura S7 el diagrama de cajas y bigotes, la Figura S8 el PCA y la Figura S9 el analisis de
grupos.

GSE66724

El estudio de Allende et al. (2016) analiza las diferencias en el perfil de expresidén génica
en pacientes con fibrilacién auricular, ya que esta es un factor de riesgo para el ictus
isquémico cardioembdlico. Por ello, realizaron un analisis con microarray, comparando
pacientes que habian sufrido un ictus con aquellos que, aunque presentaban la patologia,
no habian sufrido un evento.

Las muestras totales analizadas fueron 19, siendo 8 de pacientes isquémicos y 8
pacientes control. Tanto el diagrama de cajas y bigotes, el PCA y el analisis de grupos, se
encuentran en el Anexo (Figura S10, Figura S11y Figura S12).

4.2.3. Expresion diferencial

Tras realizar la anotacion correspondiente, se realizd el analisis de la expresion
diferencial. La Tabla 4.3 muestra el numero de genes estadisticamente significativos, con un
valor p ajustado por BH menor a 0,05. La comparacion completa es:

(Mujeres patolégicas — Mujeres control) — (Hombres patolégicos — Hombres control)

Siendo los genes expresados mas en mujeres aquellos con un logFC positivo (up),
observamos que el unico estudio con expresion diferencial es el GSE22255. Los genes mas
expresados en hombre, con un logFC negativo (down), siguen la misma tendencia, solo
presentando resultados significativos en el mismo estudio.

Por otro lado, la comparacion de las mujeres y hombres son, respectivamente:
Mujeres patolégicas — Mujeres control y Hombres patolégicos — Hombres control

Aqui observamos mas genes diferencialmente expresados, aunque ni el estudio
GSE13353 ni el GSE66724 presentan genes expresados diferencialmente de forma
estadisticamente significativa. En este caso, los genes up serian aquellos
sobrerrepresentados en los pacientes patoldgicos, y los down, sobrerrepresentados en
pacientes control.

Sin embargo, hay que tener en cuenta las limitaciones de las comparaciones realizadas.
Por ejemplo, si un gen esta subrepresentado en un grupo, aparecera como
sobrerrepresentado en el otro, aunque la expresion sea basal.
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Tabla 4.3. Resumen de la expresion diferencial por estudio. Se indica el numero de genes totales, la
comparacion realizada, y si el log fold change es positivo (up) o negativo (down) para aquellos genes
estadisticamente significativos con un valor p ajustado por Benjamini y Hochberg (BH) menor que
0,05. La comparacion completa es (Mujerespatoldégicas — Mujeres control) — (Hombres
patoldgicos — Hombres control). Los genes up estaran mas expresados en mujeres que en
hombres, y los genes down al revés. La comparacion de las mujeres es
Mujeres patoldgicas — Mujeres control, mientras que la de los hombres es
Hombres patolégicos — Hombres control. Los genes up estaran mas expresados en pacientes
patoldgicos, mientras que los down, lo estardn mas en los controles.

Completa Mujer Hombre
Estudio Genes totales

Up Down Up Down Up Down
GSE13353 20962 0 0 0 0 0 0
GSE16561 17794 0 0 819 717 416 345
GSE22255 20962 2016 1968 133 271 1631 1847
GSE58294 20962 0 0 4546 923 2242 1261
GSE66724 20962 0 0 0 0 0 0

4.3. Metaanalisis de genes

El metaanalisis de genes identificd 7 genes, con un valor p ajustado por FDR menor que
0,05 (Tabla 4.4). De ellos, dos presentaban un logFC negativo, por lo que estaban
sobreexpresados en hombres. El resto de genes con logFC positivo, estan sobreexpresados
en mujeres.

Tabla 4.4. Resumen del metaanalisis de genes, indicando el identificador (EntrezID) y el simbolo de
cada gen, asi como su log fold change (logFC) y el valor p ajustado. Aquellos con un logFC negativo
estan sobreexpresados en hombres, y los genes con logFC positivo lo estan en mujeres.

EntrezID Gen logFC Valor p ajustado
100129029 PKP4-AS1 -0,386 0,012
93624 TADA2B -0,338 0,040
29097 CNIH4 0,578 0,040
388327 C170rf100 0,638 0,038
26157 GIMAP2 0,652 0,001
388588 SMIM1 0,671 0,046
80862 ZNRD1ASP 0,687 0,020

Con el fin de obtener una representacion de las interacciones entre los diferentes genes,
se procedié a seleccionar los 25 genes mas sobrerrepresentados en mujeres (mayor
logFC). Los genes se detallan en la Tabla 4.5, indicando su identificador, simbolo, logFC y
valor p ajustado. Se realizé la misma seleccion para los hombres, seleccionando los 25
genes mas sobrerrepresentados (menor logFC). Los genes se detallan en la Tabla 4.6,
indicando su identificador, simbolo, logFC y valor p ajustado.
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Tabla 4.5. Seleccién de los 25 genes mas sobrerrepresentados en mujeres en el metaanalisis. Se
indica su identificador (EntrezID), el simbolo del gen, el log fold change (logFC) y el valor p ajustado
correspondiente. Aquellos genes con un logFC negativo estan sobreexpresados en los grupos
control, y los genes con logFC positivo lo estén en el grupo patolégico.

EntrezID Gen logFC Valor p ajustado
8781 PSPHP1 1,957 0,906
1669 DEFA4 1,125 0,734
3429 IFI127 1,124 0,536

54674 LRRN3 1,1 0,85
7504 XK 0,935 0,862
10561 IF144 0,921 0,446
1178 CLC 0,914 0,867
10964 IF144L 0,891 0,457
91543 RSAD2 0,85 0,536
51327 AHSP 0,84 0,85
3434 IFIT1 0,822 0,808
566 AZU1 0,806 0,137
56670 SUCNR1 0,801 0,054
3045 HBD 0,794 0,858
55278 QRSL1 0,785 0,817
152518 NFXLA1 0,784 0,785
1088 CEACAMS8 0,782 0,902
101928370 LOC101928370 0,777 0,137
101928429 LOC101928429 0,773 0,826

729230 CCR2 0,773 0,851
8743 TNFSF10 0,773 0,815

400713 ZNF880 0,770 0,617
671 BPI 0,769 0,812

166929 SGMS2 0,766 0,855
57182 ANKRD50 0,766 0,870
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Tabla 4.6. Seleccién de los 25 genes mas sobrerrepresentados en hombres en el metaanalisis. Se
indica su identificador (EntrezID), el simbolo del gen, el log fold change (logFC) y el valor p ajustado
correspondiente. Aquellos genes con un logFC negativo estan sobreexpresados en los grupos
control, y los genes con logFC positivo lo estén en el grupo patolégico.

EntrezID Gen logFC Valor p ajustado

114614 MIR155HG -2,314 0,906
6351 CCL4 -1,775 0,734
3553 IL1B -1,761 0,536
2921 CXCL3 -1,682 0,85
6364 CCL20 -1,568 0,862
22822 PHLDA1 -1,511 0,446
84419 C150rf48 -1,468 0,867
5743 PTGS2 -1,433 0,457
2152 F3 -1,385 0,536
4929 NR4A2 -1,327 0,85
8507 ENC1 -1,311 0,808
23645 PPP1R15A -1,258 0,137
100302650 BABAM2-AS1 -1,233 0,054
5806 PTX3 -1,225 0,858
3569 IL6 -1,200 0,817
9308 CD83 -1,187 0,785
2069 EREG -1,160 0,902
5209 PFKFB3 -1,132 0,137
54855 TENTS5C -1,115 0,826
8843 HCARS3 -1,107 0,851
2919 CXCL1 -1,071 0,815
7130 TNFAIP6 -1,066 0,617
58476 TP53INP2 -1,064 0,812
5142 PDE4B -1,056 0,855
23764 MAFF -1,044 0,870
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Se realiz6 un andlisis mediante STRING, que muestra en un grafico de vértices y nodos
las interacciones de proteinas presentes en una lista de genes proporcionados. Ademas, los
genes fueron evaluados mediante PANTHER, herramienta que indica las posibles funciones
que desempefan los genes proporcionados.

El diagrama de los genes mas expresados en mujeres, muestra 23 conexiones, creando
dos redes principales (Figura 4.5). Estas interacciones proteina-proteina son significativas,
ya que para una red con este mismo numero de nodos, el numero de conexiones al azar
seria 1, siendo el valor p del enriquecimiento menor a 107'®. Se sefialan en rojo aquellos
genes que tienen funciones relacionadas con el sistema inmunolégico, mientras que en azul
se indican aquellas que estan relacionadas con la respuesta inmune, en especial, virica.
Destacar que el analisis de PANTHER también denotaba funciones con regulacion de la
produccion de citocinas de células T, aunque esto no se mostraba en STRING. [A]
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Figura 4.5. Representacion en Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING)
a) de los 25 genes mas sobrerrepresentados en mujeres, b) marcando en rojo aquellos genes con
funciones relacionadas con el sistema inmunolégico y en azul aquellos con funciones relacionadas
con la respuesta inmune.
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Este doble analisis también se realizd con los genes mas expresados en hombre (Figura
4.6). El diagrama creado por STRING muestra una gran red principal, con muchas
interacciones entre si. El nimero de conexiones es 48, siendo 7 el nimero de conexiones al
azar que la red tendria y el valor p del enriqguecimiento menor a 10-'®. Por lo tanto, existe un
nivel significativo de conectividad entre los genes con mayor expresion diferencial, o que
apunta a que probablemente estén compartiendo funciones biolégicas ademas de presentar
un perfil comun de expresion.

La evaluacién mediante PANTHER mostr6 muchos genes con funciones relacionadas
con la respuesta inflamatoria, en rojo; relacionadas con quimiocina, en azul; y relacionadas
con citoquina en verde. También hallé funciones de regulacion positiva de la respuesta
neuroinflamatoria y de senalizacion de interleucina-10, aunque estas no se mostraron en
STRING.
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Figura 4.6. Representacion en Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING)
a) de los 25 genes mas sobrerrepresentados en hombres, b) marcando en rojo aquellos genes con
funciones relacionadas con la respuesta inflamatoria; en azul aquellos relacionados con quimiocina;
y en verde aquellos relacionados con citoquina.
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5. Discusion

El ACV es una patologia con gran impacto en nuestra sociedad, no solo a nivel de
defunciones, sino también debido a la posible discapacidad asociada (GBD 2015 Mortality
and Causes of Death Collaborators, 2016). Por ello, es necesario determinar los posibles
mecanismos moleculares desencadenantes del accidente. Su analisis permitira una mejor
comprension de las causas de esta patologia y su temprana deteccion.

No obstante, es evidente que el impacto de la enfermedad sobre los sexos es desigual.
Las mujeres estan mas afectadas, presentando mas muertes a nivel nacional (INE, 2018).
Sin embargo, existen pocos estudios donde el sexo se haya incorporado en el disefio o en
el analisis de sus datos. Ademas, las poblaciones de estudio suelen estar exclusivamente
compuestas por hombres, estando significativamente subrepresentadas las mujeres
(Cordonnier et al., 2017). Tras la revisidn sistematica se ha evidenciado que incluso
aquellos estudios donde su articulo recalcan el haber utilizado una poblacién heterogénea
respecto al sexo, no indican el sexo de la muestra en los datos transcriptdmicos
proporcionados a la base de datos.

Son pocos los estudios donde se han abordado en mayor o menor medida las diferencias
de sexo en ACV. Uno de ellos fue el trabajo presentado por Li et al. (2016). El estudio tenia
un objetivo muy similar al presente trabajo: caracterizar las diferencias de sexo en pacientes
que habian sufrido un ictus, teniendo en cuenta el logFC comparando entre dos grupos.
Para ello, realizaron una revision sistematica, parecida a la realizada en este trabajo.
Unicamente pudieron encontrar dos estudios que cumplian con sus requisitos: GSE16561 y
GSE22255. Aunque han pasado 5 afos, la revision sistematica de nuestro trabajo, sin
incluir los estudios donde se imputé el sexo, seria coincidente con la seleccion realizada por
Li et al. (2016). (Tabla 4.2).

Esta ausencia de informacién se ha intentado solventar mediante la incorporaciéon de un
estandar que homogenice la anotacién de los datos. Wilkinson et al. (2016) describen una
metodologia basada en cuatro principios: Findability, Accessibility, Interoperability, and
Reusability. Este estandar, apodado FAIR por su acrénimo en inglés, tiene como objetivo
asegurar la transparencia, reproducibilidad y reutilizacion de los datos.

El primero es la localizacién de los datos. Estos deben ser registrados e indexados con
un identificador unico a nivel global. Con ello, también se tiene que asegurar la accesibilidad
a los datos. Deben ser recuperables con su identificador, mediante un protocolo estandar.
También se debe asegurar la interoperabilidad de la informacion, es decir, que diferentes
sistemas pueden intercambiar y utilizar los datos. Para ello, se debe utilizar un lenguaje
estandar y compartido, incluyendo referencias a otros datos si fuera necesario. Por ultimo,
se deberia tener en cuenta la reutilizacion de los datos. Es necesario una descripcion
detallada , con todos los atributos propios de cada uno. El cumplimiento de todos estos
principios permite una revision sistematica con mejores resultados, asi como su posterior
metaanalisis.

Durante el desarrollo del presente trabajo, se han tenido en cuenta estos estandares
FAIR, reutilizando informacién de otros estudios y homogeneizando los datos. Con ello, se
tiene como objetivo integrar conclusiones, encontrando la informacion consenso entre los
diferentes estudios analizados. Ademas, se ha facilitado la localizacion, accesibilidad e
interoperabilidad de la informacion, publicando y compartiendo todo el cédigo utilizado en
GitLab.

Entre los pocos abordajes realizados sobre las diferencias transcriptomicas del ictus
debidas al sexo, se encuentra el estudio llevado a cabo por Li et al. (2016), previamente
mencionado. Este trabajo se basa en la identificacion de genes que estan expresados en
tres comparaciones: 1) grupo control frente patologicos, 2) hombres frente a mujeres,
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separando entre grupo control y patolégico y 3) individuos mayores frente a jovenes
separando entre grupo control y patolégico. Sin embargo, no realizan una comparacion
completa entre hombres y mujeres enfermos, descontando el efecto basal del grupo control.
Tampoco incluye un metaanalisis de genes y sélo realizan una evaluacién conjunta de dos
estudios en su analisis.

En nuestro trabajo se ha optado por realizar un metaanalisis, ya que permite obtener
resultados robustos, combinando diferentes estudios e incrementando el poder estadistico
de los resultados (Normand, 1999). A diferencia del trabajo de Li et al. (2016) que realiza
una interseccion de genes, se ha llevado a cabo un analisis integrativo de los datos
encontrados tras la revision sistematica, que permite encontrar respuestas a preguntas no
planteadas por los estudios originales.

El metaanalisis de la comparacion entre los grupos enfermo y control, entre sexos,
detectd, con un valor p ajustado menor que 0,05, un total de 7 genes diferencialmente
expresados: 2 en hombres (PKP4-AS1 y TADA2B) y 5 en mujeres (CNIH4, C170rf100,
GIMAP2, SMIM1 y ZNRD1ASP) (Tabla 4.4). Sin embargo, no existen indicaciones claras
hasta el momento en la bibliografia de la implicacion de estos marcadores en el ACV,
presentando un novedoso interés.

El gen PKP4-AS1, también conocido como PKP4 antisense RNA 1, ha sido relacionado
con BARD1, un gen importante en el desarrollo del cancer de mama (Chen et al., 2019). A
su vez, el gen ZNRD1ASP, zinc ribbon domain containing 1 antisense pseudogene, se ha
asociado a la misma patologia (Dashti et al., 2020). Por otro lado, el gen CNIH4, o
cornichon family AMPA receptor auxiliary protein 4, ha sido asociado al cancer de colon
metastasico (Mishra et al., 2019).

En cambio, GIMAP2, o GTPase IMAP family member 2, se ha relacionado con el
sindrome de Behcet (Asadi, 2020). El sindrome de Behcet se caracteriza por la inflamacion
de los vasos sanguineos, que puede llevar a su ensanchamiento. Aunque este gen como tal
no ha sido asociado directamente al ACV, el sindrome de Behcet podria ser un factor de
riesgo, al propiciar la debilitacién de los vasos sanguineos y su ensanchamiento, que podria
resultar en un ictus.

C170rf100, o chromosome 17 open reading frame 100, ha sido asociado al sindrome
nefrético idiopatico pediatrico (Kang et al., 2017). Por otro lado, el gen SMIM1, o small
integral membrane protein 1, es una proteina transmembrana anclada en la cola y forma
facilmente homodimeros en un sistema libre de células. Su delecion provoca que el
individuo no tenga la proteina Vel, siendo su grupo sanguineo Vel - (Nylander et al., 2020).

Por ultimo, TADAZ2B, o transcriptional adaptor 2B, es un housekeeping gene, es decir, es
un gen cuya expresion no varia y se utiliza para normalizar datos transcriptomicos (Preuss
et al., 2020). Este resultado nos puede indicar que TADA2B puede que no sea un
housekeeping gene en sangre, siendo un mal gen de referencia.

Debido a la escasa evidencia que estos genes presentan relacionados al ACV, se opto
por analizar los genes mas diferencialmente expresados, sin tener en cuenta su valor p
ajustado. Se estudiaron los 25 genes mas expresados en mujeres (Tabla 4.5), y los 25
genes mas expresados en hombres (Tabla 4.6).

Estos genes se buscaron en la base de datos OpenTarget (Carvalho-Silva et al., 2019),
bajo el término stroke. Esta base de datos integra informacion genética, gendmica,
transcriptdomica, farmacoldgica, de modelos animales y basadas en la literatura cientifica
para realizar asociaciones entre la enfermedad y posibles dianas.

En las mujeres, se encontraron 8 genes asociados a la patologia: LRRN3, IFI44, CLC,
AHSP, IFIT1, AZU1, CCR2y TNFSF10.
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Por otro lado, en los hombres, se encontraron 16 genes asociados a la patologia: CCL4,
IL1B, CCL20, PTGS2, F3, NR4A2, ENC1, PPP1R15A, PTX3, IL6, CD83, EREG, PFKFB3,
CXCL1, TP53INP2y PDE4B.

En el estudio por Li et al. (2016), también encontraron que los genes IL6 y IL1B estaban
sobreexpresados en hombres y baja expresién en mujeres. Estos genes forman parte de un
grupo llamado anti-stroke genes. Por ello, es posible que las mujeres no estén mas
afectadas que los hombres, sino que los hombres tengan un sistema de defensa mas
efectivo.

Por otro lado, PTGS2 también es considerado como un gen anti-stroke. Este gen no
resulté significativo en el estudio de Li et al. (2016) comparando mujeres y hombres, pero si
que lo hizo comparando pacientes mayores respecto a los jovenes.

El doble analisis realizado mediante STRING y PANTHER apoya esta tendencia. Los
hombres presentan funciones relacionadas con la interleucina-10, que forma parte de los
genes anti-stroke. También mostraron una regulacién positiva de la respuesta
neuroinflamatoria, la cual podria frenar la posible aparicion del ACV. Ademas, como muestra
la Figura 4.5 y la Figura 4.6, muchos de los genes que no han tenido resultados
significativos tras el metanalisis, si que muestran interacciones con genes expresados
diferencialmente. Estos genes, aunque no directamente ligados al ictus, podrian formar
parte de una cascada que desencadene uno de los genes o podria ser factor de riesgo.

El conjunto de estos resultados, muestra una clara diferencia transcriptémica del ACV
entre sexos, identificando un conjunto de genes asociados en hombres y en mujeres. Sera
necesario el desarrollo de estudios posteriores que amplien el conocimiento del papel de
estos potenciales biomarcadores y su aplicacién diagndstica. Es imprescindible que la
informacion del sexo sea incluida y considerada en los estudios biomédicos, para mejorar y
personalizar el diagndstico y tratamiento del ictus.
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6. Conclusiones

El metaanalisis es un método robusto para la evaluacién e integracion de datos
provenientes de una revision sistematica de estudios transcriptémicos, potenciando la
reutilizacion de datos de otros estudios y cumpliendo con los criterios FAIR.

La revisidon sistematica y seleccion de estudios en AVC confirma la insuficiente
informacién del sexo en los estudios biomeédicos y su necesaria inclusién para
garantizar resultados de calidad que puedan ser utiles al conjunto de la poblacion.

Hemos identificado 7 biomarcadores de AVC especificos por sexo: 2 en hombres y 5 en
mujeres.

El mayor impacto de la enfermedad sobre las mujeres puede ser consecuencia de su
baja expresion de genes anti-stroke en comparacion con los hombres.

Las funciones mas representadas en hombres son relacionadas con la respuesta
inflamatoria, quimiocina o citoquina, mientras que las de las mujeres son relacionadas
con el sistema inmunoldgico o la respuesta inmune.

La estrategia propuesta en este trabajo permite detectar y caracterizar diferencias
debidas al sexo en ACV, incorporando la necesaria perspectiva de la medicina
personalizada y de precision en los estudios biomédicos.
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Anexos

Figuras adicionales
GSE13353
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Figura S1. PCA correspondiente al estudio GSE13353, por muestra. Las muestras naranjas
corresponden a mujeres patoldgicas; gris, a mujeres control; verde, a hombres patoldgicos; y azul, a

hombres control.
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Figura S2. Analisis de grupos correspondiente al estudio GSE13353. Las muestras naranjas
corresponden a mujeres patoldgicas; gris, a mujeres control; azul, a hombres patoldgicos; y verde, a

hombres control.
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GSE16561
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Figura S3. Diagrama de cajas y bigotes correspondiente al estudio GSE16561, por muestra. Las
muestras rosa oscuro corresponden a mujeres patoldgicas; rosa claro, a mujeres control; azul oscuro,
a hombres patolégicos; y azul claro, a hombres control.
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Figura S4. Andlisis de grupos correspondiente al estudio GSE16561. Las muestras naranjas
corresponden a mujeres patoldgicas; gris, a mujeres control; azul, a hombres patoldgicos; y verde, a
hombres control.
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GSE22255
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Figura S5. Diagrama de cajas y bigotes correspondiente al estud

io GSE22255, por muestra. Las

muestras rosa oscuro corresponden a mujeres patoldgicas; rosa claro, a mujeres control; azul oscuro,

a hombres patoldgicos; y azul claro, a hombres control.
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Figura S6. PCA correspondiente al estudio GSE22255. Las muestras naranjas corresponden a
mujeres patoldgicas; gris, a mujeres control; verde, a hombres patolégicos; y azul, a hombres control.
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Figura S7. Diagrama de cajas y bigotes correspondiente al estudio GSE58294, por muestra. Las
muestras rosa oscuro corresponden a mujeres patoldgicas; rosa claro, a mujeres control; azul oscuro,

a hombres patoldgicos; y azul claro, a hombres control.
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Figura S8. PCA correspondiente al estudio GSE58294. Las muestras naranjas corresponden a
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Figura S9. Anadlisis de grupos correspondiente al estudio GSE58294. Las muestras naranjas
corresponden a mujeres patologicas; gris, a mujeres control; azul, a hombres patolégicos; y verde, a
hombres control.
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Figura $10. Diagrama de cajas y bigotes correspondiente al estudio GSE66724, por muestra. Las
muestras rosa oscuro corresponden a mujeres patoldgicas; rosa claro, a mujeres control; azul oscuro,
a hombres patolégicos; y azul claro, a hombres control.
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Figura S11. PCA correspondiente al estudio GSE66724. Las muestras naranjas corresponden a
mujeres patoldgicas; gris, a mujeres control; verde, a hombres patoldgicos; y azul, a hombres control.
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Figura S12. Analisis de grupos correspondiente al estudio GSE66724. Las muestras naranjas
corresponden a mujeres patoldgicas; gris, a mujeres control; azul, a hombres patoldgicos; y verde, a

hombres control.
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