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CHARACTERIZATION OF SEX DIFFERENCES IN PARKINSON DISEASE BY
META-ANALYSIS OF TRANSCRIPTOMIC STUDIES

Abstract:

Parkinson's disease (PD) is one of the neurological disorders most associated
with aging. The incidence of this disease is higher in men than in women and the
symptoms vary between both sexes. The presence of motor symptoms is strongly
associated with male sex, while dyskinesia and depression occur more frequently in
women.

The effect of estrogen on dopaminergic neurons may be a possible source of differences
between men and women in the clinical and cognitive characteristics of PD.

Elucidating the molecular mechanisms responsible of these differences could help to find
new biomarkers that may enhance the accuracy and effectiveness of clinical evaluation
and treatment of the disease.

With this aim, we have carried-out a meta-analysis with specific data from selected
genetic expression studies to determine the possible causes of the differences between
sexes.

Keywords: Parkinson disease, sex, transcriptomic, meta-analysis, personalized
medicine.



CARACTERIZACION DE LAS DIFERENCIAS DE SEXO EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON
MEDIANTE EL METAANALISIS DE ESTUDIOS TRANSCRIPTOMICOS

Resumen:

La enfermedad de Parkinson (EP) es uno de los trastornos neurolégicos mas
asociados al envejecimiento. La incidencia de esta enfermedad es mayor en hombres
que en mujeres y los sintomas varian entre ambos sexos. La presencia de sintomas
motores esta fuertemente asociada en hombres, mientras que la discinesia y la
depresidn se presenta con mayor frecuencia en mujeres.

El efecto del estrégeno sobre las neuronas dopaminérgicas puede ser una posible
fuente de diferencias entre hombres y mujeres en cuanto a las caracteristicas clinicas y
cognitivas de la EP.

Elucidar los mecanismos moleculares responsables de estas diferencias podria ayudar
a encontrar nuevos biomarcadores que permitan mejorar la precision y la eficacia en la
evaluacion clinica y el tratamiento de la enfermedad.

Con este objetivo, hemos realizado un metaanalisis con datos procedentes de estudios
seleccionados de expresion génica, para determinar las posibles causas de las
diferencias entre ambos sexos.
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medicina personalizada.
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1. INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson (EP) es uno de los trastornos neurolégicos mas asociados
al envejecimiento. Se caracteriza por temblores, bradicinesia y rigidez muscular.
Ademas, la mitad de los pacientes presentan déficits de atencion, perturbacion verbal y
reduccion de la velocidad de procesamiento verbal.

Es una enfermedad asociada a los cuerpos de Lewis y a la pérdida neuronal
dopaminérgica en la sustancia nigra pars compacta (SNpc). Esta pérdida y el
agotamiento de los niveles de dopamina (DA) en el cuerpo estriado representan la
patologia distintiva de la EP (Maiti et al. 2017).

Su sintomatologia es muy heterogénea, lo que aumenta su complejidad involucrando
numerosas regiones del sistema nervioso y varios neurotransmisores y proteinas.

1.1.1. Epidemiologia y diferencias entre sexos

En el primer mundo, la prevalencia e incidencia de las enfermedades neurolégicas ha
aumentado considerablemente durante los ultimos afios. Uno de los motivos
fundamentales es el aumento de la esperanza de vida acompanado de mejoras en el
tratamiento de enfermedades y en la educacién sanitaria.

En un estudio epidemioldgico, la prevalencia y la incidencia son los indicadores mas
precisos para informar sobre el riesgo y las posibles relaciones que existen entre
factores a los que se exponen las personas y las enfermedades que presentan.

La incidencia es una medida del numero de casos nuevos de una enfermedad durante
un periodo de tiempo determinado, mientras que la prevalencia es la proporcion de
individuos de una poblacién que presentan una caracteristica durante un periodo de
tiempo determinado. La prevalencia depende de la incidencia y de la supervivencia. Esta
ultima varia segun las condiciones sanitarias y econdmicas de la poblacion en estudio.
Por ello, en el caso concreto de la EP, es dificil comparar la prevalencia en poblaciones
donde existen notables diferencias econémicas y sociales.

La EP tiene una prevalencia de entre el 0,3% y el 1% en mayores de 60 afos, que
asciende al 3% en mayores de 80 afios. La incidencia varia entre 0,08 y 0,18 por 1000
personas/afio (Benito, 2018).

La causa de la EP sigue siendo desconocida, pero parece ser resultado de una
interaccion compleja de factores genéticos y ambientales que afectan a gran parte de
procesos celulares fundamentales. Ademas, el diagnéstico en estadios tempranos de la
enfermedad es muy complejo, asi como el tratamiento de etapas mas avanzadas. A dia
de hoy tampoco existe un tratamiento efectivo que frene el dafio neurodegenerativo
(Kalia y Lang, 2015).

A todas las complicaciones que tiene el diagnéstico y tratamiento de esta enfermedad
hay que sumarle que existen varias diferencias de sexo. La presencia de sintomas
motores esta fuertemente asociada con el sexo masculino. Segun datos anteriores y un
metaanalisis de 17 estudios relevantes, la incidencia en hombres es un 46% mayor que
en mujeres, y la prevalencia es hasta 3 veces mayor en hombres que en mujeres entre
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los 50 y 59 anos (Picillo et al., 2017). Los sintomas motores, la edad de aparicion de la
enfermedad, temblores y pérdida de receptores de dopamina parecen ser ligeramente
mas leves en mujeres, posiblemente debido a la protecciéon de los estrogenos. Sin
embargo, una vez comienza la enfermedad, en las mujeres hay sintomas que se
desarrollan mas rapido, como es el caso de las fluctuaciones motoras y movimientos
involuntarios (discinesia), que en estadios avanzados suelen ser peores que en
hombres. Los sintomas no motores siguen un patron similar: se presentan mas tarde en
mujeres, pero empeoran con el progreso de la enfermedad. En cualquier caso, se
desarrollan de forma diferente y cada sexo presenta un cuadro distinto: entre mujeres
hay mas casos de ansiedad, mientras que en hombres prevalece una disminucion de
los sentidos del olfato y el gusto (Nicoletti et al., 2017).

1.1.2. Bases moleculares de la enfermedad de Parkinson

La EP es una enfermedad multifactorial cuya deteccién temprana es muy complicada,
principalmente porque no se han establecido biomarcadores que puedan estar
relacionados con su desarrollo. Factores tanto genéticos como no genéticos estan
involucrados en el progreso de la EP (Maiti et al. 2017).

Sin embargo, cabe destacar el urato como posible biomarcador. Es un metabolito y un
potente antioxidante que ha sido el mejor descrito y estudiado. Si su concentracion
disminuye, se relaciona con un mayor riesgo de desarrollar EP en hombres, pero en
mujeres no se ha detectado asociacion (Schwarzschild et al., 2008), (Ascherio et al,
2009), (Jesus et al., 2012).

La deteccién de patrones genéticos también puede ayudar a la deteccion de la
enfermedad. Las mutaciones en el gen LRRK2 son una causa comun de la enfermedad
de Parkinson, sin existir diferencias entre hombres y mujeres. Como se ha indicado en
modelos animales, estas mutaciones afectan al trafico vesicular, a la autofagia, a la
sintesis de proteinas y a la funcion del citoesqueleto (Martin et al., 2016). Si que se ha
observado que, en individuos portadores de mutaciones en este gen en los que no se
manifiesta la enfermedad, los niveles de urato eran mayores que en aquellos que si
desarrollaban EP. Estos hallazgos corroboran el urato como un biomarcador de
resistencia a la EP entre los individuos portadores de la mutacién en el gen LRRK2
(Bakshi et al., 2019).

1.1.3. Alternativas terapéuticas de la enfermedad del Parkinson

A pesar de las diferencias que existen en cédmo afecta y evoluciona la enfermedad entre
hombres y mujeres, hoy en dia a ambos sexos se les aplica el mismo tratamiento.

El mas comun es la administracion de levodopa, la cual a largo plazo parece llevar a
otras complicaciones motoras (Fabbrini et al., 2007). Este medicamento es un precursor
de la dopamina que, a diferencia de ella, es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica y ser utilizada por las células nerviosas para fabricar dopamina.
Generalmente, la levodopa se administra con carbidopa, un inhibidor periférico de la
dopadecarboxilasa (DDC), que retrasa la conversion de levodopa a dopamina hasta que
llega al cerebro. De esta manera, la dosis de levodopa administrada puede ser menor,
reduciendo asi los efectos secundarios.

La levodopa retrasa el inicio de los sintomas de la EP, pero no todos ellos responden
igual al medicamento. La bradicinesia y la rigidez suelen mejorar mientras que, el
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temblor y el equilibrio pueden no aliviarse en absoluto. Ademas, la administracion de
dosis elevadas de levodopa durante largos periodos de tiempo tiene como consecuencia
un aumento de los movimientos involuntarios o discinesia. Por ello es importante buscar
un equilibrio entre los beneficios y los efectos secundarios propios de este tratamiento
(Carretero Colomer, 2006).

Se sugiere que las diferencias epidemiologicas de sexo en la EP pueden deberse en
parte a la participacion de los estrogenos. Las mujeres tienen una biodisponibilidad
significativamente mayor de levodopa ya que la metabolizan mas lentamente (Kumagai
et al., 2014).

Cuando no hay un alivio significativo después de la medicacién, se recurre a
tratamientos quirurgicos para reducir los sintomas, especialmente en etapas avanzadas
de la EP, como es la estimulacion cerebral profunda. Esta se ha mostrado efectiva tanto
en hombres como en mujeres. Sin embargo, en mujeres este procedimiento es menos
frecuente y solo en etapas muy avanzadas (Hariz et al., 2003).

Es necesario elucidar las causas de estas diferencias, lo cual ayudara a encontrar
nuevos biomarcadores que permitan mejorar la deteccién y el posterior tratamiento,
llevandonos mas cerca de la medicina personalizada. Ademas de metaanalisis, la
realizacién de estudios de neuroimagen y de microbiota intestinal, la cual muestra
alteraciones en pacientes (Miraglia y Colla, 2019), pueden permitirnos establecer mejor
las diferencias entre sexos para la EP.

1.2. DATOS OMICOS Y TECNOLOGIAS DE ALTO RENDIMIENTO

La informacién de la materia viva esta almacenada en moléculas de ADN que consisten
en dos cadenas antiparalelas, cada una de ellas formada por uniones covalentes de un
azucar (desoxirribosa) y una molécula de fosfato. Cada azlcar esta unido a una base
nitrogenada, adenina (A), timina (T), guanina (G) o citosina (C).

Este ADN no es el molde directo para la sintesis de proteinas, primero es necesario
pasar por el proceso de transcripcion para generar moléculas de ARN y estas si,
actuaran como molde. Esta molécula difiere en tres aspectos fundamentales de la
molécula de ADN. El azucar del ARN es una ribosa en lugar de desoxirribosa, una de
las cuatro bases de la ribosa es el uracilo (U) en lugar de la timina (T) y por ultimo la
molécula de ARN es de una sola cadena.

Existen muchos tipos de ARN, pero es el ARN mensajero (ARNm) el que actua como
molde para la sintesis de proteinas, que una vez transcrito sale del nucleo celular y se
dirige a los ribosomas donde tiene lugar el proceso de traduccion. Durante este proceso
se forma una cadena de aminoacidos a partir de la cual se sintetiza una proteina que
sera la encargada de realizar la funcién que corresponda.

Todo este proceso junto con la replicacidn y la transcripcion reversa queda resumido en
el conocido como dogma central de la biologia molecular (Figura 1).
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Figura 1: Dogma central de la biologia molecular. Elaboracién propia.

En los ultimos afios ha habido una mejora considerable en los avances tecnologicos.
Esto nos ha permitido posicionar la biologia como una ciencia de la informacion gracias
al estudio intensivo de la naturaleza. Destacan las disciplinas édmicas, que estudian
conjuntos biomoleculares analizados mediante procedimientos de alto rendimiento
(Barrera et al., 2018).

Entre las principales tecnologias émicas incluimos la gendmica, transcriptomica,
proteédmica y metaboldmica. Con el desarrollo de nuevas tecnologias, los estudios
6émicos son cada vez mas frecuentes, pero para tener éxito en ellos, es crucial un disefio
correcto de la parte experimental, asi como tener en cuenta factores como el tamafo de
las muestras entre otros (Bedia, 2018).

Debido a la mejora de estas tecnologias de alto rendimiento, se ha generado una gran
cantidad de datos bioldgicos. A raiz de ello, se ha incrementado la necesidad de tener
a disposicion bases de datos donde poder almacenarlos, clasificarlos y ordenarlos.

1.2.1. Transcriptomica

La transcriptomica es el area que estudia el transcriptoma, es decir, el conjunto de
transcritos de ARN que existe en la célula, tanto los codificantes como los no
codificantes. El estudio de estos transcritos nos permite obtener informacién sobre las
caracteristicas de expresion génica especificas de células y tejidos para poder
comprender mejor la dinamica del metabolismo celular y tisular. Esta informacién es
fundamental para relacionar cambios en los perfiles del transcriptoma con problemas de
salud. Gracias a los avances que se han conseguido en las tecnologias de alto
rendimiento, como son los microarrays y RNA-seq, la transcriptomica se ha podido
desarrollar en numerosas areas de estudio (Manzoni et al., 2016).

Los ensayos de hibridacion en microarrays consisten en un substrato al que se une ADN
en posiciones conocidas. El ARN que obtenemos de la muestra a estudiar, se convertira
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en ADN complementario (ADNc) y se marcara con una molécula fluorescente o
radioactiva para a continuacion ponerlo en contacto con el array, hibridando en las
posiciones en que se complementen con las sondas. Una vez se ha producido la
hibridacion, el microarray se lee con un escaner laser y se obtienen unas imagenes que
se procesan mediante un software para elaborar una base de datos (Cigudosa, 2004),
(Moreno y Solé, 2004).

La secuenciacion de ARN es una técnica que permite examinar la cantidad y las
secuencias de ARN en una muestra mediante NGS. Consiste en la conversion de ARN
a ADNc mediante transcripcion inversa. Esta técnica permite estudiar el contenido
celular total de ARN, incluidos ARNm, ARNr y ARNt de manera cuantitativa y con alto
rendimiento. Esto aporta informacion vital sobre la expresién de los genes evaluando
los cambios asociados a una enfermedad (Wang et al., 2009), (Mackenzie, 2018).

1.2.2. Analisis transcriptomicos

Debido a los rapidos avances en las tecnologias de NGS, el analisis de los datos émicos
es un campo de continua evolucién en el que constantemente se estan desarrollando
nuevos métodos. Por tanto, la estrategia de analisis se tiene que ir adaptando al tipo de
datos que se van a analizar y al objetivo final del estudio (Henry et al., 2014).

En los analisis transcriptomicos se requiere de un pre-procesamiento de datos
especifico segun la tecnologia que se vaya a utilizar. Como resultado, obtenemos una
matriz de expresidn con la cuantificacion de las unidades bioldgicas de interés de cada
una de las muestras (Garcia, 2016). Algunas de las estrategias para las cuales vamos
a hacer uso de esta matriz como punto de partida son:

e Analisis de expresion diferencial: se emplea para encontrar genes que se
expresan a diferentes niveles en varias condiciones experimentales.

e Descubrimiento de clases o analisis cluster: se emplea cuando se cree que
puede haber subtipos interesantes de genes que no se conocen, pero que
pueden ser revelados por firmas de expresion. Asimismo, también permite la
deteccién de subgrupos de individuos de interés con un perfil transcriptomico
comun.

e Prediccion de clases: conjunto de perfiles de entrenamiento con una clasificacion
conocida y cuyo objetivo es generar un predictor (también conocido como
clasificador) que se utilizara para clasificar nuevos perfiles (Grant et al., 2007).

1.2.3. Caracterizacion funcional

A partir del conjunto de genes resultante de los analisis realizados de los experimentos,
nos interesa saber si este conjunto muestra o no enriquecimiento de una propiedad
bioldgica predefinida. Dado que a partir del analisis de expresion diferencial podemos
obtener una lista de elementos bioldgicos de interés, estos los podemos combinar con
informacioén bioldgica de bases de datos para facilitar su interpretacion. Algunas de las
bases de datos que contienen esta informacién son:

e The Gene Ontology (GO): proporciona un vocabulario dinamico y controlado
para tres categorias: procesos bioldgicos, componentes celulares y funciones
moleculares (Grant et al., 2007), (Ashburner et al., 2000).



Trabajo Final de Grado | Violeta Lillo Collado

e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG): descripcion de rutas de
sefalizacién asociadas a genes y metabolitos (Kanehisa, 2000).

Para realizar la combinacion de los datos obtenidos y los procedentes de las bases de
datos utilizadas, llevamos a cabo un analisis funcional de los genes que consiste en
identificar, mediante analisis estadisticos, anotaciones funcionales (procesos biolégicos,
rutas de sefalizacion...) con las que los genes analizados estan significativamente
relacionados (SERVICIO DE BIOINFORMATICA DE NUCLEUS, 2020).

o Over-representation analysis (ORA): se trata de un enfoque empleado para
determinar si una serie de funciones bioldgicas estan sobrerrepresentando o
enriqueciendo funcionalmente a un grupo de genes especificos (Garcia, 2016).

e Gene set enrichment analysis (GSEA): este procedimiento considera todos
los genes que participan en un experimento (y no sélo los significativos como en
ORA), ordenados por alguna variable de interés, como puede ser el nivel de
expresion diferencial, el numero de mutaciones de cada gen, etc. A continuacion,
para cada funcion, los GSEA buscan grupos de genes con un patrén comun de
expresion (u otra variable bioldgica), que ademas participen en una misma
funcién biolégica. De esta forma, caracterizaremos funcionalmente la lista de
genes de partida con la informacién bioldgica de la base de datos que hayamos
seleccionado (Korotkevich et al.,2016), (Hung et al., 2011).

o Integrative and modular enrichment analysis (MEA): es la Unica clase que
emplea relaciones que puede haber entre diferentes anotaciones durante el
enriquecimiento. Puede reducir la redundancia y evitar ignorar conceptos
bioldgicos importantes (Tipney y Hunter, 2010).

1.2.4. Metaanalisis funcional

El metaanalisis es un conjunto de técnicas cuyo objetivo consiste en combinar
evidencias de diferentes estudios de una misma tematica en uno solo (Hoffman, 2015).

Los objetivos especificos del metaanalisis son:

Aumentar el poder estadistico.

Tratar la controversia cuando los estudios individuales no estan de acuerdo.
Mejorar las estimaciones del tamafio del efecto.

Responder nuevas preguntas no planteadas previamente en estudios de
componentes.

Los resultados del metaanalisis pueden ser cualitativos y cuantitativos, permitiendo
revelar fortalezas y debilidades de otros estudios. Ademas, estos resultados
proporcionan mejores recomendaciones de tratamiento y orientan en el disefio de
posibles ensayos clinicos (Russo, 2007).

Aunque la mayoria de los métodos de metaanalisis estan centrados a nivel gendmico,
dirigir esta metodologia a nivel de funcién nos permite realizar una interpretacion de los
resultados de estudios gendmicos mas acertada, ya que los resultados de estudios
individuales pueden presentar incongruencias debido a problematicas como un reducido
tamafo muestral o la heterogeneidad en el diseio de los estudios (Garcia, 2016),
(Russo, 2007).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es la deteccién y comprension de los mecanismos
moleculares que afectan de forma diferencial a hombres y mujeres en la EP. Indicadores
clinicos y epidemioloégicos han demostrado, en ocasiones, que no se conoce bien a que
se deben estas diferencias. Caracterizando mejor estos mecanismos, podriamos ser
mas precisos en el diagndstico de la enfermedad y en la seleccidon de un tratamiento
segun el grupo de pacientes.

Para alcanzar este objetivo general, requerimos del cumplimiento de los siguientes
objetivos especificos:

1. Revisidn sistematica y seleccion de estudios transcriptomicos de la enfermedad de
Parkinson con datos de microarrays o RNA-seq en los repositorios Gene
Expression Omnibus (GEO) y ArrayExpress.

2. Analisis individual de cada estudio seleccionado, incluyendo un analisis de
expresion diferencial y un analisis de enriquecimiento funcional.

3. Metaanalisis de genes y de los resultados funcionales que permitira la deteccion de
biomarcadores especificos por sexo.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. REVISION SISTEMATICA Y SELECCION DE ESTUDIOS

Las revisiones sistematicas (RS) son investigaciones en las cuales se realiza un analisis
de estudios originales primarios. Las RS sintetizan resultados obtenidos de distintas
investigaciones de manera que se limita el error debido a la aleatoriedad. Para realizar
este proceso de seleccién, se llevan a cabo una serie de estrategias ejecutadas de
manera rigurosa y objetiva con el fin de obtener un disefio de investigacion eficiente que
permita incrementar el poder, precision, consistencia y generalizacion de los resultados
y de la estimacién. Para que esta metodologia sea Uutil, se ha de ser muy cauteloso en
la eleccion de los estudios y en la interpretacion de los resultados debido, entre otros
motivos, a la heterogeneidad de los estudios (Ferreira et al., 2011), (Manterola et al.,
2013). En este trabajo seguimos el diagrama de flujo del proceso de revision sistematica
que se muestra en la Figura 2.

Criterios de inclusidn y exclusion

En primer lugar, se llevo a cabo una busqueda exhaustiva en las bases de datos publicas
GEO y ArrayExpress, durante marzo y abril de 2020. Para ello comenzamos buscando
con la palabra clave Parkinson y a partir de los estudios obtenidos se realizé una
seleccion rigurosa de los mismos.

Dado que buscamos datos de expresidn génica, otro de los criterios establecidos para
seleccionar el tipo de tecnologia, fue la busqueda de estudios a partir de las palabras
clave expression profiling by array 'y expression profiling by high throughput sequencing.

De los estudios de expresion génica realizados mediante arrays y secuenciacion de alto
rendimiento, se excluyeron aquellos que no estudian especificamente la enfermedad de
Parkinson. También fueron excluidos aquellos que no disponian de informacion sobre
el sexo y la edad de los pacientes de los que se obtenian las muestras. Otro criterio de
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exclusion se basd en el tamano muestral: los estudios con un nimero de muestras
menor de 12, fueron excluidos de la seleccion.

Los estudios que finalmente se incluyeron en el analisis proceden de la base de datos
GEO.

Estudios identificados en
la base de datos
ArrayExpress

4 )

Trabajos excluidos

Estudios identificados

en base de datos GED

Criteric 1: Homo Sapiens
Estudios |dentrf|c:ad_n5 por Criterio 2 GSE
palabra clave Parkinson
Criterio 3: Expression profiling
array y Expression profiling by high
throughput sequencing

\- /

Namero de estudios
cribados

Trabajos excluidos

Mo centrados en la Enfermedad de
Parkinson

Nidmero de estudios
evaluados para su

elegibilidad 4 N

Trabajos excluidos

Mo contienen informacion
sobre edad y sexo

Nimero total de Estudio de las mismas
estudios para el muestras para distintos

metaandlisis analisis

p. vy

Figura 2: Flujo de informacidén del proceso de revisién sistematica. Adaptado de (Rodrigo
Ruiz, Pérez Gonzalez & Cejudo, 2017).
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3.2. METAFUN: HERRAMIENTA WEB PARA LA CARACTERIZACION
MOLECULAR DE LAS DIFERENCIAS POR SEXO

Para realizar la caracterizacion de las diferencias de sexo en la EP, hemos hecho uso
de la herramienta web MetaFun “cuyo objetivo es proporcionar un recurso bioinformatico
a la comunidad cientifica que permita una mejor comprension de los resultados
obtenidos en la integracion de diversos estudios, con técnicas de metaanalisis”
(Malmierca, 2019).

Esta herramienta realiza un metaanalisis, tomando como unidad de analisis la funcion
que lleva a cabo el gen, en lugar del propio gen. Gracias a su sencillez en la utilizacion,
esta herramienta esta al alcance de cualquier investigador sin experiencia en el campo
de la bioinformatica.

En los apartados 3.3 y 3.4 se explican los analisis desarrollados por esta herramienta

entre los que se encuentran: analisis exploratorio, analisis de expresion diferencial,
analisis de enriquecimiento funcional y metaanalisis.

3.3. ANALISIS INDIVIDUAL DE LOS ESTUDIOS
3.3.1. Procesamiento de los datos

ESTANDARIZACION NOMENCLATURA

Para evitar problemas en el metaanalisis debido a las diferencias en los disefos
experimentales de los diferentes estudios, el primer paso fue estandarizar la
nomenclatura de los datos.

Para ello se tuvieron en cuenta dos variables:

- Variable “sexo”: Clasifica a los individuos como “Hombre” o “Mujer”.

- Variable “estado”: Clasifica a los individuos como “Enfermo”, para
aquellos que sufren EP en cualquier estadio y como “Sano” para los
individuos que no sufren EP y por tanto actian como controles
experimentales.

Asi pues, generamos 4 grupos: HS (Hombre sano), HE (Hombre enfermo), MS
(Mujer sana), ME (Mujer enferma).

ESTANDARIZACION ANOTACION DE LAS SONDAS

Dado que los estudios seleccionados para el andlisis fueron realizados en
diferentes plataformas tecnoldgicas, se estandarizé la anotacién de las sondas de
los microarrays a un codigo comun, el cdédigo ENTREZID que sirve como
identificador de los genes y secuencias en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

ANALISIS EXPLORATORIO

MetaFun emplea los diagramas de cajas (boxplot), los analisis de componentes
principales (PCA) y los analisis cluster de las muestras para cada uno de los
estudios a analizar.
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En MetaFun, los analisis cluster de las muestras se utilizan complementariamente
con los de PCA. De esta manera, en caso de tener que eliminar alguna muestra
considerada anémala, es posible comparar ambos analisis para tener una mayor
seguridad de que dicha anomalia no es consecuencia del tipo de analisis utilizado.

En resumen, con este tipo de analisis se pretende comprobar la variabilidad y
agrupacion de las muestras, pudiendo detectar patrones anémalos.

3.3.2. Analisis de expresion diferencial

Con el analisis de expresion diferencial buscamos encontrar diferencias
significativas en la expresién de los genes de interés entre ambos sexos.

Con los resultados obtenidos, conoceremos qué genes estan sobreexpresados o
infraexpresados en los hombres con EP y en mujeres con EP, en comparacion con
hombres y mujeres sanos respectivamente [(ME-MS) vs (HE-HS)].

3.3.3. Analisis de enriquecimiento funcional

Una vez realizado el analisis de expresion diferencial, se lleva a cabo un analisis
de enriquecimiento funcional con GSEA. El objetivo de este tipo de analisis es
indicar cual es la funcién biolégica que hay detras de un conjunto de genes que se
han clasificado segun su expresion diferencial.

Para ello se asocia cada gen de la matriz de expresion con su término GO de
manera que puedan ser ordenados segun: procesos bioldgicos, componentes
celulares y funciones moleculares.

3.4. METAANALISIS

Una vez completado el analisis bioinformatico individual para cada estudio (expresion
diferencial y caracterizacion funcional), realizamos el metaanalisis a nivel de funcion.
Este nos permite ver diferencias significativas que, a partir de un solo conjunto de datos
no seria posible.

La herramienta MetaFun nos devuelve los resultados del metaanalisis con dos tipos de
representaciones graficas: grafico de bosque o forest plot y grafico de embudo o funnel
plot.

En el primero; se representa en el eje vertical los estudios que han formado parte del
metaanalisis y en el eje horizontal, el valor combinado de la variable de interés, Log
Odds Ratio del término representado obtenido a partir de la caracterizacion funcional,
con su intervalo de confianza. El tamafio del cuadrado negro en el centro del grafico es
proporcional a la precision de las estimaciones.

En el segundo; se enfrenta el valor cuantitativo de la variable de interés con su error
estandar, de manera que, una vez obtenido el grafico con los estudios representados,
aquellos que aparezcan alejados del 0 en el eje horizontal seran estudios poco precisos.
En cuanto al eje vertical, aquellos que estén cercanos al 0, tendran en un error estandar
menor. La variable de interés representada en el eje horizontal es la misma que la
representada en el forest plot. Para los estudios que se encuentran fuera de la region
de confianza delimitada, deberia ser revisada su inclusion en el metaanalisis.

10
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4. RESULTADOS

Para la obtencién de los resultados del analisis individual de los estudios y del
metaanalisis, hemos hecho uso de la herramienta web MetaFun (Malmierca, 2020).

4.1 REVISION SISTEMATICA Y SELECCION DE ESTUDIOS

Tras aplicar los criterios de seleccion (palabra clave "Parkinson" y tecnologias:
microarrays o secuenciacién de alto rendimiento) en GEO, nos quedamos con un total
de 31 estudios candidatos para incluir en el metaanalisis.

Tras estudiar mas a fondo estos 31 estudios, excluimos 17 por no centrarse realmente
en la EP y 10 por no contener informacién sobre la edad y el sexo de las muestras o por
emplear las mismas muestras para realizar diversos estudios, tal y como se muestra en
la Figura 3.

Asi pues, finalmente 4 estudios fueron seleccionados para el metaanalisis (Tabla 1).

Estudios identificados en
la base de datos

Estudios identificados

en base de datos GEQ
ArrayExpress

4 Trabajos excluidos: 109 N

Criterio 1: Homo Sapiens

Estudios identificados por Excluidos: 24
palabra clave Parkinson: Criterio 2: G5E
140 Excluidos: 70

Criterio 3: Expression profiling
array y Expression profiling by high
throughput sequencing

\_ Excluidos: 15 Y,

Namero de estudios
cribados: 31 -

Trabajos excluidos: 17

Mo centrados en la Enfermedad de
Parkinson

Niamero de estudios
evaluados para su

elegibilidad: 14 4 N

Trabajos excluidos: 10

Mo contienen informacion
sobre edad y sexo

Nuamero total de Estudio de las mismas
estudios para el muestras para distintos
metaanalisis: 4 analisis

M "y

Figura 3: Diagrama de flujo de la revision sistemética realizada en este trabajo.
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Estudio Plataforma Tejido
GPL24676 Musculo esquelético.
GSE128177 lllumina NovaSeq 6000 (Homo Sapiens) Musculo vasto lateral
Region cerebral: Sustancia
GPLI6 negra completa del cerebro
GSE20292 Affymetrix Human Genome U133A Array 9 P
postmortem

Linfocitos B de sangre

GPL570 s
GSE20153 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array SEMIATNES) R

con EBV
GSE7621 GPL570 Sustancia negra humana
Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array postmortem

Tabla 1: Estudios finalmente seleccionados tras la revision sistematica. Descripcion de la
plataforma tecnolégica y el tejido empleado en cada estudio.

4.2 ANALISIS INDIVIDUAL DE LOS ESTUDIOS
4.2.1. Procesamiento de los datos

Con los datos de cada estudio descargados y estandarizada la nomenclatura, se
describié el numero de pacientes clasificados segun el sexo en cada estudio, como
se puede observar en la Figura 4. La evaluacion de la normalizacion de los valores
de expresion se realizé mediante diagramas de cajas (Figuras 5,8,11 y 14).

Hombre

m Parkinson
o
-
s m Control
Hombre
Mujer
Hombre
Mujer
0 5 10 15 20

Namero de individuos

Figura 4: Numero de individuos en cada estudio. Distribuidos segtn sexo y estado.
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GSE7621

En este estudio se utilizo tejido de sustancia negra del cerebro postmortem de individuos
que sufrian EP y de individuos sanos. El objetivo era conocer el programa de expresion
génica que predispone a la EP (Lesnick et al., 2007).

En la Tabla 2 se muestran los individuos que han participado en el estudio. Estan
clasificados segun el sexo y si padecen o no la enfermedad de Parkinson.

Mujer | Hombre | Total

Parkinson 3 13 16
Control 5 4 9
Total 8 17 25

Tabla 2: Individuos incluidos en el estudio GSE7621. Clasificados por sexo y estado.

Los analisis exploratorios de PCA y Clustering, no mostraron agrupamiento de las
muestras (Figuras 6 y 7).

GSE20153

En este estudio se realizé6 un andlisis del transcriptoma de todo el genoma de los
cambios de expresion en lineas celulares transformadas por el virus de Epstein-Barr
(EBV) del depésito de células Coriell (Coriell Institute for Medical Research) en sujetos
Parkinson y Control (Zheng et al., 2010).

En la Tabla 3 se muestran los individuos que han participado en el estudio. Estan
clasificados segun el sexo y si padecen o no la enfermedad de Parkinson.

Mujer | Hombre | Total

Parkinson 4 4 8
Control 4 4 8
Total 8 8 16

Tabla 3: Individuos incluidos en el estudio GSE20153. Clasificados por sexo y estado.

Los analisis exploratorios de PCA y Clustering, no mostraron agrupamiento de las
muestras (Figuras 9y 10).

13
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GSE20292

En el trabajo llevado a cabo por Zhang et al. en 2005 se realizaron perfiles de expresion
geénica y analisis funcionales de grupos de genes de tres regiones cerebrales distintas
(sustancia negra, putamen y area 9) en tejido postmortem de individuos que sufrian EP
y de individuos control. En este trabajo hemos incluido unicamente los datos obtenidos
de la sustancia negra para evitar asi la sobrepresencia de los individuos de este estudio
en el metaandlisis.

En la Tabla 4 se muestran los individuos que han participado en el estudio. Estan
clasificados segun el sexo y si padecen o no la enfermedad de Parkinson.

Mujer | Hombre | Total

Parkinson 5 6 11
Control 5 13 18
Total 10 19 29

Tabla 4: Individuos incluidos en el estudio GSE20292. Clasificados por sexo y estado.

Los analisis exploratorios de PCA y Clustering, no mostraron agrupamiento de las
muestras (Figuras 12y 13).

GSE128177

En estudios anteriores, se observd que un deterioro en la integridad de la union
neuromuscular podria estar asociada con una activacion excesiva de la unidad motora.
Asi pues, en este estudio, el objetivo fue probar la hipdtesis de que esta activaciéon
excesiva, se asociaria a distintas redes de expresion génica. Para ello se generaron
datos de RNA-seq del transcriptoma de musculo esquelético de pacientes sanos y con
EP (Lavin et al., 2020).

En la Tabla 5 se muestran los individuos que han participado en el estudio. Estan
clasificados segun el sexo y si padecen o no la enfermedad de Parkinson. En este
estudio hemos prescindido de las muestras de individuos sanos jovenes ya que este
grupo no se tiene en cuenta en ninguno de los otros estudios que hemos empleado para
el metaandlisis.

Mujer | Hombre | Total

Parkinson 3 9 12
Control 6 9 15
Total 9 18 27

Tabla 5: Individuos incluidos en el estudio GSE128177. Clasificados por sexo y estado.

El analisis exploratorio de PCA mostré agrupamiento de las muestras en los grupos
experimentales (Figura 15), pero el analisis cluster no (Figura 16).

14
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La gran heterogeneidad que observamos en los graficos de PCA (Figuras 6,9,12 y 15)
y Clustering (Figuras 7,10,13 y 16) son de esperar ya que las muestras se han tomado
en estadios distintos de la enfermedad. Ademas, como esta indicado en la Tabla 1, el
estudio GSE128177 recoge muestras de dos tejidos distintos, o que incrementa aun
mas esta heterogeneidad.

Observando la variabilidad de las muestras en los diagramas de cajas o boxplot (Figuras
5,8,11 y 14) vemos que el numero de hombres y mujeres esta desbalanceado en todos
los estudios, a excepcion del GSE20153.

En general, la dispersion de los datos de expresién es similar cuando comparamos
muestras de un mismo estudio. Lo mismo podemos decir acerca de la mediana que esta
representada por la linea que cruza la caja y de los valores maximos y minimos que
estan representados por los bigotes.

GSE7621

Box Plot by Samples
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Control Female
Case Male
Control Male

ey
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L ]

MO0 N0ANAO0N0D 0006606
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T ETETTXTETITETETEIIETIETEZ IR ETITET R
00 0O 00 0D OO OO0 OO OO GO 00 0D 00 00 00 OO 0O 00 OO 00 00 0D 00 00 Co oo
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W W W W W W W W W W oW W oW W W W W W W W W W W W W
Lo o T o o e e N e [ I 5 o T o o o D (O I 0 'y ¥ 0 BT |
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Figura 5: Diagrama de cajas en el que estan representados los valores normalizados
de las muestras empleadas en el estudio GSE7621, coloreadas segun sexo y estado.
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Figura 6: Andlisis de componentes principales (PCA) de las muestras del estudio
GSE7621.

Sample Clustering
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Figura 7: Clustering de las muestras del estudio GSE7621. Cada grupo experimental
aparece representado de un color.
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GSE20153
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Figura 8: Diagrama de cajas en el que estan representados los valores normalizados
de las muestras empleadas en el estudio GSE20153, coloreadas segun sexo y

estado.
PCA Plot
50 . ® Case Female
@ Control Female
‘ ® ® ® Case Male
0 & a® [ ] ® ® Control Male
L™ [ ] - ™
™
2 =g
—100
L
—-150
—-50 0 50
PC1

Figura 9: Analisis de componentes principales (PCA) de las muestras del estudio
GSE20153.
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Figura 10: Clustering de las muestras del estudio GSE20153. Cada grupo
experimental aparece representado de un color.
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Figura 11: Diagrama de cajas en el que estan representados los valores
normalizados de las muestras empleadas en el estudio GSE20292, coloreadas segun
sexo y estado.
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Figura 12: Analisis de componentes principales (PCA) de las muestras del estudio

GSE20292.
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Figura 13: Clustering de las muestras del estudio GSE20292. Cada grupo

experimental aparece representado de un color.
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GSE128177
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Figura 14: Diagrama de cajas en el que estan representados los valores
normalizados de las muestras empleadas en el estudio GSE128177, coloreadas
segln sexo y estado.
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Figura 15: Anédlisis de componentes principales (PCA) de las muestras del estudio

GSE128177.
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Sample Clustaring
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Figura 16: Clustering de las muestras del estudio GSE128177. Cada grupo
experimental aparece representado de un color.

4.2.2. Andlisis de expresion diferencial

MetaFun nos proporciona una tabla resumen con el numero total de genes
diferencialmente expresados en cada uno de los estudios, distinguiendo entre genes
sobreexpresados en mujeres (sig.UP) y en hombres (sig.DOWN). En los estudios
evaluados no se detectan genes cuya diferencia de expresion sea estadisticamente
significativa entre hombres y mujeres cuando comparamos los grupos de enfermos
frente a los sanos: (ME-MS) vs. (HE-HS) (Tabla 6).

Differential Expression Summa

Study Name Total.genes sig.Total sig.UP sig.DOWN
gse7621 20930 0 1] 0
gse20153 20974 0 0 0
gse20292 12993 [¢] 0 0
gse128177 14369 0] 1] 0

Tabla 6: Nimero de genes cuya diferencia de expresioén es significativa. Estan clasificados
en sig.Up y sig.Down seglin si se encuentran sobrerrepresentados en mujeres o en hombres
respectivamente. Tabla proporcionada por MetaFun.
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Ademas de esta tabla resumen, MetaFun proporciona para cada uno de los estudios
una tabla con el identificador y nombre de los genes de los 50 mejores resultados
obtenidos. En ella se incluyen parametros que nos permiten saber cuales de estos
genes estan sobreexpresados en cada uno de los sexos y si dicha diferencia de
expresion es significativa (Tabla 7).

Entrez ID Gene Name logFC P value Adjusted P value
7004 TEA domain transcription factor 4 -2.662 2,0974e-5 24771e-1
3958 galectin 3 -2.744 3.4574e-5 24771e-1

101929645 uncharacterized LOC101929645 -5.980 4.0704e-5 24771e-1
59351 prostate and breast cancer overexpressed 1 =271 4.9662e-5 24771e-1
51029 dasumoylating isopeptidase 2 -1.958 6.2823e-5 24771e-1

152189 CKLF like MARVEL transmembrane domain containing & -4.068 7.0b664e-5 24771e-1
84688 chromosome 9 open reading frame 24 1.500 9.5394e-5 24771e-1
4620 myosin heavy chain 2 -3.689 9.7427e-5 24771e-1
25816 TNF alpha induced protein & -2.141 1.0652e-4 24771e-1

100101266 hepatitis A virus cellular receptor 1 pseudogene 1 -3.909 1.3364e-4 2.5888e-1

Tabla 7: Resultados de expresion diferencial del estudio GSE7621. Representacion parcial
de la tabla proporcionada por MetaFun. logFC (logaritmo del Fold Change), nos indica cuanto
cambia la expresion cuando comparamos (ME-MS) vs. (HE-HS), P value y Adjusted P value
(respectivamente, valor de p y valor de p ajustado que nos informan del nivel de significacion
de cada gen).

4.2.3. Analisis de enriquecimiento

De la misma manera que en el analisis de expresion diferencial, MetaFun nos
proporciona una tabla resumen del numero total de funciones con mayor
sobrerrepresentacion en cada uno de los estudios. En esta tabla también se indica el
numero total de funciones significativas, distinguiendo entre las que estan mas activas
diferencialmente en mujeres (sig.UP) y las que estan mas activas en hombres
(sig.DOWN) (Tabla 8).
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Functional Profiling Summa

Study Name Total.functions sig.UP sig.DOWN sig.Total
gse7621 8294 600 735 5340
gse20153 8298 28 366 4399
gse20292 7779 698 916 4678
gsel28177 7578 113 454 3910

Tabla 8: NUmero de funciones cuya diferencia de expresion es significativa. Estan
clasificadas en sig.Up y sig.Down segun si se encuentran sobrerrepresentados en mujeres o en
hombres respectivamente. Tabla proporcionada por MetaFun.

Ademas de esta tabla resumen, MetaFun proporciona para cada uno de los estudios
una tabla con el identificador y nombre de las funciones de los 50 mejores resultados
obtenidos. En ella se incluyen parametros que nos permiten saber cuales de estas
funciones estan sobreexpresadas en cada uno de los sexos y si dicha diferencia de
expresion es significativa. Ademas, la columna correspondiente a la variable N nos
indica el numero de genes que participan en cada funcién (Tabla 9).

GO 1D GO Term LOR P value Adjusted P value N
GC:0006119  oxidative phosphonyation 0722 3.6343e-17 2.3034e-13 133
300009123 nucleoside monophosphate metabolic process 0427 2279215 7.2220e-12 356
GC:0009167  ribenucleoside monophosphate metabolic process 0433 5.7225e-15 1.2090e-11 337

500045333  cellular respiration 0.374  1.2448e-14 1.9724e-11 183
50:0009126  purine nucleoside monophosphate metabolic process 0426 4.1105e-14 3.2973e-11 325
GOi0009167T  purine ribonuclesside monophasphate metabalic process 0427 4.038Be-14 3.2973e-11 324
30:0022900  electron transport chain 0.574  4.16719e-14 3.2073e-11 175
GO:0022904  respiratory electron transport chain 0715  3.8094e-14 3.2073e-1 108
GC:00091471  nucleoside triphosphate metabolic process 0410 7.6065e-14 5.3567e-11 344
30:0009144  punne nucleoside tnphosphate metabolic process 0418 1.4376e-13 8.1117e-11 323

Tabla 9: Resultados del andlisis de enriquecimiento funcional del estudio GSE7621 para
la categoria “Procesos biolégicos” de GO. GO ID (identificador del término de la Gene
Ontology), LOR (logaritmo del Odds Ratio), P value y Adjusted P value (respectivamente, valor
de p y valor de p ajustado que nos informan del nivel de significaciéon de cada funcién), N:
numero de genes que participan en cada funcion. Representacion parcial de la tabla
proporcionada por MetaFun.
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4.3 METAANALISIS

En este ultimo apartado, MetaFun proporciona una tabla con las funciones obtenidas
como resultado final a nivel de funcion tras realizar el metaanalisis (Tabla 10). En ella
para cada una de las funciones se aportan los graficos de bosque y embudo (Figuras
17 a 20) que nos permiten saber la relevancia de cada estudio en el metaanalisis.

En el grafico de bosque para el término GO:0022904 (Figura 17), dado que el area del
cuadrado negro es proporcional a la contribucién del estudio en el resultado global,
podemos ver que el estudio GSE7621 participa mas que el GSE20292 Pero los dos
estudios que aparecen representados en este diagrama son estadisticamente
significativos para este término GO, ya que sus intervalos de confianza no cruzan el
valor nulo de la variable de resultados.

En el grafico de bosque para el término GO:0002250 (Figura 19), observamos que el
cuadrado negro del estudio GSE7621 es el que tiene mayor area, de manera que al
igual que en el caso anterior, es el que mas contribuye al resultado global de este
término. Dado que en ninguno de los estudios que participan en este término GO los
intervalos de confianza cruzan el valor nulo, todos ellos son estadisticamente
significativos.

En cuanto a los diagramas de embudo de los términos G0:0022904 (Figura 18) y
G0:0002250 (Figura 20), vemos que los estudios que han contribuido a dichos términos
no se encuentran muy cercanos al 0. Es por ello por lo que no podemos considerarlos
estudios de gran precision.

Meta-Analysis Results

GO Term Name Summary LOR
GCR000M525  angiogenesis -0.339 (5)
G0002250  adaptive immune response -0.355 (5)
GO:0002694  regulation of leukocyte activation -0.277 (&)
GC0006119  oxidative phosphorylation 0.833 (%)
GO:0006520  cellular amino acid metabolic process 0.389 (%)
GCe0009123  nucleoside monophosphate metabolic process 0.494 (E]
GO:0009126  purine nucleoside monophosphate metabolic process 0.504 ()
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nucleoside triphosphate metabolic process

purine nucleoside triphosphate metabolic process

ribonucleoside monophosphate metabolic process

purine ribonucleoside monophosphate metabolic process

ribonuclecside triphosphate metabeolic process

purine ribonucleoside triphosphate metabolic process

MADH dehydrogenase complex assembly

electron transport chain

respiratory electron transport chain

myeloid cell differentiation

positive regulation of cell migration

mitachandrial respiratory chain complex | assembly

mitochondrial respiratory chain complex assembly

0.484 (2)

0.485 (2)

0.513 (2)

0.505 (2)

0.491 (2)

0.489 (2)

0.858 (2)

0.604 (2)

0.827 (2)

-0.310 ()

-0.285 ()

0.858 (2)

0.816 (2)

Tabla 10: Resultados del metaanalisis. GO Term (identificador del término de la Gene
Ontology), Name (funcién a la que hace referencia el GO Term), LOR (logaritmo del Odds
Ratio), el signo positivo y negativo nos indican si la funcién esta sobrerrepresentada en mujeres
0 en hombres respectivamente. Tabla proporcionada por MetaFun
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G0:0022904
0se20292 0.95[0.74, 1.16)
gse7621 = 0.72[0.53, 0.90]
Summary — 0.83[0.60, 1.06]

Figura 17: Gréfico de bosque para el término GO:0022904 (Respiratory electron transport

Figura 18:
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Gréafico de embudo para el término GO:0022904 (Respiratory electron
transport chain).
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G0:0002250
gse128177 -0.30[-0.42, -0.19)
gse20292 -0.40 [-0.51, -0.3f]
gse7621 = -0.35[-0.44, -0.25]
Summary e -0.35[-0.41,-0.2§)

Figura 19: Gréfico de bosque para el término GO:0002250 (Adaptative immune system).

G0:0002250

-0.01

E

o
o
=t

0.02

Standard Error (SE)

0.06 © s
-06 -0.5 -04 -0.3 -0.2

Log Odd Ratio (LOR)

Figura 20: Gréafico de embudo para el término GO:0002250 (Adaptative immune system).
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4.4 DISCUSION

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo cuya prevalencia e
incidencia ha aumentado considerablemente en los ultimos afos. A pesar de que la
causa de la EP sigue siendo desconocida y a dia de hoy no existe un tratamiento que
frene el dafo neurodegenerativo, se sabe que existen diferencias en el desarrollo de la
enfermedad en hombres y mujeres. Algunas de estas diferencias se asocian a la
presencia de estrogenos en mujeres. Estas hormonas parecen proteger a las mujeres,
de manera que los sintomas motores son mas leves que en los hombres.

A pesar de que estas diferencias son conocidas en la comunidad cientifica, se siguen
realizando muchos estudios que no incluyen la informacién del sexo o que simplemente
incluyen en él individuos del sexo masculino. Debido a esta falta de informacién junto
con la falta de estandarizacion de los datos disponibles, la dificultad para reutilizar y
reanalizar los datos es mayor.

Asi pues, aunque existe una gran cantidad de estudios que podrian haberse utilizado
para realizar el metaanalisis, la mayoria de ellos fueron descartados debido a la falta de
dicha informacion.

Pese al numero reducido de estudios disponibles y la gran heterogeneidad de estos
(incluyendo los diferentes tipos de muestra bioldgicas utilizadas), se aplicaron las
técnicas de metaanalisis para la caracterizacion las diferencias del sexo en esta
enfermedad. Con la potencia de este método es posible detectar diferencias
significativas que, a partir de un solo conjunto de datos no habria sido posible.

Como hemos podido observar, en algunos estudios, no obtenemos resultados
significativos en el andlisis de la expresién diferencial, sin embargo, con la propuesta
que presentamos mediante el metaanalisis de los analisis de enriquecimiento funcional
de los estudios, es posible conocer qué funciones estan caracterizando el conjunto de
los estudios.

Analizando los resultados del metaanalisis funcional a nivel de términos GO, hemos sido
capaces de detectar, a grandes rasgos, un enriquecimiento de funciones relacionadas
con la respiracion celular en mujeres y un enriquecimiento de funciones relacionadas
con el sistema inmune y la angiogénesis en hombres.

Los términos GO:0006119, G0O:0022900, GO:0022904, GO:0032981 y G0O:0033108
hacen referencia a la fosforilacion oxidativa, cadena de transporte de electrones y
complejo de la cadena respiratoria mitocondrial. Estos estan sobrerrepresentados en
mujeres y se sabe que el metabolismo energético dependiente de las mitocondrias y la
produccién de ATP esta notablemente alterado en los individuos con EP. También se
ha encontrado dafio oxidativo de acidos nucleicos en pacientes con EP, asi como
acumulacion de 8-oxoguanina en el ADN mitocondrial en pacientes con EP. Esto sugiere
que estas lesiones pueden causar la pérdida de neuronas dopaminérgicas. Es probable
que los acidos nucleicos sean un factor de riesgo para la EP, por lo que comprendiendo
bien estos mecanismos se podrian desarrollar nuevas estrategias para proteger el
cerebro contra el estrés oxidativo (Nakabeppu et al., 2007).

También se han encontrado sobrerrepresentados en mujeres otros términos GO como
G0:0009123, GO:0009126 y GO:0009144 que hacen referencia a procesos metabdlicos
de nucledsidos, principalmente aquellos con derivados de purinas en su estructura. Esto
es interesante dado que Garcia-Esparcia et al. (2015) ya indicaron, después de analizar
la expresion de ARNm de genes involucrados en el metabolismo de las purinas en
diferentes regiones del cerebro, que algunos de los genes estudiados se encontraban
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down-regulated en individuos con EP en comparacion con los controles. Pero en este
estudio no se demostro correlacion entre la expresion génica y el sexo.

En los ultimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios sobre como el
metabolismo de los nucledsidos esta involucrado en la actividad cerebral normal y como
su disfuncionalidad esta implicada en muchos trastornos neurodegenerativos como es
la enfermedad de Parkinson (Boison, 2011).

Por otro lado, los términos G0:0002250, GO:0002694 y G0O:0030099 son términos
relacionados con el sistema inmune que se encuentran sobreexpresados en hombres.
La alteracion de algunas funciones del sistema inmune ya se habia relacionado con la
enfermedad de Parkinson en trabajos anteriores.

Nissen et al., (2019) realizaron un estudio cuyo objetivo era investigar los cambios que
se producian en las células inmunes periféricas debido a la EP. A lo largo del trabajo
observaron algunas diferencias de sexo a pesar de la distribucion equitativa de la
cohorte y de la ausencia de diferencias clinicas de sexo significativas. La frecuencia de
las células CD14 + / HLA-DR + fue mayor en los pacientes con EP masculinos que en
los femeninos. El porcentaje de la nueva poblacion CD14 + / HLA-DR- en cultivo fue
especialmente mayor en pacientes femeninos con EP. Estas observaciones podrian
relacionarse con las disparidades en el sistema inmunitario. Mientras que los
macrofagos en las mujeres son altamente fagociticos y presentadores de antigenos mas
eficientes, los macréfagos en los hombres tienen una mayor producciéon de citocinas
proinflamatorias y expresion de TLR4. Esto podria ser relevante, dado que se sugiere
una activacion sostenida de TLR4 por a-syn para promover la enfermedad.

Garretti et al., (2019) comentan resultados similares a los mencionados anteriormente.
Su revisién sostiene que los niveles aumentados de las citocinas proinflamatorias se
consideran indicativos de un sistema inmune que responde al dafio tisular y/o moléculas
extrafas. Sus niveles se correlacionan con la etapa clinica de la EP, destacando un
papel para la inflamacion periférica en su progresién. También defienden que los ratones
nulos en el complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II) son resistentes
a la muerte neuronal causada por la intoxicacion con MPTP (profarmaco que causa
sintomas permanentes de la enfermedad de Parkinson al destruir las neuronas
dopaminérgicas en la sustancia negra del cerebro) y sus microglias no liberan citocinas
proinflamatorias en contraste con los animales salvajes.

Todo esto es debido a la presencia de células T en el cerebro, que diversos estudios
indican que pueden ser de naturaleza autorreactiva. Estas células pueden generar una
respuesta autoinmune a la proteina a-sinucleina.

Otro resultado interesante que nos ofrece MetaFun es que la angiogénesis
(G0:0001525) es una funcién que se encuentra sobreexpresada en hombres. Janelidze
et al., (2015) ya demostraron que los factores angiogénicos estaban up-regulated en el
liquido cefalorraquideo (LCR) de individuos con EP. Con este trabajo, pudieron asociar
la activacion angiogénica con dificultades al andar y con disfunciones en la barrera
hematoencefalica, lesiones en la sustancia blanca, micro hemorragias cerebrales,
neuroinflamacion y degeneracién axonal en pacientes con EP, cosa que no ocurria en
los individuos control.

Este metaanalisis también ha detectado algunas funciones significativas como

GO:0030335 a lo largo de los estudios evaluados, que hasta el momento no han sido
descritos en otros trabajos de la enfermedad de Parkinson. Esta funcion concreta esta
sobrerrepresentada en hombres y hace referencia a la regulacion positiva de la
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migracion celular. Su revisién puede proporcionar nuevas preguntas de investigacion
para ser abordadas y contestadas en otros trabajos sobre esta enfermedad.

5. CONCLUSIONES

1. El metaanalisis es un método robusto que nos permite combinar datos obtenidos
de distintos estudios a partir de una revision sistematica exhaustiva.

2. Se ha detectado sobrerrepresentacion de funciones relacionadas con la
respiracion celular en mujeres. Estas alteraciones se han asociado con la EP en
estudios anteriores.

3. En los hombres se ha detectado sobrerrepresentacién del proceso de
angiogénesis, asi como una mayor expresion de términos vinculados a la
respuesta inmunitaria.

4. MetaFun ha confirmado ser una herramienta web Uutil, accesible y facil de
emplear para la realizacion de metaanalisis de datos Omicos para la
caracterizacion de las diferencias de sexo.

5. Larealizacidn de esta estrategia in silico permite detectar diferencias debidas al

sexo, abriendo nuevas perspectivas que permitan mejorar las opciones de
tratamiento con una futura medicina personalizada y de precision.
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