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CARACTERIZACION DE LAS DIFERENCIAS DE SEXO EN LAS ENFERMEDADES
CEREBROVASCULARES MEDIANTE EL METAANALISIS DE ESTUDIOS
TRANSCRIPTOMICOS.

Resumen

Los accidentes cerebrovasculares son la consecuencia de la interrupciéon del suministro del flujo
sanguineo a una parte del cerebro, desencadenando una hipoxia cerebral y, por consiguiente, la
muerte neuronal. Segtiin la naturaleza del accidente, se pueden distinguir dos tipos principales:
accidente cerebrovascular isquémico y accidente cerebrovascular hemorrdgico. Se trata de una de
las enfermedades con mayores indices de mortalidad y morbilidad a nivel mundial.

Esta enfermedad presenta diferencias de prevalencia e incidencia entre mujeres y hombres, siendo
la primera causa de muerte para las mujeres a nivel nacional. Esta divergencia en las cifras
epidemioldgicas es la consecuencia de diferencias en los mecanismos moleculares, cuyo andlisis
permitiria un mejor diagndstico y tratamiento de los accidentes. Desafortunadamente, en la
mayoria de los estudios biomédicos sobre esta patologia, no se tiene en cuenta el sexo como factor

clave en la investigacion.

La elucidacién de los mecanismos moleculares responsables de las diferencias existentes entre
sexos permite hallar nuevos biomarcadores que mejoran la precision y la eficacia en el tratamiento

de la enfermedad, el diagnostico y el prondstico clinicos.

Con el fin de cumplir este objetivo, se ha llevado a cabo un metaanalisis con datos provenientes
de estudios transcriptomicos seleccionados a partir de una revision bibliografica sistemética. Con
este abordaje se identificaron funciones especificas en mujeres, relacionadas con la integridad del
ribosoma y la mitocondria, y la fosforilacion oxidativa; en el caso de los hombres, se encontraron
funciones especificas vinculadas a la homeostasis de la barrera hematoencefélica, la respuesta
inmune y la guia axonal. No obstante, se requiere de un mayor numero de estudios para
profundizar en estos hallazgos, ademés de implementar el sexo como factor clave en el disefio
experimental de nuevos trabajos, para comprender mejor las discrepancias existentes entre sexos

respecto a esta enfermedad.
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CHARACTERIZATION OF SEX DIFFERENCES IN CEREBROVASCULAR
ACCIDENTS THROUGH META-ANALYSIS OF TRANSCRIPTOMIC STUDIES.

Abstract

Strokes are the consequence of the interruption of the supply of blood flow to a part of the brain,
triggering cerebral hypoxia and, consequently, neuronal death. Depending on the nature of the
accident, two main types can be distinguished: ischemic stroke and hemorrhagic stroke. It is one
of the diseases with the highest mortality and morbidity rates worldwide.

This disease presents differences in prevalence and incidence between women and men, being the
leading cause of death for women nationwide. This divergence in epidemiological figures is the
consequence of differences in molecular mechanisms, the analysis of which would allow a better
diagnosis and treatment of accidents. Unfortunately, in most biomedical studies on this
pathology, sex is not considered as a key factor in the research.

The elucidation of the molecular mechanisms responsible for the existing differences between the
sexes allows finding new biomarkers that improve precision and efficacy in the treatment of the
disease, the diagnosis and the clinical prognosis.

In order to meet this objective, a meta-analysis has been carried out with data from
transcriptomic studies selected from a bibliographic systematic review. With this approach,
specific functions were identified in women, related to the integrity of the ribosome and
mitochondria, and oxidative phosphorylation; in the case of men, specific functions related to
blood-brain barrier homeostasis, immune response and axonal guidance were found. However, a
greater number of studies is required to delve into these findings, in addition to implementing
sex as a key factor in the experimental design of new studies, to better understand the existing
discrepancies between the sexes regarding this disease.
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1. INTRODUCCION

1.1. Contexto de la enfermedades neurodegenerativas y la implicacion del
Sexo

Desde que se descubrié la importancia de la incorporacién de la variable sexo en los estudios
clinicos y experimentales por el US National Institute of Mental Health en 2011, se ha podido
comprender de mejor forma las diferencias respecto del sexo en diversos aspectos, como la
epidemiologia o la patofisiologia, de numerosos desérdenes neurolégicos (The Lancet Neurology,
2019). Por ejemplo, se conoce que el estrégeno actiia como neuroprotector en las mujeres, que el
alelo APOE4 aumenta el riesgo de manifestar la enfermedad del Alzheimer de forma maés
pronunciada en mujeres que en hombres, o que las mujeres sufren mas accidentes
cerebrovasculares y son menos propensas a recuperarse de ellos que los hombres. Asimismo, aun
siendo examinada la variable del sexo en este tipo de estudios, las diferencias en la fisiologia y
las interacciones sociales en hombres y en mujeres (entre otras variables) son raramente
estudiadas y sometidas a escrutinio (Attarian et al, 2015; Tierney et al., 2017).

Es muy importante conocer la diferencia entre el sexo y el género a la hora de llevar a cabo
estudios clinicos y experimentales, especialmente aquellos relacionados con las enfermedades
neurodegenerativas. El sexo hace referencia a las diferencias biologicas y fisioloégicas entre
hombres y mujeres, donde se incluyen los cromosomas, las hormonas y la anatomia, entre otros.
Por otro lado, el género esta relacionado con los roles sociales o culturales y las caracteristicas
empleadas para describir masculinidad o feminidad en una sociedad concreta (Zagni et al., 2016;
Tierney et al., 2017). Si se emplea la enfermedad de Parkinson como ejemplo, se observa que, de
forma generalizada, los hombres presentan mayores indices de prevalencia e incidencia de la
enfermedad (diferencia en el sexo) y que estdn expuestos a un mayor riesgo, puesto que es mas
comun que se encuentren expuestos a agentes toxicos relacionados con el entorno en el que
trabajan (diferencia en el género) (Ritz et al, 2014).

1.2. Accidente cerebrovascular

El accidente cerebrovascular (ACV), también conocido como ictus, derrame o infarto cerebrales,
es una enfermedad en la cual se produce una reduccién o interrupcién del suministro de sangre a
una parte del cerebro, por lo que dicha parte no recibe nutrientes ni oxigeno (hipoxia) y, por
consiguiente, se produce la muerte celular (MAYO CLINIC, 2021).

1.2.1. Etiologia

Segiin el fenémeno que se produzca, se pueden describir dos causas principales que conducen a
un ACV. La primera causa es que una arteria que suministra sangre al cerebro quede bloqueada,
por lo que se considera un accidente cerebrovascular isquémico. La segunda causa es que se
produzca una ruptura o filtracién de algtin vaso sanguineo, por lo que se estaria ante un accidente

cerebrovascular hemorragico (Figura 1). Al margen de lo expuesto, existen casos donde el
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suministro sanguineo inicamente se interrumpe de forma temporal, considerandose asi un ataque
isquémico transitorio (AIT), siendo sus sintomas poco duraderos (MAYO CLINIC, 2021).

Accidente cerebrovascular isquémico

Se trata de la manifestacién mds comin del ACV, siendo alrededor del 71% de todos los ictus
que se producen a nivel mundial (CamPBell et al, 2019). La mayoria de las isquemias son de
origen tromboembdlico, siendo las principales causas de origen arterial, asi como la aterosclerosis,

o de origen cardiaco, como por ejemplo la fibrilacién auricular.

Causas arteriales de un ACYV isquémico.
Es el tipo de ACV isquémico mas frecuente en hombres.

- Aterosclerosis. Una embolia en la vasculatura cerebral es bastante comin en los ictus
isquémicos. Dicho fenémeno puede estar causado por la exposicién de la parte lipidica de
las placas aterosclerdticas al torrente sanguineo a partir de la inflamacion de la capa
fibrosa de dichas placas.

- Enfermedad cerebrovascular de vaso pequefo. Esta condicién afecta a las arterias y
arteriolas mas pequenas del cerebro.

Causas cardiacas de un ACV isquémico.
Es la variante del ACV isquémico més frecuente en mujeres debido a una menor exposicién a
factores de riesgo, como el tabaquismo o el consumo de alcohol.
- Fibrilacién auricular. La fibrilacién auricular permite que la sangre se estanque,
particularmente en el apéndice auricular izquierdo, lo cual puede provocar una trombosis
y posterior embolia a la circulacion cerebral isquémica. La prevalencia de este tipo de
causas cardiacas del ACV aumenta proporcionalmente respecto de la esperanza de vida
v la obesidad, aunque también se deben tener en cuenta otras variables decisivas como la
hipertension crénica, enfermedad valvular, diabetes mellitus, hipertiroidismo, consumo
enodlico o apnea obstructiva del suefio.
- Endocarditis infectiva. Una infeccion bacteriana puede producir una embolia séptica en
el cerebro a partir de la acumulacién de dichos microorganismos en las vias sanguineas,

obstruyendo asi el suministro de sangre al cerebro.
Accidente cerebrovascular hemorragico

Es otra variante del ACV donde se produce una hemorragia en el cerebro a causa de la ruptura
de un vaso sanguineo. Este tipo de ictus estd asociado a una morbilidad severa y mortalidad
elevada. Es de gran importancia un diagnéstico y tratamiento tempranos a fin de reducir la

expansién de la hemorragia.
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Figura 1. Ilustraciones de las dos manifestaciones mas comunes del accidente cerebrovascular. A la
izquierda se representa el ictus isquémico, mientras que a la derecha se encuentra el ictus hemorragico
(American Heart Association, 2021).

Entre las causas del ACV hemorragico se encuentra la hipertension como la mas comun. Una
hipertension prolongada produce la destrucciéon de la lamina eldstica y la fragmentacién de los
musculos lisos de las arterias. Los sitios comunes de origen de la hemorragia intracerebral
inducida por hipertensién son las pequefias arterias penetrantes que se originan en las arterias

basilares o en las arterias cerebrales anterior, media o posterior (MAYO CLINIC, 2021).

1.2.2. Epidemiologia

El ACV es la tercera causa de muerte mas comtn a nivel mundial y la primera causa de
discapacidad permanente en los adultos. La incidencia de dicha enfermedad es de 258 por cada
100.000 habitantes al afio. La incidencia fue disminuyendo desde la década de los 70 hasta los
ultimos anos en los paises de elevada renta. Sin embargo, la reducciéon del riesgo vital no ha

disminuido de forma paralela a la incidencia, siendo més frecuente en hombres que en mujeres.

Si se centra el foco en el ACV isquémico, se observa que, en 2017, 2,7 millones de personas
fallecieron a causa de este ictus. Tanto la incidencia como la prevalencia y las tasas de mortalidad
mundiales han descendido desde 1990 a 2013 gracias a la mejora de la prevencién secundaria y
de la evolucién de la deteccién del accidente en tiempos cortos. No obstante, estos indices s6lo se
han visto reducidos en paises con renta alta, mientras que no se han registrado diferencias
significativas en paises de rentas media y baja, posiblemente debido a diferencias en la esperanza
de vida o los estandares de salud, entre otros factores (Figura 2) (CamPBell et al, 2019).
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Figura 2. Epidemiologia de ictus isquémico. Mapa ilustrativo de la distribucion de la incidencia del ictus
isquémico a partir de los datos de Global Burden of Disease de 2017.

Segun los estudios demogréficos, las mujeres tienen menor riesgo de sufrir un ACV cuando la
comparacién se basa en la edad. No obstante, dicho riesgo aumenta significativamente a partir
de los 85 afios. De hecho, la tasa de letalidad en las mujeres es 1,25 veces mayor comparada con
la de los hombres (Carcel et al, 2020).

En Espana, la prevalencia estimada de ictus en el ano 2006 fue del 6,4% en poblacién de 70 anos
o més, con diferencias significativas en funcién del sexo (7,3% en hombres y 5,6% en mujeres) y
del territorio (8,7% en zonas urbanas y 3,8% en rurales) (The Spanish Epidemiological Study
Group on Ageing, 2006). Ademés, tanto la incidencia como la prevalencia se incrementa en edades
avanzadas, particularmente entre las mujeres (Diaz-Guzméan et al, 2008; Diaz-Guzmén et al,
2012), presentando una incidencia de ictus en territorio nacional de 187,4 casos por cada 100.000
habitantes, lo que supone un total de 71.780 nuevos casos considerando la poblacién espafiola de
18 anos o mas (Diaz-Guzman et al, 2012) (Figura 3). Se prevé que dicha incidencia se incremente
un 35% entre 2015 y 2035 debido, en gran parte, al aumento de la esperanza de vida de la
poblacién (The Burden of Stroke in Europe, 2017).
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Figura 3. La evolucién del nimero de altas hospitalarias por ictus a nivel nacional en los tltimos anos.
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Fuente: Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social.

Asimismo, en 2017, el ictus fue la segunda causa de muerte global, la tercera en hombres y la
primera en mujeres, segun el Instituto Nacional de Estadistica (INE). Teniendo en cuenta el
ntmero de altas hospitalarias por ictus producidas en Espania en 2017, se observa que el 54,6%
de las mismas correspondieron a hombres y su nimero es mayor en los grupos de edad mas
avanzada. Sin embargo, esta relacién se invierte a partir de los 75 anos, lo que refleja el perfil
epidemiolédgico del ictus indicado en la literatura: mas frecuente entre los varones, excepto en
edades mas avanzadas, debido, al menos en parte, a la mayor esperanza de vida de las mujeres
(Tabla 1) (INE, 2017).

Tabla 1. Nimero de defunciones por ictus segin sexo (filas) y tramo de edad (columnas) en 2017 (INE,

2017).
SEXOY <45 45-54 55-64 65-74 75-84 >85 TOTAL
EDAD
HOMBRES 113 371 780 1.690 3.815 4.786 11.555
MUJERES 100 207 387 1.004 4.036 9.648 15.382
TOTAL 213 578 1.167 2.694 7.851 14.434 26.937

Las diferencias epidemiolégicas entre hombres y mujeres respecto a esta enfermedad se ven
mitigadas a una avanzada edad, siendo una de las causas principales la pérdida de la capacidad

neuroprotectora de los estrégenos en mujeres posmenopausicas.

Varios estudios afirman que las mujeres sufren discapacidades en mayor medida que los hombres
después de sobrevivir a un ACV (Appelros et al, 2009; Bushnell et al, 2018). Las mujeres
experimentan mayor limitacion de la actividad, peor calidad de vida relativa a la salud, y mayores
niveles de depresién post-ictus. Asi pues, se llegd a la conclusién de que las mujeres presentan
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problemas en movilidad, autocuidado, actividades rutinarias, dolor/molestia y
ansiedad/depresién (Carcel et al., 2020).

1.2.3. Genética de la enfermedad

El ACV es una enfermedad compleja y multifactorial, causada por la combinacién de factores de
riesgo vasculares, el entorno y los factores genéticos. En este sentido, los desérdenes monogénicos
relacionados con el ictus son poco usuales, estando presentes en apenas el 1% de los accidentes
que se producen (Della-Morte et al., 2012).

Dentro de las alteraciones monogénicas, se ha visto que mutaciones en el gen NOTCH3 dan lugar
a arteriopatia cerebral autosémica dominante con infartos subcorticales y leucoencefalopatia
(CADASIL), una condicién autosémica dominante. Andlogamente, la arteriopatia cerebral
autosémica recesiva con infartos subcorticales y leucoencefalopatia (CARASIL), una condicién
autosémica recesiva provocada por la alteracién del gen HTRA 1, se manifiesta en edades mucho
mas tempranas de lo habitual (entre 10 y 30 anos). Por otra parte, la enfermedad de Fabry es
una enfermedad ligada al cromosoma X que afecta al almacenamiento lisosémico. Todas estas
variaciones genotipicas se traducen en arterosclerosis, cardioembolismo o la enfermedad de vasos
pequenios (Tabla 2) (Della-Morte et al., 2012; Dichgans et al., 2019).

Tabla 2. Desérdenes monogénicos que provocan ictus (Boehme et al, 2017). En esta tabla se muestran las
enfermedades relacionadas con los accidentes cerebrovasculares, su modo de herencia, la proteina
implicada, el tipo de accidente cerebrovascular (ACV) que provoca y sus manifestaciones clinicas més

comunes.
Enfermedad Modo de herencia Gen/Proteina Mecanismo de ACV
Arteriopatia cerebral
autosémica dominante con Autosémica NOTCH3/NOTCH3 Enfermedad de vasos
infartos subcorticales y dominante pequenos
leucoencefalopatia

Arteriopatia cerebral

autosémica recesiva con HTRAI1/HtrA peptidasa-  Enfermedad de vasos

Autosémica recesiva

infartos subcorticales y 1 de serina pequenos
leucoencefalopatia
Angiopatia amiloide Autosémica APP/Proteina Enfermedad de vasos
cerebral dominante precursora de B-amiloide pequenos

Por otro lado se encuentran las variantes genéticas mas comunes cuando se trata de la
manifestacién del ACV, la mayoria de los cuales estan implicados en los ictus isquémicos. Entre
dichas variantes destaca la alteracion del gen FOXF2, la cual provoca la obturacion o la ruptura

de los vasos sanguineos mas pequenos del cerebro, entre otros (Tabla 3).
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Tabla 3. Variantes genéticas méas comunes que provocan ictus (Boehme et al, 2017). En esta tabla se
muestran algunos de los genes, sus respectivas proteinas alteradas y el mecanismo del accidente

cerebrovascular (ACV) en el que se manifiesta la alteracion.

Gen Proteina Mecanismo de ACV
TSPAN2 Tetraspanina-2 ACYV isquémico
FOXF2 Proteina de caja Forkhead F2 ACV isquémico y ACV hemorragico
ABO Proteina de grupo sanguineo ACYV isquémico

1.2.4. Factores de riesgo

Los factores de riesgo se pueden clasificar en dos tipos: modificables y no modificables. Los
factores no modificables, también conocidos como marcadores de riesgo, engloban a la edad, el
sexo o la genética, entre otros; mientras que los factores modificables son aquellos que permiten
la reduccién de la gravedad de un ACV si se consigue su mitigacion. Algunos de los factores de
este tipo méas estudiados son la hipertension, diabetes mellitus o el tabaquismo, entre otros (Tabla
4) (Boehme et al., 2017).

Tabla 4. Factores de riesgo modificables y no modificables. Algunos factores de riesgo son comunes para
los dos tipos de accidente cerebrovascular (ACV) principales (p.e. la edad), otros son tinicos para cada uno
de ellos. En el caso del factor genético, se trata de un factor de riesgo tanto modificable como no modificable
en funcién de la condicién estudiada.

Tipo de ACV Factores de riesgo modificables Factores de riesgo no modificables
Edad Hipertension
Sexo Tabaquismo
ACYV isquémico - - 4 -
Etnia Diabetes mellitus
Genética
Edad Hipertension
. Sexo Alcoholismo
ACV hemorragico - -
Etnia Dieta
Genética

No obstante, no queda claro si las diferencias de sexo cuando se produce un ictus se limitan a
factores bioldgicos, donde la respuesta al accidente y los riesgos son diferentes entre los sexos

(dimorfismo del ictus), o si existe alguna desemejanza en los servicios médicos proporcionados.

Teniendo en cuenta las disparidades existentes entre ambos sexos en esta enfermedad, hay
algunos factores bioldgicos y aspectos especificos relacionados con la mujer que son de especial
importancia para tener en cuenta como, por ejemplo, el papel de las hormonas sexuales (Ruiz
Cantero, 2019; Sohrabji et al, 2019). En este sentido, las concentraciones de testosterona son
mas estables que las de estrogenos a lo largo de la vida de la mujer. Valores bajos de testosterona
se han asociado con un mayor riesgo de ictus en el hombre, pero no en las mujeres. Por otro lado,
se ha visto que niveles bajos de dehidroepiandrosterona (hormona precursora de estrégenos y
testosterona) estd vinculado a un mayor riesgo de sufrir un ictus isquémico y con mayor gravedad
del ictus (Ruiz Cantero, 2019).
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Asimismo, el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 presenta efectos neuroprotectores
parecidos a los estrégenos. La caida de los niveles de este factor de crecimiento viene asociada al
avance de la edad, y en conjuncién con la bajada de los estrogenos en la menopausia, podria
explicar la incidencia del ictus y su mayor gravedad en las mujeres mayores (Sohrabji et al,
2019).

1.2.5. Tratamientos actuales

Puesto que existen diferentes tipos de ACV, los tratamientos que se van a llevar a cabo van a
ser distintos, aunque un diagnéstico rapido y preciso va a ser crucial para cualquier tipo de ictus,
reduciendo asi el dafio cerebral y permitiendo un tratamiento adecuado y eficaz (CDC, 2021).

Tratamiento del ACYV isquémico.

El principal objetivo de este tratamiento se basa en la restauracion del flujo del torrente sanguineo
al cerebro. Para ello, se administra Alteplase IV r-tPA, el cual es un activador tisular
recombinante de plasmindgeno que permite la disolucion de los coagulos existentes y la
prevencion de la formaciéon de nuevos. Sin embargo, el suministro intravenoso de este
medicamento se debe de realizar dentro de las 4,5 horas desde que empiezan a manifestarse los
sintomas. Este medicamento se puede combinar con intervenciones quirtirgicas, como por ejemplo
una angioplastia o una trombectomia. Se ha observado que no hay diferencias significativas entre
sexos cuando se lleva a cabo la trombdlisis siempre que dicho remedio se lleve a cabo antes de
las 3 horas de la manifestacién de los sintomas (Cheng y Kim, 2015).

Tratamiento del ACV hemorragico.

El remedio de urgencia contra este tipo de ictus se centra en controlar el sangrado y reducir la
presiéon en el cerebro causada por el exceso de liquido. A fin de reducir el efecto del accidente, se
combinan medicamentos para contrarrestar los efectos de los anticoagulantes o disminuir la

presién arterial con cirugia (MAYO CLINIC, 2021).

Las mujeres y los hombres experimentan los accidentes cerebrovasculares de manera diferente.
Si bien las diferencias por sexo en la muerte y la discapacidad se atentian después de tener en
cuenta la edad, la funcién premérbida, la fibrilacion auricular, la gravedad del accidente
cerebrovascular y las comorbilidades, la realidad es que las mujeres sufren peores consecuencias.
Es por ello por lo que es imperativo elucidar las causas de estas diferencias, permitiendo asi hallar
nuevos biomarcadores que permitan mejorar el diagnéstico, el tratamiento y el prondstico de los
pacientes empleando la via de la medicina personalizada, cerrando asi la brecha entre mujeres y
hombres.

1.3. Datos 6micos y tecnologias de alto rendimiento

La informacién genética se encuentra codificada y almacenada en su totalidad en el genoma, el
cual en la mayoria de los organismos se halla representado por el acido desoxirribonucleico
(ADN). Esta molécula esta basada en dos hebras antiparalelas formadas por la unién covalente
entre nucleotidos, los cuales estan constituidos por una molécula de fosfato, una desoxirribosa
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(monosacérido) y una base nitrogenada, habiendo asi diferentes nucleétidos en funcién de la base
(adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)). La informacién contenida en el ADN
puede ser transcrita a otro acido nucleico, el dcido ribonucleico (ARN). Esta nueva molécula
discrepa del ADN en diversos aspectos: el monosacarido del ARN es una ribosa en vez de una
desoxirribosa, la timina se sustituye por uracilo y la molécula estd compuesta tnicamente por

una hebra.
El ARN presenta diferentes funciones dependiendo del grupo al que pertenezca. Entre los
diferentes tipos de ARN se encuentra el ARN mensajero (ARNm), el cual se emplea como molde

para la sintesis de proteinas en el evento de traduccién. Los procesos de transcripcion y traduccion
fueron recogidos en el dogma central de la biologia molecular postulado por Francis Crick (1970)

(Figura 4).
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Figura 4. Dogma central de la biologia molecular.

1.3.1. Transcriptémica

Consideramos la transcriptémica como el estudio integral de toda la transcripcién de ARN
codificada por el genoma en condiciones especificas o en una célula especifica utilizando
tecnologias de alto rendimiento, como los microarrays. También puede considerarse como parte
de la genémica funcional que se centra en la expresion génica, especialmente en el ARNm
(transcripcién). La etiqueta de secuencia expresada (EST), la secuenciacién de microarrays, y la
secuenciacion de ARN (RNA-seq) son herramientas importantes de transcriptémica.

La metodologia consiste en el aislamiento, purificacién, cuantificacién, construccion de bibliotecas
de ADN circular (ADNc) y secuenciacion de alto rendimiento. Las consideraciones importantes



1. INTRODUCCION

para la seleccién de herramientas de transcriptémica son la rentabilidad, la sensibilidad, el alto

rendimiento y la concentracién minima de ARN inicial.

El RNA-seq es una de las tecnologias avanzadas de alto rendimiento para transcriptéomica. El
RNA-seq, también conocido como “secuenciacion de escopeta de transcriptoma completo”, utiliza
herramientas de secuenciacién de segunda generacién, comunmente conocida como NGS. Las
ventajas del RNA-seq son las siguientes: no depende de la disponibilidad de secuencia del
genoma, no tiene limites superiores de cuantificacién, muestra una alta reproducibilidad y posee

un amplio rango de detecciéon dinamica.

El chip de ADN (también llamado chip de gen, biochip o micromatriz) es una coleccién de puntos
de ADN, ADNc u oligonucleétidos adheridos a un soporte sélido, como vidrio. Esta composicién
da lugar a un chip de silicio que forma una matriz con el propdsito de perfilar la expresion:
monitorea los niveles de expresién de miles de genes simultaneamente y es un método basado en
la hibridacién. A lo largo de los afios se han logrado varias innovaciones con respecto a la
fabricacién de chips, el control de las condiciones de hibridacién y el andlisis computacional de
los datos generados. El chip de alta densidad permite la creacion de perfiles de expresién génica
a un coste relativamente bajo. La principal limitacién de esta tecnologia es que la informacién
de la secuencia del genoma es un requisito previo (Yadav et al, 2018).

1.3.2. Estrategias de anélisis transcriptémicos

Para realizar el analisis de los datos transcriptéomicos es necesario llevar a cabo un procesamiento
previo, el cual dependera de la tecnologia empleada para la obtencién de dichos datos, asi como
el objetivo final del estudio (Garcia, 2016).

Como resultado del analisis, se obtiene una matriz de expresion que incluye la cuantificacion de
las unidades biolégicas de interés de todas las muestras (Garcia, 2016). A partir de dicha matriz,

se pueden seguir diferentes estrategias de procesamiento:

- Andlisis de expresién diferencial. Presenta como finalidad la identificacién de los
elementos bioldgicos con niveles de expresion significativamente modificados respecto de
condiciones establecidas como control. La utilidad de este enfoque se focaliza en la
caracterizacién de patologias, asi como el descubrimiento y deteccién de biomarcadores.

- Anjlisis clister. También denominado “descubrimiento de clases”, se basa en la
agrupacion de las muestras de los estudios que presentan un patrén similar en los niveles

de expresion transcriptémicos.
- Prediccién de clases. A partir de un predictor supervisado, se puede clasificar un nuevo

individuo atendiendo a las similitudes con las muestras empleadas para el entrenamiento

de dicho predictor.

10
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1.3.3. Caracterizacién funcional

Como resultado del andlisis de expresion diferencial anteriormente mencionado, se obtiene un
listado de diversos elementos bioldgicos que, junto con diferentes bases de datos que registran
anotaciones funcionales de las unidades bioldgicas, se podra interpretar y obtener conclusiones
sobre el significado de su expresion diferencial. Estas bases de datos empleadas deben de ser
revisadas, independientemente de si la informaciéon que contienen estéd completa o no (Garcia,

2016). Algunas de las bases de datos en las que se puede encontrar dicha informacién son:

- Gene Ontology (GO). Posee informacién relacionada con los sistemas biol6gicos en 3
grupos diferentes: Procesos Biolégicos (PB), Funciones Moleculares (FM) y Componentes
Celulares (CC).

- Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Presenta informacién sistematica
vinculada a la funcién de los genes y su implicacién en las diferentes rutas bioldgicas.

Los resultados de los andlisis de expresiéon pueden ser combinados con la informacion
proporcionada por las bases de datos previamente nombrados a través de estrategias como el
andlisis de sobrerrepresentacion o el enriquecimiento funcional (Garcia, 2016). En dichos
abordajes se selecciona primeramente un grupo de genes (entre otras unidades biol6gicas) a partir
de un criterio de interés definido, y, a continuacién, se comparan las funciones anotadas a dichos
genes contra las funciones anotadas a un grupo de genes de referencia. Asi pues, se efectiia una
evaluacién estadistica del tamano del nimero de genes con la anotacién perteneciente a cada

funcién, detectando asi sobrerrepresentaciones o enriquecimientos de ésta.

Una aproximacion alternativa a las expuestas anteriormente es el andlisis de grupos de genes,
como el Gene Set Analysis (GSA), el cual se basa en la identificacién de genes que estan sobre o
infraexpresados respecto a un gran ntmero de genes (u otras unidades biol6gicas), es decir, en
funcién su nivel de expresion diferencial (Subramanian et a/, 2005).

1.3.4. Metaanélisis funcional

El metaandlisis es la metodologia estadistica que permite amalgamar resultados de diferentes
estudios relacionados con los efectos previamente identificados y estudiados a través de la revisién
sistematica (Garcia, 2016).

El metaandlisis persigue cumplir diferentes objetivos, como el de incrementar el poder estadistico
o llegar a consenso cuando diferentes estudios con mismo objetivo obtienen resultados diferentes
(Russo, 2017).

No s6lo se agrupan los datos de estudios independientes cuando se lleva a cabo el metaandlisis,
sino que también se tienen en cuenta las diferencias en los tamanos muestrales de cada uno de
los estudios individuales y su heterogeneidad (variabilidad). Con estos métodos también se puede
comprobar la sensibilidad de los resultados respecto de los protocolos de revisién sistematica

11



1. INTRODUCCION

empleados, concretamente la seleccién de estudios y su posterior andlisis estadistico (Shorten y
Shorten, 2013).

Salvando las diferencias entre las numerosas variantes que existen para realizar un metaanalisis,
los pasos que se nombran a continuacién son bésicos y comunes (Shorten y Shorten, 2013):

Planteamiento de la hipétesis.

Revision sistemética de los estudios.
Extraccion de los datos.

Estandarizaciéon y ponderacién de los estudios.

AR

Estimacién final del efecto.
En caso del metaanalisis funcional de datos genémicos, es crucial la combinacion de la informacion

de los estudios de la misma temdtica para la deteccién de clases de funciones bioldgicas

estadisticamente significativas.

12
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es la identificaciéon y la comprension de los diferentes
mecanismos moleculares diferenciales que hay detrds de los accidentes cerebrovasculares por
sexos. Hoy en dia se sabe que existen estas diferencias mediante indicadores clinicos y
epidemiolédgicos, pero no se conoce con exactitud a qué se deben. Esta informaciéon permitiria ser

mas precisos en el diagnodstico y en la seleccion de los tratamientos para cada grupo de pacientes.
Este objetivo se alcanzara mediante el cumplimiento de los siguientes objetivos especificos:

1. Revisiéon bibliografica sistemdatica y selecciéon de estudios de ACV con datos de
microarrays de expresion génica o RNA-seq en los repositorios Gene Expression Omnibus
(GEO), ArrayExpress, u otras bases de datos.

2. Anaélisis individual de cada estudio seleccionado, incluyendo un andlisis de expresién
diferencial, un analisis de enriquecimiento funcional y un analisis de rutas.

3. Metaanadlisis funcional y de rutas KEGG que permitira la detecciéon de biomarcadores
especificos por sexo.

13



3. MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Revision sistematica y seleccién de estudios transcript

La revision sistemética es un tipo de investigaciéon que proporciona un resumen de estudios sobre
una cuestion especifica. Utilizando métodos explicitos, se busca evaluar criticamente y sintetizar
el amplio conjunto de los estudios hallados en las diferentes bases de datos, siempre y cuando
dichos estudios cumplan con los criterios de elegibilidad. Este tipo de revisién es particularmente
util para reunir una serie de estudios realizados por separado, a veces con hallazgos
contradictorios, y para resumir sus resultados. Con el fin de llevar a cabo este trabajo, se ha
efectuado el flujo de trabajo reflejado en la declaracién PRISMA (Preferred Reporting Items for

Omicos

Systematic Reviews and Meta-Analyses) (Figura 5) (Liberati et al., 2009).

Registros identificados en

la base de datos GEOQ Lo ol

ArrayExpress

Registros identificados en

L

Registros trasla
eliminacion de duplicados

L 4

Registros cribados

Registros exchidos

Articulos evaluados para
la elegibilidad

L 4

Articulos exchidos

L 4

Estudios inchidos enla
sintesis cualitativa

Estudios inchidos enla
sintesis cualitativa
(metaandlisis)

[ Inclusidn ] [ Elegihilidad ] [ Cribada ] [ Identificacidin ]

Figura 5. Diagrama de flujo que indica los diferentes pasos a seguir para efectuar una revision sistematica

(esquema adaptado de Liberati et al., 2009).
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Con el fin de realizar la seleccion de los estudios que van a intervenir en este trabajo y su posterior
revision, se efectué una indagaciéon de los estudios disponibles en las bases de datos publicas sobre
los accidentes cerebrovasculares y que recopilaran informacion sobre la expresion génica y el sexo
de las muestras. Dicha exploracién se llevé a cabo en las bases de datos GEO (Barrett et al,
2012) y ArrayExpress (Kolesnikov et al., 2015)

Las palabras clave empleadas para la busqueda fueron “stroke”, “CVA” y “Cerebrovascular
accident”. Los estudios hallados a partir de estas palabras clave fueron sometidos a un filtrado
posterior en base a dos criterios: que correspondiesen efectivamente a ACV y que presentasen
datos de expresion génica. Asi pues, se establecieron como tecnologias expression profiling by
high throughput sequencing y expression profiling by array. Se incluyeron aquellos estudios que
incluian informacién sobre el sexo en la descripcién del estudio. Se limitaron los estudios
unicamente a aquellos que se hubiesen realizado en humanos, y se excluyeron aquellos que se
llevaron a cabo empleando lineas celulares. Por otro lado, se excluyeron los estudios que no
incluian muestras control o que no presentaban un tamano muestral igual o superior a 12

muestras, con al menos 3 sujetos por cada grupo experimental.

Una vez realizada la selecciéon final de los estudios, se descargaron los respectivos datos de

expresion normalizados.

Para aquellos estudios que, a priori, recogian la informacién de sexo, y que, sin embargo, en los
datos descargados no se hacia referencia explicita a esta variable, se ejecuté una imputacién del
sexo de las muestras empleando la funcién imputeSex del paquete de R Metalntegrator (Haynes
et al, 2016). Dicha librerfa permite la asignacién del sexo de la muestra a partir de la
comprobacion de la expresiéon de una serie de genes hallados en los cromosomas sexuales los
cuales se encuentran diferencialmente expresados en hombres (KDM5D, RPS4Y1, EIFIAY) o en
mujeres (XIST, RPS4X o CD40LG).

3.2. Anilisis individualizado de los estudios

3.2.1. Procesamiento de los datos

A fin de que la estrategia del metaanalisis sea aplicable y fructifera, es indispensable llevar a cabo
un andlisis individualizado de los estudios, pudiendo combinarlos posteriormente si cumplen los
requisitos pertinentes. El procesamiento de los datos se efectué completamente con el lenguaje
de programacién R haciendo uso del entorno de desarrollo integrado RStudio (R Core Team,
2019). Todo el codigo de programacion escrito y empleado en este trabajo se encuentra disponible
en el repositorio GitLab (https://gitlab.com/ubb-cipf/tfgs-stroke/tfg-vassir).

Homogeneizacién de las covariables de las matrices de expresién
Puesto que los estudios seleccionados no emplearon una metodologia estandarizada debido a la

naturaleza de las plataformas y tecnologias empleadas, se efectué una normalizaciéon de la

denominacién de los datos de los estudios escogidos para el trabajo. Para ello, se nombro
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“Control” a aquellas muestras que pertenecian a pacientes sanos y “Stroke” a las muestras que
hacian referencia a pacientes que habian sufrido un ACV. Asimismo, se clasificaron las muestras
en funcién del sexo, habiendo asi dos opciones: “Male” o “Female”.

Por consiguiente, se obtuvieron 4 grupos experimentales en cada estudio: “Stroke female”,

“Control female”, “Stroke male”, “Control male”.
Homogeneizacién de la anotaciéon de las sondas

La homogeneizacion de la anotacién de las sondas es un apartado crucial en el procesamiento de
los datos de expresion procedentes de microarrays, ya que los estudios pueden proceder de
plataformas diferentes y, por ende, presentar nomenclatura distinta. Los identificadores de las
sondas de los microarrays se transformaron a identificadores FEntrez obteniendo genes con
identificadores inicos haciendo uso de la base de datos de National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Estados Unidos). Puesto que para un mismo identificador de FEntrez se
encontraban varias sondas, se eligié el valor con la primera ocurrencia de la sonda. Asi, sélo se

obtenia una entrada Entrez por sonda.

3.2.2. Anilisis exploratorio

Una vez efectuada la seleccién y estandarizacion de los estudios, se procedié a evaluar la
distribucién de los perfiles de expresién, identificando asi, si se encontraban muestras que

presentaban comportamientos anémalos.

Se partié de datos previamente normalizados, evitando la incorporacién de nuevos sesgos y mayor
variabilidad.

Cuando se utilizan datos provenientes de repositorios publicos, cabe la posibilidad de que haya
ciertos valores no disponibles representados como NA (Not Available). Debido a esto y, para
tener en cuenta este tipo de complicaciones, se lleva a cabo un analisis exploratorio. En este
trabajo, se ha optado por la imputacién de los datos NA teniendo en cuenta los valores vecinos
a partir de la funcién knn.impute del paquete bnstruct (Franzin et al, 2016). Seguidamente, se
efectué una transformaciéon logaritmica en base 2 a fin de homogeneizar la escala de los datos.
Este paso es crucial, puesto que los datos de los diferentes estudios se han obtenido a partir de
diversas plataformas y el uso directo de estos datos no aportaria resultados fiables.

Una vez llevada a cabo la imputacién de los NAs, se representaron los datos de expresién de cada
una de las muestras en un diagrama de cajas a fin de comprobar que las medianas eran semejantes
en todas las muestras y que los datos estaban normalizados. Seguidamente, se realizé un analisis
de componentes principales (PCA) con la finalidad de observar comportamientos similares en los
niveles de expresion de las muestras en funcién del estado de los pacientes y del sexo, pudiéndose
asi generar agrupaciones notables. De la misma forma, se llev) a cabo un andlisis de agrupamiento
(clustering) empleando el indice de correlacién con el mismo objetivo. Para la obtencion del PCA
se hizo uso de las funciones pcaGenesy plotPCA, mientras que para el clustering se empled la
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funcién plot TreeClust, todas disponibles en el repositorio de metaFunR (https://gitlab.com/ubb-

cipf/metafunr).

3.2.3. Analisis de expresion diferencial

Una vez realizado el andlisis exploratorio, se evaluaron las diferencias estadisticamente
significativas relacionadas con la expresion génica, en los distintos grupos experimentales
anteriormente mencionados, pudiendo identificar de esta forma genes sobreexpresados o
infraexpresados. Se compararon las diferencias en mujeres debidas a la patologia con las

diferencias en hombres debidas a la enfermedad a través del siguiente contraste:
(Stroke female — Control female) — (Stroke male — Control male)
Fcuacion 1

Dicho contraste fue valorado mediante los modelos lineales introducidos en el paquete /Zimma
disponible a través de Bioconductor (Ritchie et al., 2015). Asi pues, se calcularon los coeficientes
estimados y el error estandar a partir de una matriz de contrastes y el modelo lineal, asi como
los estadisticos de expresién diferencial. Por tltimo, se corrigio el valor de p a partir del método
de Benjamini y Hochberg (BH) (Benjamini y Hochberg 1995).

Las funciones y el flujo de trabajo empleados se pueden encontrar en el repositorio de metaFunk
en la funcion diffExp.

3.2.4. Anilisis de enriquecimiento funcional

El objetivo de este analisis es la obtencién de grupos de genes enriquecidos funcionalmente
indicando la funcién biolégica, el proceso molecular y/o el componente molecular que se halla
representado por dichos grupos génicos a partir de GSA.

Obtenidos los datos de expresién diferencial de los genes, se llevé a cabo el andlisis de
enriquecimiento funcional mediante GSA con la libreria mdgsa. Las funciones y el flujo de trabajo

se encuentran en la funcién doGsea en el repositorio de metaFunR.

A fin de realizar un enriquecimiento funcional con los términos de GO, se efectud anteriormente
una correspondencia entre los identificadores Entrez y sus respectivos codigos GO a través de la
libreria GO.db (Carlson, 2019). Para finalizar, se filtraron las anotaciones muy especificas o
demasiado genéricas (anotaciones con un nimero de genes asociados menor a 10 o superior a 500,
respectivamente) y se consideraron significativos tnicamente aquellos términos que posefan un

valor ajustado de p inferior a 0,05.
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3.3. Metaanalisis

Generalmente, la determinacion de las funciones génicas suele carecer de significancia estadistica
si se basan en estudios individuales e independientes, puesto que diversos factores, asi como la
tecnologia utilizada para la obtencién de datos, el tamafo muestral empleado o el abordaje
experimental pueden afectar a los resultados finales. Es por ello por lo que se combinan los datos

generados a partir de varios estudios para determinar funciones enriquecidas.

Una vez llevado a cabo el paso del enriquecimiento funcional, se dispone de una medida que
informa del nivel de sobrerrepresentacion de cada funcién, a través de los odds ratios y sus
respectivos errores estandar. Ambas medidas se recogeran en dos matrices diferentes para llevar
a cabo el metaandlisis.

3.3.1. Determinacién de la medida combinada del efecto

A partir de las matrices de funciones enriquecidas para cada uno de los términos GO y para las
rutas metabdlicas, se determina la medida combinada del efecto, asi como su respectiva
variabilidad. En funcién de dichos pardmetros, se puede decidir qué tipo de modelo de efectos se
quiere aplicar a los estudios:

- Efectos fijos. Este método asume que los datos presentan diferencias generadas
Unicamente por azar.

- Efectos aleatorios. Este método es aplicado cuando se asume que los estudios tienen
errores de muestreo diferentes, lo cual es bastante comun cuando se trabaja con estudios
que generan datos biolégicos.

Una vez efectuado el metaandlisis, se extraen una serie de estimadores de la medida del efecto
combinada para las funciones y rutas estudiadas, asi como los indicadores de heterogeneidad de
los mismos:

- QE es el estadistico de contraste, mientras que el QEp es el valor de p. Ambos se obtienen
a partir del método de DerSimonian y Laird (DL) (DerSimonian y Laird, 1986),
empleados para la deteccién de la heterogeneidad presente entre los estudios. En este
método, la hipotesis nula hace referencia a la no heterogeneidad entre dichos estudios.

- LOR es el valor de la estimacion del efecto combinado del conjunto de los estudios. El
signo de dicho valor hace referencia a la sobrerrepresentacion de una funcién determinada
en uno de los grupos de comparacion previamente establecida. La magnitud del valor es
cuantitativa y es proporcional a la sobrerrepresentaciéon de dicha funcién.

- Intervalo de confianza del LOR (al 95%), formado a partir del valor de la variabilidad
obtenida.

- El valor de p indica el nivel de significancia del efecto combinado. Dicho indicador debe
ser corregido ya que no tiene en cuenta que se estan analizando multiples funciones
(multiplicidad del andlisis). Una vez corregido, se obtiene el valor de p ajustado. En el
caso de este trabajo se ajusté mediante el método BH.
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3.3.2. Representacion de los resultados

Los resultados del metaanalisis se resumen por medio de tablas y mediante graficos de bosque
para cada una de las funciones obtenidas. Estos graficos permiten evaluar los resultados globales
y el peso en el resultado de cada funcién de cada estudio individual (Garcia, 2016). En la parte
izquierda se indican los estudios incluidos en el metaandlisis, mientras que a la derecha la
estimacién de la medida individual de cada uno con su respectivo intervalo de confianza al 95%.
En el centro del grafico se muestra la medida de efecto (cuadrado negro) y su intervalo de
confianza, siendo proporcional el tamano del cuadrado a la precision de las estimaciones. En la
parte inferior central se visualiza el resultado del metaanélisis, de forma que su posicién respecto
a la linea de efecto nulo informa sobre la significacién estadistica del resultado, y su anchura nos
informa de su intervalo de confianza. Finalmente, en la parte inferior izquierda encontramos el
modelo de anédlisis empleado (DL) y a la derecha la estimaciéon de la medida resultante del
metaandlisis y su intervalo de confianza al 95% (Figura 6).

GO0:0005743 (mitochondrial inner membrane)

GSE16561 _— 0.30 [0.20, 0.40]
GSE22255 — 0.16 [0.06, 0.26]
GSES8254 —— 0.30 [0.20, 0.41]
GSEGET24 —— 0.38 [0.29, 0.49]
DL Model for All Studies —e——Eme—— 0.259 [0.19, 0.38]

[ I I I I I

0 0.1 0.z 0.3 0.4 0.5

LOR

Figura 6. Ejemplo de grafico de bosque para el término GO:0005743 (mitochondrial inner membrane),
obtenido en el metaandlisis de este trabajo.

19



4. RESULTADOS

4. RESULTADOS

A continuacién, se exponen los resultados obtenidos en este trabajo, siguiendo el mismo orden
que en el apartado de Materiales y Métodos.

4.1. Revisién sistemética y seleccién de estudios

Cuando se realizé la busqueda de estudios relacionados con ACV (sin tener en cuenta aquellos
que aparecieron por duplicado), aplicando los criterios de seleccién (tecnologia empleada, especie,
nimero de muestras minimo y tipo de estudio), se hallaron 103 estudios candidatos para ser

empleados en el metaanalisis.

Una vez revisados de forma individualizada esos 103 estudios, 5 fueron los elegidos para
desarrollar el metaandlisis (Tabla 5), siendo excluidos los 98 estudios restantes por diversos
motivos (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama de flujo de la revisién sistemética siguiendo los pasos de la declaracién PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses).

20



4. RESULTADOS

Tabla 5. Descripcién de los estudios seleccionados para el metaanalisis. Se especifica el identificador de

cada estudio para la base de datos GEO, la plataforma empleada, el tejido estudiado y las referencias.

ESTUDIO PLATAFORMA TEJIDO CONTRIBUIDORES
Affymetrix Human Pared del aneurisma
GSE13353 Genome U133 Plus 2.0 intracraneal Kurki et al, 2011
Array sacular
Affymetrix Human i
Células mononucleares de
GSE22255 Genome U133 Plus 2.0 . Krug et al., 2012
sangre periférica (PBMC)
Array
Mumina HumanRef-8 v3.0
] Células mononucleares de
GSE16561 expression . Barr et al., 2010
) sangre periférica (PBMC)
beadchip
Affymetrix Human i
Células mononucleares de
GSE58294 Genome U133 Plus 2.0 . Stamova et al., 2014
sangre periférica (PBMC)
Array
Affymetrix Human ,
Células mononucleares de
GSE66724 Genome U133 Plus 2.0 . Allende et al, 2016
A sangre periférica (PBMC)
rray

4.2. Anélisis individual de los estudios

Una vez efectuada la descarga de los datos de los estudios escogidos y la estandarizacion de la
nomenclatura de las variables que se van a tener en cuenta en este trabajo, se describi6 el niimero
de muestras que contenia cada estudio en funcién del estado de la enfermedad (paciente o control)
y del sexo (mujer u hombre). Seguidamente, se llevé a cabo la evaluacién de los perfiles de
expresion diferencial génica y se realizd un andlisis de enriquecimiento funcional para los procesos
(PB), las (FM) (CC)
individualmente, asi como el enriquecimiento de las rutas metabdlicas. Acto seguido, se integrd

biolégicos funciones moleculares y las componentes celulares

esta informacion mediante el metaandlisis para cada uno de los grupos funcionales indicados.

4.2.1. Analisis exploratorio y procesamiento de los datos
GSE13353

Este estudio (Kurki et al, 2011) tuvo como objetivo la comparacién de la expresion génica entre
individuos que habian sufrido una ruptura del aneurisma intracraneal de aquellos que no
presentaban ruptura de ésta. A continuacion, se muestra la distribuciéon del niimero de muestras
en los cuatro grupos experimentales, segiin el sexo y el estado (Tabla 6). A este estudio se le
imputé el sexo ya que no presentaba dicha informacion en los datos descargados. El nimero de
muestras para cada grupo experimental concuerda con lo descrito en el articulo correspondiente.
Los datos tuvieron que ser ajustados a escala logaritmica en base 2. La Figura 8 muestra este
ajuste, representando los datos en un diagrama de cajas. Asi pues, para visualizar el agrupamiento
de las muestras, se llevé a cabo un PCA (Figura 9) y un andlisis de grupos (Figura 10).
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Tabla 6. Distribucién de los individuos incluidos en el estudio GSE13353. Se muestran distribuidos por
sexo (hombre o mujer) y estado (accidente cerebrovascular (ACV) o control).

MUJER HOMBRE TOTAL
ACV 8 3 11
CONTROL 5 3 8
TOTAL 13 6 19
15-
:g 10- Grupos experimentales
;"{ * Control female
E Q Control male
: $ Stroke female
% ' Stroke male
~ 5
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Figura 8. Diagrama de cajas de los valores de expresion de las muestras empleadas en el estudio GSE13353.

Cada color hace referencia a un grupo experimental distinto.
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Figura 9. Andlisis de componentes principales (PCA) de las muestras del estudio GSE13353. Cada color

hace referencia a un grupo experimental distinto.
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Clustering

Clusters

Control female

Control male

Stroke female

Stroke male

Figura 10. Anélisis de agrupamiento de las muestras del estudio GSE13353. Cada color hace referencia a
un grupo experimental distinto.

GSE16561

El propésito de este proyecto (Barr et al 2010) fue elucidar los niveles de expresién génica en la
sangre periférica de pacientes con ACV isquémico agudo, a fin de identificar un panel de genes
para el diagnodstico de dicha patologia. Se recogieron muestras de sangre periférica de pacientes
con ictus que tenian una edad superior a los 18 anos, con ictus isquémico diagnosticado por
resonancia magnética y controles de individuos que no tenian ictus neurolégicamente sanos. A
continuacién se expone el nimero de muestras utilizadas en este estudio (Tabla 7). Los datos
tuvieron que ser ajustados a escala logaritmica en base 2. El diagrama de cajas, el PCA y el
agrupamiento de las muestras se recogen en el Anexo (Figura Al, Figura A2 y Figura A3,
respectivamente).

Tabla 7. Individuos incluidos en el estudio GSE16561. Se muestran distribuidos por sexo (hombre o mujer)
y estado (accidente cerebrovascular (ACV) o control).

MUJER HOMBRE TOTAL
ACV 22 17 39
CONTROL 14 10 24
TOTAL 36 27 63

GSE22255

En este estudio publicado en 2011, Krug et al tenian como objetivo entender la etiologia del
ictus isquémico. Para ello, realizaron un perfil de expresién gendémica entre pacientes que habian
sufrido este tipo de accidente e individuos controles. A continuacién se muestra el niimero de
individuos que participaron en el estudio (Tabla 8). Los datos tuvieron que ser ajustados a escala
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logaritmica en base 2. El diagrama de cajas, el PCA y el agrupamiento de las muestras se
encuentran en el Anexo (Figura A4, Figura A5 y Figura A6, respectivamente).

Tabla 8. Individuos incluidos en el estudio GSE22255. Se muestran distribuidos por sexo (hombre o mujer)
y estado (accidente cerebrovascular (ACV) o control).

MUJER HOMBRE TOTAL
ACV 10 10 20
CONTROL 10 10 20
TOTAL 20 20 40

GSE58294

En este estudio (Stamova et al., 2014), se extrajo sangre de pacientes que habian sufrido un ACV
isquémico (concretamente el ACV cardioembdlico) y de controles con la finalidad de obtener
perfiles de expresion diferenciales. La tabla muestra la distribucion de individuos por sexo y por
estado (Tabla 9). A este estudio se le imput6 el sexo, ya que no presentaba dicha informacién en
los datos descargados. El nimero de muestras para cada grupo experimental concuerda con lo
descrito en el articulo correspondiente. Los datos tuvieron que ser ajustados a escala logaritmica
en base 2. El diagrama de cajas, el PCA y el agrupamiento de las muestras se encuentra en el
Anexo (Figura A7, Figura A8 y Figura A9, respectivamente).

Tabla 9. Individuos incluidos en el estudio. Se muestran distribuidos por sexo (hombre o mujer) y estado
(accidente cerebrovascular (ACV) o control).

MUJER HOMBRE TOTAL
ACV 22 17 39
CONTROL 14 10 24
TOTAL 36 27 63

GSE66724

Se conoce que, para prevenir un ACV causado por fibrilacién arterial, se debe administrar al
paciente principios activos con cardcter anticoagulante. Sin embargo, la elevada frecuencia de
hemorragia producida por estos medicamentos es un factor a tener en cuenta. Para ello, en este
proyecto (Allende et al, 2016) se estudian las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
a través de la identificacién de patrones de expresion diferencial entre individuos que han
padecido el accidente, y un grupo de controles. La tabla expone la distribucién de las muestras
en funcién de las variables sexo y enfermedad (Tabla 10). A este estudio se le imputé el sexo ya
que no presentaba dicha informacién en los datos descargados. El nimero de muestras para cada
grupo experimental concuerda con lo descrito en el articulo correspondiente. Asimismo, los datos
tuvieron que ser ajustados a escala logaritmica en base 2. El diagrama de cajas, el PCA y el
agrupamiento de las muestras se encuentra en el Anexo (Figura A10, Figura A1l y Figura A12,

respectivamente).
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Tabla 10. Individuos incluidos en el estudio GSE66724. Se muestran distribuidos por sexo (hombre o
mujer) y estado (accidente cerebrovascular (ACV) o control).

MUJER | HOMBRE | TOTAL
ACV 3 5 8
CONTROL 3 5 8
TOTAL 6 10 16

4.2.2. Anilisis de expresién diferencial

En la siguiente tabla se muestra el nimero de genes que se han identificado diferencialmente
expresados para cada estudio, considerando que el valor ajustado de p por BH debe ser inferior
a 0,05 para la comparacion de interés (Tabla 11). Aquellos genes que se encuentran agrupados
en Up estan sobrerrepresentados en mujeres porque presentan un valor positivo del logaritmo de
la magnitud de cambio (logFC); mientras que los genes que se han clasificado como Down se

encuentran sobrerrepresentados en hombres, puesto que tienen asociado un valor negativo de

logFC.

Tabla 11. Resumen del resultado del andlisis de expresion diferencial. Se llevo a cabo el andlisis para la
comparacion de interés (ME — MC) — (HE — HC) (ME: Mujer Enferma, MC: Mujer Control, HE: Hombre
enfermo, HC: Hombre Control). Los genes se encuentran agrupados segin su logaritmo de magnitud de
cambio (logFC), de forma que estdn etiquetadas como UP si estédn sobrerrepresentadas en mujeres (logFC
> 0) y como DOWN si estén sobrerrepresentadas en hombres (logFC < 0).

gsTupio N GENES N® GENES UP DOWN
TOTALES  SIGNIFICATIVOS

GSE13353 20947 0 0 0

GSE22255 20047 3084 2017 1967

GSE58294 20947 4 4 0

GSE16561 17791 0 0 0

GSE66724 20047 0 0 0

4.2.3. Analisis de enriquecimiento funcional

Al igual en el anélisis de expresién diferencial, se ha hecho uso de la Ecuacién 1 para la obtencion
de una tabla donde se indica el ntimero de funciones anotadas en funciones significativas de la
GO. Dichas funciones presentan un valor ajustado de p por BH menor a 0,05. Asimismo, estas
funciones bioldgicas estan agrupadas segtn el valor de LOR. De este modo, aquellas funciones
que poseen un valor de LOR positivo se encuentran sobrerrepresentadas en mujeres, mientras
que las funciones que presentan un valor de LOR negativo se hallan sobrerrepresentadas en

hombres.
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Tabla 12. Resumen del resultado del analisis de enriquecimiento funcional. Se llev) a cabo el andlisis para
la comparacién de interés (ME — MC) — (HE — HC) (ME: Mujer Enferma, MC: Mujer Control, HE: Hombre
enfermo, HC: Hombre Control). PB: proceso biolégico, FM: funcién molecular, CC: componente celular.
Las agrupaciones se han efectuado segtin el valor del logaritmo de odds ratio, de manera que aquellas
funciones y rutas que se encuentran como UP se hallan sobrerrepresentadas en mujeres (LOR > 0); y las
que se encuentran como DOWN estén sobrerrepresentadas en hombres (LOR < 0).

N¢ PB GO N¢ FM GO Ne CC GO N® rutas KEGG
significativos significativos significativos significativas

Up Down Total Up Down Total Up Down Total Up Down Total
GSE13353 | 52 130 182 17 38 55 47 56 103 6 45 51

GSE16561 | 15 10 25 3 7 10 8 8 16 4 2 6
GSE22255 | 14 6 20 0 3 3 33 5 38 35 14 49
GSE58294 | 49 29 78 9 2 11 38 12 50 7 4 11
GSE66724 | 14 33 47 1 9 10 8 37 45 4 11 15

4.3. Metaanélisis funcional

Tras realizar los andlisis de enriquecimiento funcional en cada estudio, se llevd a cabo un
metaandlisis funcional para las categorias proceso biolégico (PB), funcién molecular (FM) y
componente celular (CC), asi como las rutas KEGG, con el objetivo de integrar la informacién
del conjunto de estudios seleccionados. Los resultados significativos se muestran en la siguiente
tabla (valor ajustado de p por BH < 0,05) (Tabla 13).

Tabla 13. Resumen de los procesos bioldgicos (PB), funciones moleculares (FM), componentes celulares
(CC) y rutas KEGG significativos en el metaandlisis. Las agrupaciones se han efectuado segtn el valor del
logaritmo de odds ratio, de manera que aquellas funciones y rutas que se encuentran como UP se hallan
sobrerrepresentadas en mujeres (LOR>0); y las que se encuentran como DOWN estan sobrerrepresentadas
en hombres (LOR<0).

FUNCIONES PB FUNCIONES FM FUNCIONES CC N¢ RUTAS KEGG
SIGNIFICATIVAS SIGNIFICATIVAS SIGNIFICATIVAS SIGNIFICATIVAS

UP 0 1 5 2
DOWN 5 3 9 6
TOTAL ) 4 14 8

Términos GO para procesos biolégicos

Se hallaron 5 procesos bioldgicos significativamente sobrerrepresentados en total, siendo todos en
hombres. En la siguiente tabla se exponen dichos términos GO encontrados con el metaanalisis,
asi como los respectivos estimadores de la medida del efecto (Tabla 14). Asimismo, tanto el LOR
y el intervalo de confianza para cada estudio individual, y el global del metaandlisis, para el
término GO:0048821 puede observarse en la Figura 11.
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Tabla 14. Procesos bioldgicos (PB) GO significativos en el metaandlisis. Se muestran los identificadores
de los términos PB y sus respectivos estimadores de la medida de efecto. Las agrupaciones se han efectuado
segun el valor del logaritmo de odds ratio, de manera que aquellos procesos biolégicos que se encuentran
como UP se hallan sobrerrepresentados en mujeres (LOR > 0); y los representados como DOWN se
encuentran sobrerrepresentados en hombres (LOR < 0). LI y LS hacen referencia a los limites inferior y
superior del intervalo de confianza del LOR (al 95%). La ultima columna representa mediante simbolos el
sexo en el que se encuentra sobrerrepresentada la funcién (&' para hombres, @ para mujeres).

ID DESCRIPCION LI95% LOR LS 95% SEXO
GO:0048821 erythrocyte development -1,149  -0,829  -0,508 3
G0O:0030036 actin cytoskeleton organization -0,486  -0,378 -0,27 )
G0O:0002576 platelet degranulation -0,47 -0,345  -0,219 3
GO:0019221  c¢ytokine-mediated signalling pathway  -0,302  -0,218  -0,135 3
G0O:0006954 inflammatory response -0,264  -0,192  -0,119 3

GO0:0048821 (eythrocyte development)

GSE13353 -0.81[-1.28, -0.35]
GSES6724 - i -0.84 [-1.29, -0.40]
DL Model for Al Studies —— 0,83 [-1.15, -0.51]

| T T 1 —
44 42 4 08 06 -04 02
LOR
Figura 11. Gréfico de bosque para la funcién GO:0048821 (eythrocyte development). En la parte izquierda
se indican los estudios incluidos en el metaanélisis para esta funcién, mientras que a la derecha la estimacién
de la medida individual de cada uno con su respectivo intervalo de confianza al 95%. El eje discontinuo
vertical indica la posicién del LOR cuando su valor es 0.

Con los resultados obtenidos respecto a los procesos bioldgicos, se puede afirmar que las funciones
sobrerrepresentadas en los hombres estan relacionadas con el desarrollo eritrocitario, la
organizacion citoesquelética de actina, la degranulacion plaquetaria, la via de senalizacién
mediada por citoquinas o la respuesta inflamatoria.

Términos GO para funciones moleculares

Se identificaron 4 funciones moleculares significativas: 3 sobrerrepresentadas en hombres y 1 en
mujeres. En la siguiente tabla se detallan para estas 4 funciones los respectivos estimadores de la
medida del efecto (Tabla 15). Asi pues, tanto el LOR y el intervalo de confianza para cada
estudio individual, y el global del metaanalisis, para los términos GO:0048821 y GO:0005178
pueden observarse en la Figura 12 y 13, respectivamente.
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Tabla 15. Funciones moleculares (FM) GO significativas en el metaandlisis. Se muestran los identificadores
de los términos FM y sus respectivos estimadores de la medida de efecto. Las agrupaciones se han efectuado
segun el valor del logaritmo de odds ratio, de manera que aquellas funciones moleculares que se encuentran
como UP se hallan sobrerrepresentadas en mujeres (LOR > 0); y las representadas como DOWN se
encuentran sobrerrepresentadas en hombres (LOR < 0). LI y LS hacen referencia a los limites inferior y
superior del intervalo de confianza del LOR (al 95%). La ultima columna representa mediante simbolos el
sexo en el que se encuentra sobrerrepresentada la funcién (& para hombres, @ para mujeres).

ID NOMBRE LI 95% LOR LS 95% SEXO
GO:0005178 integrin binding -0,469 -0,351 -0,233 3
G0:0045296 cadherin binding -0,365 -0,26 -0,154 3
G0O:0005096 G'TPase activator activity -0,306 -0,219 -0,131 3

%

GO:0003735 structural constituent of ribosome 0,214 0,721 1,229

GO0:0003735 (structural constituent of ribosome)

GSE16561 — 0.31[0.15, 0.47]
GSESB254 —_— 1.27[1.07,1.47]
GSESET24 —— 0.58[0.43, 0.73]
DL Model far All Studies — 0.72[0.20, 1.23]
[ I I |
0 0.5 1 15
LOR

Figura 12. Gréfico de bosque para la funcién GO:0003735 (structural constituent of ribosome). En la parte
izquierda se indican los estudios incluidos en el metaandlisis para esta funcién, mientras que a la derecha
la estimacién de la medida individual de cada uno con su respectivo intervalo de confianza al 95%. El eje
discontinuo vertical indica la posicién del LOR cuando su valor es 0.

GO0:0005178 (integrin binding)

GSE13353 - -0.41 [-0.57, -0.24]
GSE16561 ; -0.32 [-0.43, -0.16]
DL Model for Al Studies —— -0.36 [-0.48, -0.25]

LOR

Figura 13. Gréfico de bosque para la funciéon GO:0005178 (integrin binding). En la parte izquierda se
indican los estudios incluidos en el metaandlisis para esta funcién, mientras que a la derecha la estimacion
de la medida individual de cada uno con su respectivo intervalo de confianza al 95%. El eje discontinuo
vertical indica la posicién del LOR cuando su valor es 0.

Con los resultados obtenidos respecto a las funciones moleculares relacionadas, se han hallado

funciones sobrerrepresentadas en los hombres relacionadas con la adhesion celular o la actividad
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GTPasa; mientras que en las mujeres se ha encontrado una funcién molecular que hace referencia
al constituyente estructural del ribosoma.

Términos GO para componentes celulares

Se detectaron 14 componentes celulares significativos: 9 sobrerrepresentados en hombres y 5 en
mujeres. FEn la siguiente tabla se detalla la informacion correspondiente a estos términos GO
encontrados con el metaandlisis (Tabla 16). Por otro lado, tanto el LOR y el intervalo de
confianza para cada estudio individual, y el global del metaanalisis, para los términos GO:0062023
y GO:0031464 pueden observarse en la Figura 14 y 15, respectivamente.

Tabla 16. Componentes celulares (CC) GO significativos en el metaandlisis. Se muestran los identificadores
de los términos CC y sus respectivos estimadores de la medida de efecto. Las agrupaciones se han efectuado
segun el valor del logaritmo de odds ratio, de manera que aquellas funciones moleculares que se encuentran
como UP se hallan sobrerrepresentadas en mujeres (LOR > 0); y las representadas como DOWN se
encuentran sobrerrepresentadas en hombres (LOR < 0). LI y LS hacen referencia a los limites inferior y
superior del intervalo de confianza del LOR (al 95%). La tltima columna representa mediante simbolos el
sexo en el que se encuentra sobrerrepresentada la funcién (4 para hombres, @ para mujeres).

ID NOMBRE LI 95% LOR LS 95% SEXO
G0:0042405 nuclear inclusion body -1,321  -0,925  -0,528 3
GO:0071013 catalytic step 2 spliceosome -0,524  -0,401  -0,277 3
G0O:0005681 spliceosomal complex -0,518 -0,369  -0,22 3
GO:0016605 PML body -0,525 -0,351 -0,176 J
GO:0005770 late endosome -0,452  -0,334 -0,215 3
GO:0005788 endoplasmic reticulum lumen -0,388  -0,307  -0,226 3
GO:0005769 early endosome -0,438 -0,259  -0,08 3
GO:0062023  collagen-containing extracellular matrix  -0,277  -0,217  -0,158 3
G0O:0031410 cytoplasmic vesicle -0,282  -0,199 -0,117 3
G0O:0005759 mitochondrial matrix 0,114 0,187 0,26 ?
GO:0005743 mitochondrial inner membrane 0,197 0,293 0,389 ?
GO:0005762 mitochondrial large ribosomal subunit 0,359 0,508 0,657 ?
GO:0005763 mitochondrial small ribosomal subunit 0,375 0,586 0,796 ?
GO:0031464 Cul4A-RING E3 ubiquitin ligase complex 0,605 0,987 1,369 ?

En el caso de los componentes celulares, se hallaron términos sobrerrepresentados en hombres
relacionados principalmente con vesiculas citoplasmaticas, el ntucleo, el reticulo endoplasmatico
y la matriz extracelular; mientras que se obtuvieron términos sobrerrepresentados en mujeres

relacionados con la estructura mitocondrial y con el complejo ubiquitina ligasa.
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GO0:0062023 (collagen-containing extracelular matrix)

G5E13353 _— -0.25 [-0.36, -0.15]
GSESE294 _ -0.22 [-0.32, -0.11]
GSEBET24 —_— -0.15 [-0.28, -0.08]
DL Model for All Studies ———————— -0.22 [-0.28, -0.18]
l I T T T T I |
-0.4 -0.3 -0.2 -0.1
LOR

Figura 14. Gréfico de bosque para la funciéon GO:0062023 (collagen-containing extracelular matrix). En la
parte izquierda se indican los estudios incluidos en el metaandlisis para esta funcién, mientras que a la
derecha la estimacién de la medida individual de cada uno con su respectivo intervalo de confianza al 95%.
El eje discontinuo vertical indica la posicién del LOR cuando su valor es 0.

G0:0031464 (Cul4A-RING E3 ubiquitin ligase complex)

GSE22288 0.93[0.37, 1.48]
G5ESB294 = 1.04 [0.52, 1.56]
DL Model for All Studies T ———— 0.99[0.61, 1.37]
i T I T |
0 0.5 1 1.5 2
LOR

Figura 15. Gréfico de bosque para la funciéon GO:0031464 ( CuldA-RING E3 ubiquitin ligase complex). En
la parte izquierda se indican los estudios incluidos en el metaanalisis para esta funcién, mientras que a la
derecha la estimacién de la medida individual de cada uno con su respectivo intervalo de confianza al 95%.
El eje discontinuo vertical indica la posiciéon del LOR, cuando su valor es 0.

Rutas metabdlicas

Se identificaron 8 rutas significativas: 6 con una mayor activaciéon en hombres y 2 en mujeres

(Tabla 17).
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Tabla 17. Rutas KEGG significativas en el metaandlisis. Se muestran los identificadores de las rutas
KEGG y sus respectivos estimadores de la medida de efecto. Las agrupaciones se han efectuado segin el
valor del logaritmo de odds ratio, de manera que aquellas rutas KEGG que se encuentran como UP se
hallan sobrerrepresentadas en mujeres (LOR > 0); y las representadas como DOWN se encuentran
sobrerrepresentadas en hombres (LOR < 0). LI y LS hacen referencia a los limites inferior y superior del
intervalo de confianza del LOR (al 95%).

1D DESCRIPCION LI 95% LOR LS 9% SEXO
hsa04660 T cell receptor signaling pathway -0.532  -0.397  -0.262 3
hsa04360 Axon guidance -0.425  -0.303  -0.180 3
hsa04144 Endocytosis 0435  -0,3  -0,165 3
hsa04380 Osteoclast differentiation -0,414 -0,29 -0,167 3
hsa05200 Pathways in cancer -0,282  -0,204  -0,127 3
hsa04010 MAPK signaling pathway -0,287  -0,201  -0,115 3
hsa00190 Oxidative phosphorylation 0,285 0,415 0,545 ?
hsa05012 Parkinson's disease 0,285 0,416 0,547 ?

Una vez realizado el metaandlisis de rutas KEGG, se observé que las rutas que aparecian
sobrerrepresentadas en hombres estaban relacionadas con la sefializacion del receptor de los
linfocitos T, con la endocitosis o con el cancer, entre otros; mientras que en las mujeres se observo
una sobrerrepresentacion de las rutas involucradas en la fosforilacién oxidativa y en la enfermedad

del Parkinson.
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5. DISCUSION

A pesar de encontrar un nimero considerable de estudios relacionados con el ACV, la mayoria
de éstos no incluia informacién crucial como es el sexo de los individuos de donde procedian las
muestras. La incorporacion de la perspectiva del sexo es fundamental a la hora de llevar a cabo
los estudios biomédicos, puesto que permite efectuar una investigacién mas acotada y especifica,
pudiendo asi aplicar una terapia de precision. En este trabajo, se ha optado por la eleccién de
aquellos estudios relacionados con el ACV que incluyesen la descripcién del sexo de sus

individuos.

Sélo un grupo reducido de estudios presentaban la informacion del sexo en sus participantes y en
algunos otros estudios fue posible recuperar esta informacién mediante métodos de imputacion
basados en los niveles de expresién de genes especificos relacionados con el sexo. Por ello, es
necesario insistir en la importancia de compartir los datos con informacién completa y de calidad,
tal como se detalla en los estdndares FAIR (Findability, Accessibility, Interoperability,
Reusability) (Wilkinson et al, 2016), garantizando asi la validez y la reproducibilidad de la
investigacion cientifica.

En el presente trabajo se han tenido en cuenta estos principios FAIR, reutilizando asi datos de
estudios anteriores y obteniendo resultados comunes entre estudios divergentes a nivel individual.
Asimismo, todas las herramientas empleadas para el desarrollo de este trabajo estan disponibles
en el repositorio GitLab, facilitando de esta forma su accesibilidad y reutilizacién para otros
proyectos.

Son escasos los estudios que han decidido realizar un abordaje por diferencias de sexo en el ACV
(Li et al, 2016; Xie et al, 2020). En el caso del primero de los articulos, Li y colaboradores
llevaron a cabo un analisis integrativo de los dos estudios que hallaron, identificando asi genes
diferencialmente expresados en 3 comparaciones diferentes (individuos controles frente a
pacientes de ictus; hombres frente a mujeres, agrupados en controles o pacientes; y jovenes frente
a ancianos, agrupados en controles o pacientes). No obstante, en este andlisis no se efectiia una
comparacién completa entre mujeres y hombres enfermos. Asi pues, no se lleva a cabo el
metaanalisis de los genes diferencialmente expresados.

En este trabajo, se presenta una estrategia més robusta por diversos motivos. A pesar de sélo
encontrar 2 estudios que integraban la informacion del sexo, se ha optado por la imputacion de
dicha variable en estudios que no la incluian en los metadatos, pero si en el articulo asociado.
Comprobar que esta imputaciéon ha resultado satisfactoria ha posibilitado la inclusion de un
mayor numero de estudios en este trabajo. Asimismo, se ha efectuado un metaandlisis de todos
los estudios hallados, obteniendo funciones y rutas metabdlicas de mayor significancia estadistica
que un anélisis individualizado (Ahn y Kang, 2018).

En el metaandlisis funcional relacionado con los procesos biologicos de la GO (Tabla 14),
unicamente se han identificado funciones sobrerrepresentadas en hombres. Dichas funciones estan
relacionadas con el desarrollo de eritrocitos (G0O:0048821), donde una elevada amplitud de
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distribucién eritrocitaria puede estar asociado con la arteriosclerosis carotidea y embolismo
cerebral, conduciendo asi a un ACV isquémico (Ekici Giinay y Giinay, 2020; Feng et al, 2017),
por lo que un indice elevado de esta medida podria emplearse para anteponerse frente a estas
condiciones y remediarlas antes de que se manifieste el ictus. Asimismo, se ha hallado la funcién
de organizacién del citoesqueleto de actina (GO:0030036), la cual es crucial para el
mantenimiento de la integridad de las células endoteliales (EC). En condiciones fisiologicas, las
EC cerebrales se fusionan mediante uniones intercelulares, asi como las tight junctions y las
uniones adherentes (Wallez y Huber, 2008). La integridad de estas uniones endoteliales se disuelve
cuando se produce una isquemia, aumentando asi la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica. Dicha permeabilidad permite la entrada de leucocitos, citoquinas, quimiocinas
y metaloproteinasas de matriz (MMP), exacerbando asi el dano de la unidad neurovascular (del
Zoppo, 2009; Dimitrijevic et al, 2006). Es por ello por lo que es de elevada importancia restaurar
la integridad y la organizacion del citoesqueleto para proteger el cerebro de un ACV isquémico.
En cuanto a la degranulacién plaquetaria (GO:0002576), existen evidencias que vinculan el efecto
patoldgico plaquetario con eventos de isquemia cerebral (del Zoppo, 1998), donde la formacién
de trombos a partir de agregaciéon de plaquetas, asi como la activaciéon de protrombina y
plasminégeno, ha conducido a ACV isquémicos. Por otro lado, GO:0019221 y GO:0006954 estan
relacionados con la ruta de senalizaciéon de las citoquinas y la respuesta inflamatoria,
respectivamente. A pesar de que muchos de los aspectos de la respuesta inflamatoria presentan
beneficios para la restauracion de la homeostasis, existe un dafnio colateral que contribuye al dano
producido por la isquemia (Anrather y Iadecola, 2016). La respuesta inflamatoria después de un
accidente cerebrovascular es una forma importante de eliminar el tejido necrético de la lesién
cerebral, pero una respuesta inflamatoria excesiva también puede causar dano inflamatorio
secundario. Aunque la inmunosupresién inducida por accidente cerebrovascular es un mecanismo
de retroalimentacion protectora necesario para que el cuerpo resista las lesiones inflamatorias,
también es un factor de riesgo importante para los pacientes con accidente cerebrovascular, que
podria reducir su defensa inmunolédgica, aumentar la susceptibilidad a las infecciones, conducir a
complicaciones infecciosas graves y aumentar la mortalidad por accidente cerebrovascular. Por
lo tanto, mantener el equilibrio entre proinflamacién y antiinflamaciéon es crucial para la

recuperacién de los pacientes con ACV isquémico (Xie et al, 2020).

En cuanto a las funciones moleculares (Tabla 15), se obtuvieron términos sobrerrepresentados en
hombres relacionados con el anclaje celular, tanto las integrinas (GO:0005178) como cadherinas
(GO:0045296).

Las integrinas son proteinas transmembranales que, unidas a las proteinas de la matriz
extracelular, se encargan del mantenimiento de la integridad de la barrera hematoencefilica,
entre otras funciones (Hynes, 1992; Takada et al, 2007). Después de un ACV isquémico, los
niveles de expresién de diversas integrinas aumentan ya que se incrementa la expresién del factor
de crecimiento vascular endotelial (Abumiya et al., 1999). Por consiguiente, aumenta la expresién
de proteinas degradadoras de la matriz extracelular (MEC), asi como MMP-2 o MMP-9 (Edwards
y Bix, 2019), inicidndose asi la angiogénesis. Este fenémeno permite el suministro de oxigeno y
nutrientes a la zona afectada, aunque una formacién de vasos prolongada puede derivar en una
permeabilidad crénica de la barrera hematoencefélica (Sandoval y Witt, 2008). Respecto a las
cadherinas, se ha visto que, en situaciones de hipoxia, la expresién de cadherinas endoteliales
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disminuye, resultando en un aumento de la permeabilidad de esta barrera y produciendo asi un
efecto patofisioldgico que podia derivar en un edema vasogénico cerebral o en una inflamacién
severa. Andlogamente, la cadherina vascular endotelial se halla altamente expresada, pudiendo
reconstruir y restaurar la barrera hematoencefélica. (Orsenigo et al, 2012). Es por ello que tanto

las integrinas como las cadherinas podrian ser dianas a tener en cuenta para hacer frente a un

ACV.

Por otro lado, en el caso de las mujeres se obtuvo una sobrerrepresentaciéon del término
GO:0003735, el cual hace referencia a los ARN ribosomales, moléculas que contribuyen a la
integridad estructural del ribosoma. El equipo de Xie (2020) realiz6 un andlisis de integracién
bioinformética de diferencias de sexo del ribosoma donde los genes que resultaron
diferencialmente expresados se sometieron a un enriquecimiento funcional. Se encontré que las
mujeres responden mejor a la inmunosupresion inducida por ACV, y que los genes relacionados

con los ribosomas desempenan funciones importantes en dicha inmunosupresion.

Respecto a los términos GO relacionados con los componentes celulares (Tabla 16), se obtuvo
como resultado una sobrerrepresentacién en hombres de los términos relacionados con la MEC
(GO:0062023). Cuando se produce un ACV, numerosos cambios se producen en la MEC cerebral.
Se ha visto que una hemorragia subaracnoidea resulta en una disrupcién de la barrera
hematoencefilica. Esta alteracion provoca que el coldgeno que compone la MEC se degrade a
causa de la entrada de proteinas proteoliticas, asi como las MMPs, resultando asi en una mayor
disrupcion de la barrera hematoencefalica, inflamacién secundaria, edema, entre otros efectos
(Bingham, 1982; del Zoppo, 2009; Fukuda et al, 2004; Schéller et al., 2007). Es por ello por lo
que se propone en este trabajo la inhibicién de las MMPs para la reduccién de los efectos del
ictus.

Por otra parte, GO:0005759, GO:0005743, GO:0005762 y GO:0005763 eran algunos de los otros
términos que se hallaron sobrerrepresentados en mujeres. Dichos términos hacen referencia a la
integridad mitocondrial. La disfuncién mitocondrial es la caracteristica principal que se observa
durante el inicio de la fisiopatologia del accidente cerebrovascular. Por lo tanto, dirigirse a las
vias moleculares involucradas en la patologia del ictus, como la sobreproducciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la sobrecarga de Ca®" mitocondrial o la inflamacién representa una
estrategia prometedora para atenuar el dano y la muerte celulares (Carinci et al, 2021). Entre
los mecanismos de protecciéon mitocondrial, la transferencia mitocondrial y la transmitofagia se
han convertido en el centro de atencién, ya que ambas estrategias estan dirigidas a la reposicion
de mitocondrias sanas en las células danadas. Esta mayor comprensién de la implicacién de la
mitocondria en el ictus destaca una nueva perspectiva sobre el desarrollo de enfoques terapéuticos
para esta enfermedad, siendo una de las tendencias modernas de la rama neurolégica de la
medicina regenerativa el uso de células madre como fuentes sustitutas de mitocondrias funcionales

para las células amenazadas por isquemia.

Por lo que respecta a las rutas KEGG (Tabla 17), las ruta relacionada con la senializacién de los
receptores de los linfocitos T (hsa04660) y con la gufa axonal (hsa04360) se encontraron
sobrerrepresentadas en hombres.
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Un ntmero creciente de investigadores ha descubierto que los linfocitos T estan involucrados de
manera vital en la aparicién y progresién del ACV isquémico. Estas células no sélo promueven
la aparicién de la inflamacion al infiltrarse en el cerebro lesionado en las primeras etapas después
de la isquemia (Gill y Veltkamp, 2016), sino que también ejercen efectos sobre la reparacién y
mejora funcional en la etapa tardia después de este tipo de accidente (Liesz et al, 2009). Este
tipo de linfocitos desempenian un papel indispensable a largo plazo después de un accidente
isquémico a través de mecanismos como la remodelacién y revascularizacién tisular (Stubbe et

al., 2013) y, por lo tanto, son un nuevo objetivo para el tratamiento clinico del ictus.

Por otro lado, la senalizacion de la guia axonal estd involucrada principalmente en la formacién
de la red neuronal. Los axones estan guiados por una variedad de factores de guia, asi como
netrinas o efrinas, involucradas en rutas de transduccién de sefiales que convergen en la extension,
repulsién y atraccién axonales, siendo también de gran relevancia la ruta de sefalizacion de las
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) (hsa04010). En el contexto de esta
enfermedad, se ha visto que la netrina-1 regula la angiogénesis cerebral, permitiendo el aumento
de suministro de oxigeno y nutrientes en las zonas donde se ha producido el accidente. Asi pues,
los nuevos vasos sanguineos actiian como estructuras para la migraciéon de los neuroblastos a las
zonas afectadas (Ding et al., 2014).

En cuanto a las rutas sobrerrepresentadas en mujeres, destacan la fosforilacién oxidativa
(hsa00190) y la enfermedad de Parkinson (EP) (hsa05012).

La fosforilacion oxidativa es la via metabdlica en la que las células utilizan enzimas para oxidar
los nutrientes, liberando asi la energia quimica almacenada dentro de los nutrientes para producir
trifosfato de adenosina (Schmidt-Rohr, 2020). Un estudio anterior demostré que las variantes
mitocondriales comunes influyen en el riesgo del ACV isquémico (Anderson et al, 2011). El
genoma mitocondrial es vital para el ensamblaje del sistema mitocondrial de fosforilacion
oxidativa (OXPHOS), pero la mayoria de las proteinas estructurales de OXPHOS estan
codificadas dentro del genoma autosémico. Este sistema mitocondrial consta de 5 complejos que
son necesarios para mantener la homeostasis aerébica y preservar el equilibrio de reduccién /
oxidacion en el entorno celular. Miltiples trastornos raros son causados por mutaciones de genes
OXPHOS, muchos de los cuales dan como resultado fenotipos neurodegenerativos o similares a
accidentes cerebrovasculares, que incluyen convulsiones, infartos metabdlicos y encefalomiopatias
(DiMauro y Schon, 2008). Ademas, OXPHOS juega un papel en la respuesta neuronal y la
recuperacion después del estrés oxidativo (Nicholls, 2008).

Por otro lado, ha resultado sobrerrepresentada la EP en las mujeres. Vinculando esta ruta con el
ictus, los indices de incidencia de EP y ACV aumentan con el envejecimiento (Beilina y Cookson,
2016). Asi pues, la disfuncién mitocondrial y la agregacién anormal de ROS pueden atribuirse a
la asociaciéon positiva entre la EP y el accidente cerebrovascular: el dano oxidativo,
simultaneamente, da como resultado la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas y la
aterosclerosis (Schapira y Jenner, 2011). Ademés, los accidentes cerebrovasculares como el infarto
y la hemorragia estan asociados con el desarrollo de la EP. El ACV aterotrombético, el tipo més
comun de ictus, a menudo refleja una aterosclerosis cerebral mas grave. Las lesiones
aterosclerdticas en el lecho cerebrovascular pueden alterar la permeabilidad endotelial de la
barrera hematoencefalica, lo que permite una mayor exposicion del parénquima cerebral a
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moléculas circulantes por el torrente sanguineo, asi como oxidantes o citocinas, que aumentan el

riesgo de EP.

A pesar de todas las diferencias encontradas en este trabajo, las mujeres se encuentran
infrarrepresentadas en la investigaciones biomédicas (Kim et al, 2010), habiendo gran cantidad
de estudios que no incluyen la variable sexo en sus disefios experimentales. Como se ha visto en
este trabajo, la incorporacién del sexo en los estudios permite la determinacién de biomarcadores
que se pueden emplear en terapia personalizada. Para describir las diferencias de sexo en el ACV,
se llevo a cabo en este trabajo un metaandlisis, una estrategia de estudio que aumenta el poder
y la significancia estadisticos, mejorando la precision de los resultados y respondiendo a preguntas
que no se pueden contestar empleando analisis individuales.
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1. El metaandlisis de estudios transcriptémicos es una estrategia robusta que permite combinar
datos originados de diferentes estudios individuales y seleccionados a partir de una revisiéon
sistematica estricta. Su aplicacién potencia la reutilizacién de datos de otros estudios, cumpliendo
con los criterios FAIR y generando informacién relevante en la caracterizaciéon de las

enfermedades humanas.

2. Se ha identificado en mujeres una sobrerrepresentacion de funciones y rutas relacionadas con
la integridad del ribosoma y la mitocondria, y la fosforilacién oxidativa, previamente descritos y
asociados a la enfermedad.

3. En el caso de los hombres, se detectd una sobrerrepresentacién de funciones y rutas vinculadas
con factores relacionados con la homeostasis de la barrera hematoencefalica, con la respuesta
inmune y con guia axonal, algunos de los cuales habia sido asociados previamente con la
enfermedad.

4. La estrategia aplicada en este trabajo ha permitido identificar y realizar una mejor
caracterizaciéon de diferencias debidas al sexo en ACV, aproximandonos a la necesaria perspectiva
de la medicina personalizada y de precision en los estudios biomédicos.
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Figura A.l. Diagrama de cajas de los valores de expresion de las muestras empleadas en el estudio
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Figura A.2. Andlisis de componentes principales (PCA) de las muestras del estudio GSE16561. Cada color
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Figura A.4. Diagrama de cajas de los valores de expresion de las muestras empleadas en el estudio
GSE22255. Cada color hace referencia a un grupo experimental distinto.
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Figura A.7. Diagrama de cajas de los valores de expresion de las muestras empleadas en el estudio

GSE58294. Cada color hace referencia a un grupo experimental distinto.
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Figura A.10. Diagrama de cajas de los valores de expresién de las muestras empleadas en el estudio
GSE66724. Cada color hace referencia a un grupo experimental distinto.
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