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Resumen

La lesion medular espinal (LM) es una condicion devastadora que provoca
disfuncion motora, sensorial y autbnoma. Las opciones terapéuticas actuales
son limitadas, lo que subraya la necesidad de una mayor comprension de los
mecanismos moleculares asociados a la LM. En este estudio se caracterizaron
las diferentes fases y grados de severidad de la LM a nivel génico y funcional,
centrandose en la identificacion de genes biomarcadores. Nuestra aproximacion
incluy6 una revision sistemética, andlisis transcriptomico individual, metaanalisis
de expresion génica y caracterizacion funcional. Se recopilaron un total de 14
estudios con 273 muestras, lo que permitié identificar genes biomarcadores
especificos de severidad y fase, capaces de clasificar de manera precisa
los perfiles transcriptomicos. Investigamos la posible transferibilidad de los
biomarcadores especificos de severidad y logramos identificar una firma de
12 genes que predice el prondstico de la lesibn a partir de muestras de
sangre humana. Ademads, desarrollamos MetaSCl-app, una aplicacibn web
interactiva disefiada para investigadores, que permite explorar y visualizar
todos los resultados generados (hitps://metasci-cbl.shinyapps.io/metaSCl). Asi,
presentamos una referencia transcriptémica y proporcionamos un marco integral
para evaluar la LM considerando las perspectivas de severidad y tiempo, todo

integrado en una herramienta de facil uso.

Xiii


(https://metasci-cbl.shinyapps.io/metaSCI)




Resum

La lesio medullar espinal (LM) és una condicio devastadora que provoca disfuncio
motora, sensorial i autbnoma. Les opcions terapéutiques actuals sén limitades,
la qual cosa subratlla la necessitat d'una major comprensio dels mecanismes
moleculars associats a la LM. En aquest estudi es van caracteritzar les diferents
fases i graus de severitat de la LM a nivell genic i funcional, centrant-se en la
identificacié de gens biomarcadors. La nostra aproximacié va incloure una revisié
sistematica, analisi transcriptomica individual, metaanalisi d’expressié génica i
caracteritzacio funcional. Es van recopilar un total de 14 estudis amb 273 mostres,
la qual cosa va permetre identificar gens biomarcadors especifics de severitat
i fase, capacos de classificar de manera precisa els perfils transcriptomics.
Investiguem la possible transferibilitat dels biomarcadors especifics de severitat
i aconseguim identificar una signatura de 12 gens que prediu el pronostic de la
lesio a partir de mostres de sang humana. A més, desenvolupem MetaSCl-app,
una aplicacié web interactiva dissenyada per a investigadors, que permet explorar
I visualitzar tots els resultats generats (hitps://metasci-cbl.shinyapps.io/metasci).
Aixi, presentem una referencia transcriptomica i proporcionem un marc integral
per avaluar la LM considerant les perspectives de severitat i temps, tot integrat en

una eina de facil Us.
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Abstract

Spinal cord injury (SCI) is a devastating condition that leads to motor,
sensory, and autonomic dysfunction. Current therapeutic options remain limited,
emphasizing the need for a comprehensive understanding of the underlying
SCl-associated molecular mechanisms. This study characterized distinct SCI
phases and severities at the gene and functional levels, focusing on biomarker
gene identification. Our approach involved a systematic review, individual
transcriptomic analysis, gene meta-analysis, and functional characterization.
We compiled a total of fourteen studies with 273 samples, leading to the
identification of severity- and phase-specific biomarker genes that allow the
precise classification of transcriptomic profiles. We investigated the potential
transferability of severity-specific biomarkers and identified a twelve-gene
signature that predicted injury prognosis from human blood samples. We
also report the development of MetaSCl-app - an interactive web application
designed for researchers - that allows the exploration and visualization of all
generated results (https://metasci-cbl.shinyapps.io/metaSCl). Overall, we present
a transcriptomic reference and provide a comprehensive framework for assessing
SCI considering severity and time perspectives, all integrated into a user-friendly

tool.
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1. Introduccion

La lesion medular (LM) es un proceso patolégico desencadenado tras un dafio
en la médula espinal, sea cual sea su origen (traumatico o no traumatico), que
conduce a graves alteraciones en el funcionamiento del sistema nervioso central
(SNC) con deterioro, generalmente irreversible, de los sistemas sensoriales y

motores, tanto el autbnomo como el somético [1].

Las consecuencias de estas alteraciones son devastadoras para la calidad de
vida de los pacientes. El grado de deterioro funcional dependera de la severidad
y el nivel donde se produzca la lesion, pudiendo derivar en paraplejia (paralisis de
las extremidades inferiores) o tetraplejia (pardlisis en las extremidades superiores
e inferiores). Los fallos en el sistema nervioso autbnomo (SNA) tienen mdaltiples
consecuencias y gran impacto para el paciente, como la pérdida de la sensibilidad

y disfuncion vesical, intestinal o sexual, entre otras [1].

Actualmente la LM no tiene cura, aunque existen abordajes terapéuticos
implantados en la practica clinica, que permiten mejorar en cierta medida la
calidad de vida de los lesionados [1]. Por otro lado, durante las ultimas décadas,
se ha realizado un gran esfuerzo desde la investigacién basica y preclinica,
demostrando el éxito de diversas estrategias desde los modelos animales, en
algunos casos, implementadas en diversos ensayos clinicos [2-5]. Sin embargo,
aun es necesario que se realicen esfuerzos adicionales y coordinados para
dilucidar los mecanismos moleculares que subyacen en la propia LM y que
contribuirdn a mejorar y dirigir de forma mas eficiente las estrategias de terapia.
Una mejor comprension de los procesos que regulan las primeras fases de la

LM permitiria poder controlar su evolucion en los nuevos casos. Asi mismo,



también es importante comprender los procesos que persisten desregulados en
fases cronicas, con el objetivo de disefiar terapias que permitan una recuperacion

funcional en personas con una lesién estable.

1.1. Lesion medular

1.1.1. Etiologia y epidemiologia

La LM es una patologia con una etiologia muy diversa, la cual se divide en
dos grupos principales, la LM traumatica y la LM no traumatica. Las lesiones de
origen traumatico abarcan aquellas que se producen por contusion, compresion o
transeccion de la médula espinal, mientras que las de origen no trauméatico suelen
darse a raiz de enfermedades previas, como tumores, infecciones o problemas
vasculares, entre otros [6]. Estas consideraciones son importantes a la hora de
hablar de la incidencia de la LM, ya que va muy ligada al nivel de desarrollo y
estilo de vida de cada pais o region geogréfica, por lo que el nimero, la proporcion
de causas desencadenantes y el perfil sociodemografico de los pacientes varia
mucho en las diferentes partes del mundo. Ademas, hay que tener en cuenta
gque dar estimaciones precisas es complicado, ya que no suelen existir registros
a nivel nacional, e incluso en paises en vias de desarrollo los datos son tan
limitados que no se puede obtener informacién fiable (Figura 1). Al no haber
métodos estandarizados entre paises para recoger datos epidemiolégicos, las
estimaciones se extrapolan a partir de zonas geogréaficas mas pequefias, como
regiones administrativas, provincias o incluso hospitales, siendo necesario el uso

de estudios poblacionales (prospectivos o retrospectivos) [6—9].
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Figura 1. Incidencia anual relativa de lesiones medulares por millén de habitantes.
La escala en rojo ilustra la incidencia en paises. La escala en azul indica la incidencia
en estados/provincias y regiones. En gris se muestran los paises con falta de datos
epidemioldgicos precisos. Figura extraida de Singh et al. [7].

En paises desarrollados, la incidencia de la LM traumética fluctia de los 15 casos
por millébn en regiones de Europa Occidental o Australia a los 40 casos por millén
en Norteamérica. En estos paises el perfil del paciente tipico son hombres jévenes
cuya causa de la lesién son accidentes de tréfico. La incidencia es de tres a
cuatro veces mayor en hombres que en mujeres, mientras que la edad sigue una
distribucion bimodal, con un maximo de frecuencia entre los 15 y 30 afios, y otro
a partir de los 65 afios [10]. Los accidentes de trafico son la primera causa de LM

traumética, seguida de caidas, eventos violentos y actividades deportivas [6].

Por otro lado, en regiones con conflictos armados como Siria, Yemen, Irak o
Afganistan, la principal causa de LM traumatica es de origen violento, debido a

balas o metralla. En esta misma linea encontramos el estudio realizado por Lugo



et al. [11] en Colombia, en el que el 62 % de los pacientes habian sido lesionados
por armas de fuego. Tan solo el 20 % de los participantes iniciales terminaron el
estudio, debido a la situacion de conflicto del pais que les forzaba a desaparecer

para poder ocultar su identidad.

Finalmente, las caidas son la causa mas frecuente en regiones como el Sureste
Asiatico, y algunas partes del Mediterraneo oriental, Africa subsahariana y
el Pacifico Occidental, principalmente por la falta de medidas de seguridad
en entornos laborales [10]. Aunque las lesiones relacionadas con actividades
deportivas suponen una pequefia proporcion de las lesiones medulares a nivel
global, hay algunas regiones que tienen una mayor incidencia de lesiones
asociadas a estos motivos. Por ejemplo, en Hawai el 12 % de las lesiones estan
relacionadas con el buceo, mientras que en otras regiones de EE.UU. el rango
esta entre el 3y el 6% [12]. Ademas, Derakhshanrad et al. [13] reportaban que
existe una relacion entre el nivel de educacion y la etiologia de la LM traumatica.
Las actividades deportivas (buceo, gimnasia, wrestling) se vuelven una causa mas
comun de LM traumatica a medida que los afios de educacion aumentan, al mismo

tiempo que las lesiones relacionadas con la violencia se vuelven menos comunes.

Las LM no traumaticas también tienen un amplio abanico de causas,
habitualmente consecuencia de enfermedades previas. Aunque de nuevo los
porcentajes varian mucho de unos estudios a otros, las principales razones son
la presencia de tumores, que comprimen la médula espinal, las enfermedades
degenerativas derivadas de desérdenes autoinmunes, las infecciones o los
desordenes vasculares. Ademas, también pueden ser de origen congénito como
la espina bifida [14]. Sin embargo, existe un porcentaje de casos donde la
causa es desconocida, que suele presentarse en pacientes de edad avanzada
y con cuadros clinicos complicados, previos a la lesién, que contribuyen a que

la mortalidad en las lesiones no traumaticas sea mayor que en las lesiones



traumaticas. Cabe destacar que en las lesiones no traumaticas la diferencia de

incidencia entre hombres y mujeres desaparecen [15, 16].

Si nos centramos en las cifras de Espafia, nos encontramos ante la misma
problematica para obtener estimaciones epidemiolégicas precisas. Al carecer
de un Sistema de Registro Nacional de datos epidemioldgicos, es necesario
recurrir a estudios poblacionales autonémicos, asi como atender a las memorias
anuales de los Centros de Referencia Estatales en esta materia, o investigaciones
desarrolladas por entidades privadas [17, 18]. De esta manera, el estudio mas
completo registrado es el de Pérez et al. [17] que evalla la evolucién de incidencia
de la LM en Espafia de 2000 a 2009, a partir de datos obtenidos del Registro
Nacional de Altas Hospitalarias (Conjunto Minimo Basico de Datos, CMBDAH).
Entre 2000 y 2009 se registraron 10274 ingresos por LM traumética, con una

incidencia anual de 23.5 casos por millon.

A comienzos de siglo las lesiones medulares eran debidas principalmente a
causas traumaticas, en concreto accidentes de trafico. Es preciso destacar la
diferencia de incidencia entre sexos, afectando 3.4 veces mas a hombres que
a mujeres. De esta manera, el paciente tipico era un varon de edad media de 35
afos lesionado en un accidente de trafico. Sin embargo, en 2009 se observa una
reduccion del 40.9% de las lesiones por accidentes de trafico y un aumento en
las lesiones causadas por caidas, especialmente entre las personas mayores de
65 afios. Este cambio en la incidencia se debié a varias medidas de seguridad
vial implementadas durante este periodo, que incluyeron el Plan de Accion de
Medidas Especiales de Seguridad Vial 2004-2005, Plan Estratégico de Seguridad
Vial 2005-2008, incremento en la vigilancia y cumplimiento de normas mediante
el aumento de radares y controles de alcoholemia, la introduccion del carnet
por puntos, reforma del Cédigo Penal para la aplicacién del cédigo penal a

comportamientos de riesgo, pudiendo penalizarse con penas de prision, ademas



de una importante inversion en campafias de educacion y concienciacion de la

sociedad (Figura 2) [17].
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Figura 2. Evolucién del nimero de fallecidos, heridos hospitalizados y lesionados
medulares por accidentes de trafico en Espafia de 2000 a 2009. Los datos de fallecidos
y heridos hospitalizados se obtuvieron de la DGT (fecha de consulta 31-05-2024). Las
cifras de lesionados medulares por accidentes de trafico fueron obtenidas de Pérez et al.
[17].

Los datos disponibles mas recientes indican que en Espafia hay unas 1200
nuevas lesiones medulares cada afio con una prevalencia de unas 40 000
personas. Entre las lesiones traumaticas, el 39 % se deben a accidentes de trafico,
mientras que el 55 % son consecuencia de caidas durante actividades deportivas
o de ocio, lo que refleja el éxito de las medidas implantadas por el Plan Estratégico

de Seguridad Vial a principios de siglo [18, 19].

Desde el punto de vista econdmico, se estima que en EE.UU. la LM supone
un coste aproximado por paciente de 523 000 ddlares durante el primer afio
y de 80 000 dolares en los afios posteriores. Sin embargo, estas cifras varian
enormemente en funcion de la regién geografica, la severidad de la lesién o la
edad [6, 20]. A este gran impacto econémico tanto para el sistema sanitario como
para las familias de los pacientes, hay que afiadir las enormes consecuencias que
suponen estas lesiones a nivel personal y social, lo cual hace que resulte de una

mayuscula importancia la investigacion de la LM.

6



1.1.2. La médula espinal en el sistema nervioso

El sistema nervioso se estructura en dos partes, el sistema nervioso central (SNC)
y el sistema nervioso periférico (SNP). EI SNC lo forman el cerebro y la médula
espinal, que se encargan tanto de procesar e integrar toda la informacion que
el individuo percibe del exterior y de los distintos 6rganos del cuerpo, como de
transmitir y ejecutar una respuesta adecuada. Por otro lado, el SNP lo forman
ganglios, nervios y terminaciones nerviosas que conducen la informacién hasta el
SNC y desde el SNC. Asi pues, desde un punto de vista funcional el SNP tiene
un componente sensitivo o aferente, que percibe los estimulos y transmite los
impulsos hacia el SNC, y un componente motor o eferente, que lleva los impulsos
generados por el cerebro hasta los 6rganos efectores. Este componente motor se
subdivide en el sistema nervioso somatico (SNS) y el sistema nervioso autbnomo
(SNA). El SNS lleva los impulsos generados en el cerebro hasta los musculos
esqueléticos, por lo que se encarga de los movimientos voluntarios, mientras
qgue el SNA lleva los impulsos a glandulas, masculo cardiaco o musculo liso,
controlando todos los movimientos involuntarios del cuerpo, como el latido del
corazon o la vasodilatacion en respuesta a cambios de temperatura (Figura 3)
[21].



Sistema nervioso central
Cerebro y médula espinal

Sistema nervioso periférico Sistema nervioso periférico
Impulsos sensoriales (aferentes) Impulsos motores (eferentes)

\

[ Sistema nervioso autonomo } [ Sistema nervioso somatico }

(involuntario) (control voluntario)

‘ Division simpatica ] [ Divisidn parasimpatica J

Figura 3. Organizacién del sistema nervioso. Figura adaptada de Peate y Muralitharan
[21].

Como se indicé anteriormente, la médula espinal forma parte del SNC, siendo el
mediador entre el cerebro y el resto del cuerpo, ya que recibe en todo momento
las sefales percibidas, tanto del exterior como del interior, y envia las respuestas
gue deben realizarse en base a las mismas. Asi, es facil intuir que los dafios en la
médula espinal tendran multiples consecuencias en las funciones del organismo
gue depende de la gravedad de la lesién y del segmento medular afectado,

llegando a poner en riesgo la supervivencia del paciente.

1.1.3. Anatomia de la médula espinal

En humanos, la médula espinal en los adultos mide unos 45 cm de media. A
lo largo de la médula espinal se identifican 31 pares de nervios espinales que
conectan con diferentes regiones del cuerpo: 8 nervios cervicales, 12 toracicos, 5
lumbares, 5 sacros y un nervio coccigeo (Figura 4). Los nervios espinales son
mixtos, es decir, contienen fibras motoras y sensitivas. Los nervios cervicales

controlan los musculos y sensibilidad del cuello, la cabeza y parte de las
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extremidades superiores. Los nervios toracicos inervan el tronco y los érganos
de la cavidad toracica. Tanto los nervios lumbares como los sacros participan en
el control del movimiento y la sensibilidad del tren inferior, asi como en funciones
sexuales, intestinales y vesicales. Finalmente, el nervio coccigeo se asocia con
musculatura del coxis y del recto [21, 22]. Esta organizacion esta evolutivamente

conservada con ligeras variaciones en roedores [23, 24].

Clivus

—Region cervical

. . | ~Region toracica
Médula espinal .

Vértebra

Cono medular

—Region lumbar

Cola de caballo

Disco

\ -Regi6n sacra

Cécceix

Figura 4. Organizacioén de los nervios espinales. Figura adaptada de National cancer
Institute.
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Dada la naturaleza no regenerativa del tejido nervioso, es importante para el
organismo que esté bien protegido frente a dafios. La primera capa de proteccion
es la columna vertebral, que aporta una fuerte defensa rodeando la médula
espinal con tejido éseo. Las meninges son la segunda capa de proteccion,
formada por tres membranas que revisten la médula espinal, ubicadas entre la
caja 6sea y el tejido nervioso: la duramadre (mas externa), la aracnoides y la
piamadre (mas interna). Existe una tercera defensa contra dafios mecénicos en el
espacio subaracnoideo, entre la aracnoides y la piamadre, el cual contiene liquido

cefalorraquideo, que suspende el tejido.

En un corte transversal de la médula espinal se diferencian dos regiones (Figura
5). Internamente, la sustancia gris con forma de H esta formada por dendritas y
cuerpos neuronales, axones amielinicos y células gliales (macro- y microglia). La
funcidn de la sustancia gris es el procesamiento e integracion de los estimulos
percibidos. Alrededor de la sustancia gris, se encuentra la sustancia blanca,
formada principalmente por axones mielinicos de neuronas, a los que debe su
nombre. La mielina es una capa que envuelve los axones para que el impulso
nervioso sea mas rapido, formada fundamentalmente por lipidos, de ahi que
esta region se vea de color blanco. Por ello, la funcién de la sustancia blanca
es mantener la conduccion de los impulsos nerviosos hasta y desde el cerebro
[22, 25].
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Apdfisis espinosa de la vértebra L Meninges:
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Figura 5. Anatomia macroscépica de la médula espinal y la vértebra vistas desde el
plano transversa. Figura adaptada de Saladin [22].

1.1.4. Lalesion medular en humanos

1.1.4.1. Grados de severidad

Dependiendo del segmento medular afectado, la LM se puede presentar como
paraplejia, donde solo se ven afectadas las funciones sensoriales y/o motoras
en las extremidades inferiores, o como tetraplejia, donde se ven afectadas las
funciones de las cuatro extremidades. Por otro lado, la LM puede ser clasificada
como lesion completa o incompleta (Figura 6). Las lesiones incompletas derivan
en diferentes tipos de sindromes dependiendo de las regiones especificas de la
médula espinal que se ven afectadas o preservadas (sindrome medular central,

anterior, posterior o Brown-Séquard, entre otros). Por ejemplo, en el sindrome
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medular central hay una mayor disfunciéon motora en las extremidades superiores
gue en las inferiores. Por otro lado, en el sindrome medular anterior se da una
paralisis motora completa, pérdida de sensibilidad al dolor y la temperatura pero
con preservacion del tacto ligero y la propiocepcién, mientras que en el sindrome
medular posterior sucede lo contrario, hay pérdida de sensibilidad al tacto y
propiocepcion pero se conserva la funcion motora y sensibilidad al dolor y la
temperatura [6]. La American Spinal Cord Injury Association (ASIA) propuso la
escala de deterioro AIS (del inglés, ASIA Impairment Scale), que es el método
mas frecuente para clasificar la LM de acuerdo a la severidad y la prognosis,
estableciendo una escala de cinco grados (A-E), de la mas a la menos severa
[26]. Se basa en gran parte en el concepto de preservacion aa, de forma que
las lesiones incompletas son aquellas en las que se mantiene en algun grado la

sensacion perineal, la contraccion anal voluntaria y/o la flexién del dedo gordo del
pie [6].

Grado A (lesién completa). No se conserva ninguna funcién motora o sensorial

por debajo de la lesion, incluyendo los segmentos sacros S4-S5.

Grado B (lesidn sensorial incompleta). La funcion sensorial, pero no la motora,
se conserva por debajo del nivel neurolégico de la lesion, incluidos los segmentos

sacros distales (S4-S5).

Grado C (lesién motora incompleta). Se conserva la funcién motora por debajo
del nivel neurologico de la lesion, y mas de la mitad de los musculos clave por
debajo del nivel neuroldgico tienen una fuerza muscular menor de 3. El grado 3
de fuerza muscular implica movimiento activo, rango completo de movimiento y

antigravedad.

Grado D (lesién motora incompleta). Se conserva la funcién motora por debajo

del nivel neuroldgico de la lesién, y al menos la mitad de los musculos clave por
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debajo del nivel neurologico tienen una fuerza muscular de 3 o mayor.
Grado E (normal). La funcion motora y sensorial son normales.

Paraplejia Tetraplejia

Incompleta Completa Incompleta Completa

AR

[] Funcién normal

B Alteracidn de la funcién motora
[ Alteracién de la funcién sensorial

Figura 6. Comparacion de la paraplejialtetraplejia completa e incompleta. Figura
adaptada de O’Phelan y De Jesus [27].

1.1.4.2. Evolucién fisiopatoldgica de la lesion medular: fases temporales

Salvando las diferencias anatomicas y funcionales de cada segmento medular, la
fisiopatologia de la LM a nivel celular y molecular es comun. La fisiopatologia
de la LM tiene dos fases, la lesién primaria y la lesidbn secundaria. La lesion
primaria implica el dafio mecéanico inicial producido en la médula espinal. Este
dafio lleva a la rotura de los axones, vasos sanguineos y membranas celulares,
por lo que se interrumpe el impulso nervioso y el flujo sanguineo, causando shock
espinal (pérdida de todas las funciones neuroldgicas), hipotension sistémica,
vasoespasmo, isquemia (disminucion del flujo sanguineo), desbalance iénico

y acumulacion de neurotransmisores. Estos eventos desencadenan la lesion
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secundaria, que comienza minutos después del trauma inicial y continua durante
semanas 0 meses, causando un dafio progresivo del tejido sano que rodea la

lesion, aumentando su tamafio [28, 29].

Aunque en funcion del tiempo no hay una clasificacion estricta o estandarizada, la
fase secundaria puede ser dividida en cuatro fases: aguda (0-3 dias), subaguda
(4-14 dias), fase intermedia o crénica temprana (15 dias a 6 meses) y cronica
tardia (>6 meses) [6, 30, 31].

A. Fase aguda (0-3 dias). La fase aguda esta marcada por un conjunto de
alteraciones sistémicas y locales, que incluyen alteraciones de los mecanismos

vasculares, desequilibrio idnico y una gran respuesta del sistema inmune.

La médula espinal estd ampliamente vascularizada, especialmente la materia gris,
por lo que al romperse los vasos hay una gran hemorragia que produce edema
(retencion de liquidos en los tejidos) e isquemia. Ademas, debido a la rotura de la
barrera hematoencefalica, hay una entrada de células inflamatorias y citoquinas

pro-inflamatorias, que raramente se ven en el SNC [31].

La combinacién del dafio mecanico celular con la isquemia hace que se pierda
la homeostasis io6nica, desregulandose las concentraciones de sodio, potasio,
calcio, glutamato y otras moléculas. El glutamato es el principal neurotransmisor
excitatorio del SNC, por lo que al liberarse al medio extracelular se produce una
excitotoxicidad debido a la activacion excesiva de sus receptores. La activacion
de estos receptores hace que entre calcio a las células y se acumule en el citosol o
en diferentes organulos, poniendo en marcha mecanismos de apoptosis mediante

la activacion de fosfolipasas, proteasas y fosforilasas [29—-32].

En esta situacién de estrés celular, se producen radicales libres que dafan

las proteinas, &cidos nucleicos y lipidos. Los radicales libres reaccionan con la
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membrana celular mediante peroxidacion lipidica, alterando su estructura, por lo
que hay un aumento de la permeabilidad de iones, favoreciendo la desregulacion
de la homeostasis i6nica, que finalmente lleva a la induccion de la apoptosis
[29-32].

Dada la gravedad de la lesiéon y el conjunto de dafios producido, el sistema
inmune respondera de manera muy contundente para intentar contener el dafio
y restablecer la homeostasis. En esta respuesta inmune, la inflamacion juega
un papel clave, siendo un proceso de gran complejidad que incluye a multiples
poblaciones celulares y moléculas mediadoras intercelulares. Los mecanismos
de inflamaciébn empiezan inmediatamente y algunos persisten hasta varios
meses después. Tras el trauma, la microglia residente se activa mientras los
linfocitos infiltrados por la rotura de los vasos sanguineos comienzan a liberar
citoquinas y especies reactivas de oxigeno (ROS). Tanto la microglia activada
como los linfocitos liberan moléculas pro-inflamatorias como citoquinas IL-6, IL-1,
interferones o TFN-a, permitiendo una mayor extravasacion de linfocitos y mayor
dafio tisular. En respuesta a estas moléculas llegan neutrdéfilos, que aumentan
la cantidad de tejido dafiado al liberar proteasas y generar ROS, elevandose por
tanto la liberacion de sefales pro-inflamatorias. Los macrofagos se ven atraidos
por estas sefiales y comenzaran a fagocitar el tejido dafiado y a liberar moléculas

pro-inflamatorias [29-32].

Como se ha visto, en la fase aguda hay una cascada de mecanismos moleculares
gue son consecuencia del traumatismo inicial y que se retroalimentan, agravando
la lesién. La respuesta inflamatoria es muy importante para eliminar los desechos
celulares y reparar los tejidos, sin embargo, una respuesta exagerada produce
dafo del tejido sano y exacerbacion de la lesion [29-32]. La Figura 7 muestra
de manera esquematica los procesos patoldgicos que suceden tras una lesion

traumatica durante la lesion primaria y la fase aguda.
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Figura 7. Vision general de eventos fisiopatoldogicos en la lesién primaria y
secundaria tras un traumatismo. Figura adaptada de Ortega et al. [29].

B. Fase subaguda (4-14 dias). Los astrocitos son células con numerosas
funciones importantes para las neuronas, como soporte, aporte de nutrientes
o eliminacién de nutrientes. En la fase subaguda los astrocitos comienzan a
crecer tanto por hiperplasia como por hipertrofia, es decir, aumentan en nidmero
y en tamafo alrededor de la lesién para formar una cicatriz inhibitoria 7. Esto
es beneficioso y perjudicial al mismo tiempo. La formacién de la cicatriz permite
separar la inflamacion de los tejidos sanos para minimizar que se extiendan los
dafios secundarios descritos en la fase aguda. Sin embargo, en el futuro la cicatriz
inhibitoria supondra una barrera fisica y quimica que impedira la regeneracion

axonal [6, 33, 34].

Ademas de los astrocitos, también hay una activacion de diferentes poblaciones
del sistema inmune, como la microglia residente y macrofagos y linfocitos
infiltrados [6]. Tanto microglia como macrofagos pueden polarizar en los fenotipos

M1 (pro-inflamatorio) como M2 (pro-regenerativo). Una polarizacion exacerbada
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de M1 crea un ambiente neurotoxico que impide la neuroregeneracion y puede
contribuir a una extension de la lesion secundaria. Por otro lado, el fenotipo M2
se asocia con un ambiente anti-inflamatorio que promueve un entorno favorable
para la remodelacién de tejido, crecimiento isla y la proliferacion/diferenciacién
de progenitores de oligodendrocitos [29]. Por el contrario, rara vez se encuentran
neutréfilos en la fase subaguda, por lo que su accidén quedaria limitada a la fase
aguda [28].

C. Fase intermedia o crénica temprana (15 dias a 6 meses). Este es un periodo
de transicion hacia la fase cronica que se caracteriza por una maduracion de
la cicatriz inhibitoria. La disminucion de la respuesta inflamatoria da lugar a un
intento de remielinizacion y a reorganizaciones de la matriz extracelular, circuitos
neuronales y vasculares, aunque insuficiente para producir una recuperacion

funcional significativa [6, 35].

D. Fase crénica tardia (>6 meses). Esta fase se extiende a lo largo de la
vida de los pacientes y se caracteriza por la maduracion y estabilizacion de la
lesion y por tanto, de los déficits funcionales. Puede darse cierta recuperacion
funcional derivada de mecanismos enddgenos de remielinizacion. Sin embargo,
la regeneracion resulta ineficaz dada la magnitud de sefiales inhibitorias, el
persistente estado de inflamacion y la falta de factores de apoyo en el ambiente
celular [6, 28, 36]. En la Figura 8 se representa de manera esquematica una
comparacion entre la médula espinal sana vy la lesionada, en la cual se observan
diferentes tipos celulares del sistema inmune, rotura y desmielinizacion de los

axones y la formacion de una cicatriz inhibitoria, entre otros procesos.
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Figura 8. Comparacién de la composicién estructural y celular de la médula espinal
sana y lesionada. OPCs, Oligodendrocyte progenitor cells; PGCS, proteoglicanos de
condroitin sulfato. Figura adaptada de Alizadeh et al. [28].

1.1.5. Larata como modelo de estudio

Los modelos animales en LM histéricamente han incluido gatos, perros, cerdos,
primates no humanos, ratones y ratas [32, 37]. Sin embargo, la rata se ha
consolidado como el modelo experimental mas utilizado en la investigacion basica

de la LM, habiendo contribuido enormemente al entendimiento de su fisiopatologia
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y al desarrollo de aproximaciones terapéuticas. El uso de ratas tiene multiples
ventajas como su facil manipulacion, bajo coste y la existencia de protocolos bien
establecidos y estandarizados para realizar las lesiones y para el estudio funcional

motor y sensitivo [37, 38].

Por otro lado, la anatomia y las respuestas fisiopatoldgicas a la LM de las ratas se
asemejan a la humana. Por ejemplo, al igual que los humanos las ratas desarrollan
cavidades quisticas en la lesion, lo que no ocurre en ratones. La mayoria de
lesiones vistas en humanos pueden ser replicadas en ratas, incluyendo LM
completas e incompletas a diferentes niveles [37]. Existen diferentes modelos
experimentales que permiten generar tipos de lesién clinicamente relevantes,
como la lesién por contusion, compresion, hemiseccion o transeccion, entre otros
[39].

Las lesiones por contusion son muy utilizadas ya que modelan con bastante
fidelidad las lesiones producidas por impactos en humanos. Se realizan con un
dispositivo que deja caer un peso. De esta manera, se pueden originar lesiones
de mayor o menor severidad ajustando la fuerza con la que impacta el peso en
la columna Figura 9. Las lesiones por compresion también imitan la patologia
observada en humanos. Se realizan con pinzas o clips, generando lesiones mas

severas prolongando el tiempo o la fuerza de compresion.
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Figura 9. Esquema del dispositivo de contusion mecanico. El peso cae sobre la
médula espinal expuesta con una fuerza establecida. Figura adaptada de Ridlen et al.
[40].

En las lesiones por transeccion se corta completamente la médula o se retira
completamente parte de ella. Las lesiones por transeccidén son poco frecuentes en
humanos, aunque es util para estudiar estrategias que permitan la regeneracion
y union de los axones. A veces también se utiliza una hemiseccion lateral porque
se preserva la integridad y funcionalidad de uno de los lados, lo que permite una
mayor supervivencia de los animales, siendo mas util a la hora de estudiar los

mecanismos de recuperacion funcional.

En cuanto a la duracion de las fases temporales, las fases agudas serian similares
a las establecidas en humanos, siendo la fase aguda menor a 7 dias y la subaguda
de 1-2 semanas [41]. En las fases cronicas varian los tiempos ya que estas

ratas tienen una esperanza de vida de unos 3 afios y una mayor capacidad de
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recuperacion, alcanzando la fase cronica en aproximadamente un mes, en lugar

de en 6 como en humanos [42].

Sin embargo, es importante destacar que existen diferencias que impiden la
extrapolacion directa de resultados a humanos, como el tamafio corporal, la
sefializacion molecular y variaciones anatémicas, ademas de los mecanismos
intrinsecos de recuperacion funcional. Por ello, la investigacion en modelos
animales mas grandes, como primates no humanos, previos a la realizacion
de estudios traslacionales es muy recomendable, a pesar de que no todos los

ensayos clinicos actuales se han trasladado desde estudios en primates [41, 43].
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1.2. TranscriptOmica

El ADN codifica toda la informacién necesaria para determinar las propiedades
y funciones de cada célula. Para ello, la informacién contenida en el
ADN se transcribe, sintetizando moléculas de ARN mensajero (ARNm), que
posteriormente seran traducidos para generar proteinas, las cuales son las
ejecutoras de los procesos celulares. Al conjunto de ARNm de un tejido o
tipo celular, en un momento dado, se le denomina transcriptoma. Disponer
de herramientas que permiten detectar y cuantificar simultineamente todos
los transcritos presentes en las células ha supuesto un enorme avance en el

conocimiento de muchas enfermedades y de la biologia en general [44].

Existen dos principales tecnologias de analisis de expresidon génica, los
microarrays y el RNA-seq (del inglés, RNA sequencing). Los microarrays fueron
los primeros en desarrollarse, siendo la tecnologia dominante y mas popular
durante la primera década de este siglo. Consisten en un chip con sondas fijadas
de ADN de una sola hebra, complementarias a los transcritos preestablecidos que
se van a medir. Estos son marcados con fluorocromos o con radioactividad, por
lo que al hibridar con su sonda complementaria pueden detectarse y cuantificarse
mediante analisis de imagen. En este caso la cuantificacion es relativa, ya que
se comparan los niveles de expresion de los genes de dos muestras bioldgicas

diferentes [45, 46].

El RNA-seq empez6 a ganar popularidad durante la segunda década hasta llegar
a establecerse como técnica predominante para cuantificacion de la expresion
génica. Se basa en la secuenciacion masiva de los transcritos, lo que le confiere
ciertas ventajas, como una mayor resolucion o la capacidad de identificar nuevas

isoformas, ya que no se limita a identificar transcritos preestablecidos. Sin
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embargo, hay que destacar que los microarrays siguen siendo una metodologia
utilizada al requerir un menor coste econémico y computacional, por lo que la
eleccion de una u otra tecnologia depende de los objetivos concretos del estudio

y los gastos que se pueden asumir [45, 46].

Actualmente estan empezando a usarse cada vez mas RNA-seq de célula Unica
0 scRNA-seq (del inglés, single-cell RNA sequencing), con el que se puede
estudiar el transcriptoma de las células individuales que forman un tejido, lo
gue permite identificar, cuantificar y caracterizar los diferentes tipos celulares
existentes. Esto representa una ventaja con respecto al RNA-seq tradicional, en el
gue se observa la expresion promedio de cada gen en todo el tejido. Sin embargo,
el scRNA-seq también tiene importantes limitaciones, ya que el gasto econémico
y computacional es mucho mas elevado, ademas de generar datos mas ruidosos
y menos sensibles, que dificulta su tratamiento y analisis estadistico [47, 48]. Los
primeros estudios de LM traumatica utilizando scRNA-seq se publicaron a partir
de 2020, usando como modelo de estudio el ratén. Hasta 2022 no se publico el
primer estudio de scRNA-seq de LM en rata, lo que ilustra la novedad y el auge

de esta nueva tecnologia [49].

La tecnologia que esta emergiendo mas recientemente es la transcriptdmica
espacial, que mediante la combinaciéon de scRNA-seq con otros métodos para
estudiar la disposicion y expresion génica de los diferentes tipos celulares en un
tejido, con resolucion a nivel de célula Unica. Aunque todavia se estan poniendo
a punto la eficacia de las técnicas y andlisis de transcriptomica espacial, promete
ser una herramienta muy potente para comprender la compleja heterogeneidad

celular y su dinamica espaciotemporal en la LM [49, 50].
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1.2.1. Estrategias de andlisis transcriptémicos

1.2.1.1. Andlisis de expresion diferencial

El analisis de expresion diferencial es la técnica por antonomasia en estudios
transcriptomicos. Su objetivo es comparar el nivel de expresién de los genes
entre dos 0 mas grupos experimentales, (p. ej. enfermo vs control) para detectar
diferencias significativas en genes que se up/down-regulan cuando se pasa de un

estado a otro.

La obtencién de listas de genes diferencialmente expresados es muy util a la
hora de encontrar biomarcadores que permitan, por ejemplo, diagnosticar una
enfermedad o predecir cual sera su progresion. De la misma manera, estos genes
también pueden ser dianas para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.
Con un analisis de expresion diferencial también se genera un perfil o firma
transcripcional, el cual es caracteristico de cada sistema biolégico. Esto facilita
su comparacién con otros sistemas de interés, lo que resulta interesante, por
ejemplo, para observar la evoluciéon de las diferentes fases de una enfermedad
[51-53].

1.2.1.2. Caracterizacion funcional

Los analisis de caracterizacion o enriquecimiento funcional son un paso habitual
tras realizar un analisis de expresion diferencial. El objetivo es identificar en qué
procesos Yy funciones celulares estan implicados los genes desregulados en el
estudio, lo que resulta de enorme utilidad a la hora de comprender un sistema

biolégico y generar hipotesis que guien nuevas investigaciones.
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Estas funciones hacen referencia a grupos de genes relacionados por
propiedades biolégicas de interés, es decir, son conjuntos de genes que
comparten anotaciones extraidas de cualquier base de datos, por ejemplo, las

rutas metabolicas donde participan [54].

Existen diferentes métodos de enriquecimiento funcional. A continuacion taran
tres de los mas habituales y que han sido utilizados en este trabajo: analisis
de sobrerrepresentacion (ORA, del inglés over-representation analysis), analisis
de grupos de genes (GSA, del inglés gene set analysis) y analisis de redes de
interaccion proteina-proteina (PPI, del inglés protein-protein interaction) (Figura
10).

Los ORA forman parte de la primera generacion de métodos de enriquecimiento
funcional. Como input se parte de una lista de genes de interés, por ejemplo,
los genes diferencialmente up o down-regulados. Después, para cada funcion, se
compara la frecuencia de genes que tienen dicha anotacion en la lista de interés
con la frecuencia de genes que tienen la anotacion en un conjunto de referencia,
que suele ser el genoma completo. Aplicando un test estadistico (test exacto de
Fisher, hipergeométrico, Chi-cuadrado, etc.), se evalla si la proporcién de genes
que realizan una funcién dada es mayor de lo que cabria esperar por azar, en tal
caso, se dice que esa funcién esta sobrerrepresentada o enriquecida. Finalmente,

dado que para cada funcion se hace un test, se realiza un ajuste de p-valores [55].
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Figura 10. Resumen de tres tipos de métodos de caracterizaciéon funcional. (A) Los
métodos basados en la sobre-representacion examinan si alguna ruta esta mas presente
en una lista de genes de interés de lo que cabria esperar por azar en comparacién con un
conjunto de referencia (DEG, differentially expressed genes). (B) Los métodos basados
en rankings primero se ordenan todos los genes en base a su expresion (p. ej. de mayor
a menor logFC) y luego calcula si los genes de una misma funcion tienden a agruparse
en la parte superior o inferior de la lista ordenada. (C) En los métodos basados en redes
se construye la red en base a las interacciones (fisicas o funcionales) de los nodos, lo
gue permite su posterior analisis topoldgico y funcional (PPI, protein-protein interaction).
Figura adaptada de Zhao et al. [56].

Posteriormente, surgié una segunda generacion de métodos de enriquecimiento
funcional disefiados para solventar las limitaciones asociadas con los métodos
ORA. Por un lado, los resultados se pueden ver sesgados ya que el criterio
de seleccion de genes es arbitrario. Por otro lado, también se asume que los
genes son independientes y aportan el mismo peso a un proceso bioldgico
[56, 57]. En los métodos GSA se utilizan todos los genes disponibles en el
experimento, y ademas se les da un peso diferente a cada uno de ellos en base
de una puntuacion biolégica, como puede ser el logFC o el p-valor del andlisis
de expresion diferencial. De esta manera se define un ranking de los genes de
acuerdo a su expresion diferencial, teniendo en cuenta la direccion del cambio de
expresion, es decir, si los genes estan up o down-regulados. Esto se acercaria
mas a la realidad ya que se esperaria que moédulos de genes que trabajan en una
misma funcion celular tuvieran un cambio de expresion coordinado. Al igual que

en los ORA, existen diferentes estrategias para determinar si un médulo de genes
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tiende a situarse en la parte superior o inferior del ranking, por ejemplo, mediante

un test de Kolmogorov-Smirnov o usando una regresion logistica [57, 58].

Otro de los analisis funcionales mas comunes en bioinformatica son los analisis
de redes PPI. En las redes PPI, los nodos representan las proteinas, mientras que
las aristas que los unen son las interacciones entre ellas. STRING es la base de
datos por antonomasia para llevar a cabo este tipo de analisis, de hecho, tan solo
su version 11 cuenta con mas de 14 000 citas [59]. Para realizar un analisis de
redes PPI primero hay que seleccionar una lista de genes de interés. Después,
con ellos se construye una red a partir de las interacciones disponibles en una
base de datos, que en el caso de STRING pueden ser tanto interacciones fisicas
como funcionales. Una vez construida, se obtiene un p-valor de enriquecimiento
de la red con el que se determina si tiene més conexiones de las que cabria
esperar por azar para ese mismo numero de nodos, lo que sugeriria la relacion
funcional entre las proteinas evaluadas. Para identificar las funciones que esta
llevando a cabo la red, STRING también realiza un ORA a partir de la lista de
genes introducida, usando diferentes bases de datos como referencia. Por otro
lado, también es interesante llevar a cabo un analisis topolégico de lared. STRING
permite identificar hubs, es decir, grupos de proteinas con un nimero muy alto
de conexiones entre ellas, en comparacion con otras de la red. De esta manera,
realizando un ORA de las diferentes subredes se pueden identificar los papeles

funcionales particulares en los que intervienen cada una de ellas [60-62].

Considerando todo lo anterior, la eleccibn de un método u otro dependera del
contexto y los objetivos a cumplir. Cuando se quiere caracterizar funcionalmente
un perfil transcriptomico completo, un GSA ofrecera resultados mas potentes
y precisos, que los generados por un ORA. Sin embargo, cuando se pretende
caracterizar listas de genes que han sido seleccionadas por otros medios

diferentes a un andlisis de expresion diferencial u otro en los que no hay un

27



ranking, aplicar un ORA es una manera optima de obtener informacion funcional.
Ademas, si este va acomparfiado de un andlisis de redes PPI se puede incrementar

la comprension de los procesos biolégicos que se estan llevando a cabo.

1.2.2. Metaanadlisis de expresidon génica

Desafortunadamente, las listas de genes diferencialmente expresados entre los
distintos estudios pueden mostrar una alarmante falta de coincidencia cuando
distintos laboratorios investigan el mismo sistema biolégico. Este hecho se explica
por el pequefio tamafio muestral que se suele utilizar en este tipo de experimentos,
las diferencias en los protocolos, instrumentalizacién y en ultima instancia, en las

estrategias de andlisis computacional y métodos estadisticos empleados [63—65].

Dicha falta de robustez y reproducibilidad puede llevar a resultados conflictivos
o inconclusos. Por ello, estrategias basadas en revisiones sistematicas y
metaanalisis son fundamentales para resumir la evidencia de manera precisa y
fiable. La revision sistematica identifica y selecciona todos los posibles estudios
relacionados por un mismo tema y disefio, mientras que el metaanalisis es la
metodologia estadistica que permite combinar los resultados de los diferentes
estudios individuales, incrementando la potencia estadistica de esta estrategia

integrativa [66].

En el contexto del estudio de la expresién génica, los datasets de diferentes
estudios pueden combinarse mediante metaanalisis para definir firmas
moleculares comunes e identificar biomarcadores con mayor precision. Existen
tres métodos principales para el metaanalisis de expresion génica: metaanalisis
basado en la combinacién del tamafio del efecto, metaanalisis basado en
combinacion de p-valores y metaanalisis basado en combinacion de rankings
[67].
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A. Metaandlisis basado en la combinaciéon del tamafio del efecto. En esta
aproximacion, se compara el efecto entre diferentes estudios. El efecto se define
como la intensidad de un fendbmeno, que en este contexto es la expresion
diferencial entre dos grupos experimentales, mas concretamente, el logaritmo
de magnitud de cambio (logFC). Utilizando un modelo de efectos aleatorios,
qgue asume que el tamafo del efecto varia entre estudios, se calcula el efecto
combinado de todos los estudios para cada gen analizado, obteniéndose un valor

medio de estos [67].

B. Metaanalisis basado en combinacién de p-valores. En esta aproximacion,
los p-valores obtenidos en el analisis de expresion diferencial de los diferentes
estudios se combinan en un Unico p-valor para cada gen. Esto se puede conseguir
mediante diferentes métodos como los de: Wilkinson, Tippet, Fisher, Pearson y
Stouffer [67, 68].

En estos métodos todos los estudios tienen la misma influencia,
independientemente de su tamafo, aunque pueden ponderarse. Una importante
desventaja de este método es que se pierde la direccion del patron de
expresion. Si un gen esta significativamente sobreexpresado en algunos estudios
y significativamente infraexpresado en otros, se puede obtener un p-valor
combinado significativo independientemente de los patrones de expresion en
los diferentes estudios. Una posible solucion es seleccionar solo los genes que
tienen la misma direccion de cambio, aunque puede suponer una pérdida de

informacion [67].

C. Metaanadlisis basado en combinacioén de rankings. Estos métodos combinan
diferentes estudios basandose en algun estadistico que permita ordenar los
genes, como el logFC. Tras el analisis de expresion diferencial los genes se

ordenan del mas infraexpresado al mas sobreexpresado, para después combinar
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los rankings de los estudios individuales y encontrar consistencias en los extremos

del ranking mediante la aplicacion de métodos no paramétricos [67].

Las ventajas de estos procedimientos son que permiten combinar datos muy
heterogéneos y evitan outliers de estudios que puedan influenciar mucho los
resultados. Sin embargo, son muy sensibles a la diversidad de varianzas entre

datasets.
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2. Justificacion y objetivos

2.1. Objetivos generales

A pesar de que se han realizado numerosos estudios transcriptomicos en
modelos preclinicos de LM, todavia existe una falta de consenso respecto a
la descripcion del perfil transcriptomico inducido por la lesién y su correlacion
funcional. El estudio comparativo entre lesiones de diversa gravedad y su
evolucion en el tiempo permitira identificar con mayor profundidad procesos

especificos favoreciendo la identificacion de dianas terapéuticas mas eficientes.

De esta manera, el principal objetivo de esta tesis es obtener perfiles
transcripcionales consenso que permitan evaluar de forma robusta y precisa, los

cambios de expresion en funcion del tiempo y la severidad en la LM.

2.2. Objetivos especificos

Generar perfiles transcripcionales consenso que caractericen la

fisiopatologia de la LM traumatica en modelos de lesion en rata.

Identificar genes biomarcadores especificos de severidad y fase temporal.

Caracterizar funcionalmente los perfiles transcripcionales mediante

diferentes métodos.

Validar experimentalmente potenciales genes biomarcadores.
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m Explorar la potencial transferibilidad de los genes especificos de severidad
identificados en rata para la prognosis de la lesién en muestras de pacientes

humanos.

» Elaborar una herramienta web para explorar y compartir los resultados

generados.



3. Materiales y métodos

La Figura 11 muestra el flujo de trabajo seguido. Todos los andlisis bioinforméticos
y estadisticos fueron realizados en R v.4.2.0. Tanto el cédigo desarrollado
para reproducir los analisis descritos en este trabajo como las tablas
suplementarias estan disponibles publicamente en Gitlab (https://gitlab.com/

Biorubens/meta-sci-app).
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Figura 11. Flujo de trabajo. (1) Se realizé una revision sistematica y seleccion de estudios
en bases de datos publicas (GEO y ArrayExpress). (2) Los grupos experimentales
se establecieron de acuerdo con la severidad y la fase de la lesion. (3) Para cada
dataset se aplicé un pipeline comun que incluye el preprocesamiento de datos, analisis
exploratorio y analisis de expresion diferencial. (4) Se llevé a cabo un metaandlisis de
expresion génica con el objetivo de obtener una firma de consenso de genes para
cada comparacién. Luego, estas firmas de consenso se utilizaron para (5) identificar
biomarcadores especificos de severidad o fase y (6) para caracterizarlas funcionalmente.
La caracterizacion funcional consistié en tres analisis diferentes: Gene Set Analysis,
estimacion de la actividad de factores de transcripcion y construccion de redes de genes
co-expresados. (7) Se compararon datos de expresion génica tanto de médula espinal de
rata como de sangre periférica humana para explorar posibles biomarcadores comunes
entre estos sistemas biologicos. (8) Finalmente, se desarrollé una herramienta web para
consultar y explorar todos los resultados.
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3.1. Revision sistematica y seleccidon de estudios

La revision sistematica y seleccidon de estudios se llevo a cabo durante septiembre
de 2022. La busqueda de estudios se realizo en dos bases de datos publicas de
datos transcriptémicos, GEO [69] y ArrayExpress [70], siguiendo las directrices de
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)

[71] y usando como palabras clave "spinal cord injury”.

Los criterios de inclusion de estudios fueron:

i Organismo: Rattus norvegicus.
ii Tejido: segmento de médula espinal toracica.

iii Tecnologia de cuantificacion de expresion génica: RNA-seq o0 microarrays

de las plataformas Affymetrix o Agilent.

Los criterios de exclusién de estudios fueron:

i Estudios sin muestras control (sham o sin lesion).
il Muestras individuales de ratas que habian recibido algun tratamiento.

iii Muestras individuales rostrales y caudales al epicentro de la lesion.

3.2. Estandarizacidon de grupos experimentales

Dada la diversidad de los estudios, los metadatos se estandarizaron para crear

grupos experimentales con una nomenclatura uniforme.

Primero, las muestras se clasificaron en funcion de la severidad, distinguiéndose

entre lesiones moderadas y severas. Se consideraron lesiones severas aquellas
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resultantes por impacto en la médula espinal con una fuerza de 200 kdyn o mayor,
las provocadas por un impacto de un peso de 10 g a 50 mm de altura o las
provocadas por una transeccion completa de la médula (Tabla S1). Las lesiones

gue no reunian estos criterios se consideraron moderadas.

Por otro lado, se definieron cuatro fases en base al tiempo que pasa desde que

se provoca la lesion hasta que se toman las muestras:

i) Fase aguda (T1): 0-3 dias.

ii) Fase subaguda (T2): 4-14 dias.

iii) Fase intermedia o crénica temprana (T3): 15-35 dias.
iv) Fase cronica tardia (T4): >35 dias.

Como grupo control se incluyeron muestras de ratas sham (solo se realiza una

laminectomia) y ratas naive (sin manipulacion).

3.3. Analisis individual de estudios

Para cada uno de los estudios seleccionados seguimos un pipeline comun que
consiste en el preprocesamiento, analisis exploratorio y analisis de expresion

diferencial.

3.3.1. Preprocesamiento

Para los estudios de microarrays, se descargaron los datos normalizados con

el paquete GEOquery y las sondas fueron anotadas con sus correspondientes
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gene symbol usando los paquetes de anotacion especificos de cada plataforma.
Para los estudios de RNA-seq, se descargaron manualmente las matrices de
conteos de GEO y los identificadores se convirtieron a gene symbol con el paquete
org.Rn.eg.db. En todos los casos, se calculé la mediana de la expresion para los

identificadores duplicados.

3.3.2. Andlisis exploratorio

Se realiz6 un andlisis exploratorio que incluyd diagramas de caja, andlisis
de componentes principales (PCA) y analisis de clustering, para observar la
distribucion de las muestras en los grupos de interés, evaluar comportamientos
anomalos y posibles efectos lote. Las muestras del estudio GSE183591 se
tomaron en dos series diferentes, observandose una separacion en dos bloques
en el PCA. Este efecto de lote se tuvo en consideracion posteriormente en el
analisis de expresion diferencial. En los diagramas de caja para los datasets
GSE2599 y GSE464 se identificaron valores negativos por lo que se sumé el valor
minimo de todos los valores y se realizé una transformacion logaritmica en base

2 de los datos para modificar su escala.

3.3.3. Anadlisis de expresion diferencial

Dado que el objetivo es caracterizar la LM en cada una de sus fases y analizar
la influencia de la severidad, en el andlisis de expresion diferencial cada grupo
lesionado se compard con su correspondiente control dentro de cada estudio. En
las plataformas de microarrays se utilizé el pipeline estandar de limma, mientras
que los datasets de RNA-seq se analizaron con el pipeline de limma-voom

[72], que incluye la eliminacion de genes poco expresados y la transformacion
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logaritmica de la matriz de expresion. Los p-valores se corrigieron mediante el

método de Benjamini-Hochberg (BH) [73].

Se realizaron un total de ocho comparaciones. Sus abreviaciones usadas de aqui

en adelante por simplicidad son:

1. M1: Fase aguda moderada [T1] vs. Control.

2. M2: Fase subaguda moderada [T2] vs. Control.

3. M3: Fase cronica temprana moderada [T3] vs. Control.
4. M4: Fase crOnica tardia moderada [T4] vs. Control.

5. S1: Fase aguda severa [T1] vs. Control.

6. S2: Fase subaguda severa [T2] vs. Control.

7. S3: Fase cronica temprana severa [T3] vs. Control.

8. S4: Fase cronica tardia severa [T4] vs. Control.

3.4. Metaanalisis de expresion génica

Los resultados del andlisis de expresién diferencial se integraron para obtener
un perfil transcripcional consenso de cada comparacion. Se llevd a cabo un
metaanalisis para cada gen presente en al menos dos estudios de cada
comparacion. Para determinar la medida combinada del efecto se utilizé el modelo
de efectos aleatorios propuesto por DerSimonian-Laird [74] e implementado en el
paquete metafor [75]. Este método pondera la heterogeneidad de cada estudio e
incorpora su variabilidad inherente en la estimacion global de la medida del efecto.

En consecuencia, los estudios con mayor variabilidad tendran menor peso en esta
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medida. En este caso, se utilizé logFC como medida del efecto, mientras que el
error estandar se us6 como medida de la variabilidad del logFC. Para cada gen
evaluado en el metaanalisis se calculd el logFC, su intervalo de confianza (IC)
al 95% y p-valor que evalud su significacién. Dado que se realizaron multiples
metaanalisis, los p-valores se ajustaron utilizando el método BH, considerandose

significativos aquellos menores a 0.05.

3.5. Identificacion de genes biomarcadores

En este contexto, se definen genes biomarcadores como aquellos que muestran
una mayor desregulacion en ciertos grupos de interés con respecto a otros,

permitiendo estratificarlos en base a su patrén de expresion.

Para identificar posibles genes biomarcadores primero se construyé una matriz
con los valores de logFC de los perfiles transcripcionales consenso. Se
seleccionaron aquellos genes evaluados en todos los grupos y significativos en al
menos uno de ellos. Para identificar genes biomarcadores de severidad se hizo un
test de limma comparando los cuatros perfiles de lesién severa con los cuatro de
lesion moderada. Por otro lado, también buscamos genes biomarcadores de fase,
tanto comunes a ambas severidades como especificos de lesiones moderadas
0 severas. La Tabla 1 muestra detalladamente las comparaciones realizadas en

cada caso.

Posteriormente, se realiz6 un analisis de agrupamiento en la matriz de perfiles
transcripcionales consenso para evaluar la capacidad de clasificacion de los 10
genes con el menor p-valor en cada comparacion (top 10 genes). Este andlisis
incluy6 tanto PCA como clustering jerarquico. Para el PCA se utilizé el paquete

mixOmics [76], mientras que para el clustering jerarquico se empled la funcién
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hclust con los argumentos por defecto, calculando previamente la distancia

euclidea.

Tabla 1. Comparaciones aplicadas para la identificacion de biomarcadores
especificos.

Biomarcador ‘ Comparaciones ‘

Severidad | (S1, S2, S3, S4) vs (M1, M2, M3, M4)
T1 (M1, S1) vs (M2, M3, M4, S2, S3, S4)
T2 (M2, S2) vs (M1, M3, M4, S1, S3, S4)
T3 (M3, S3) vs (M1, M2, M4, S1, S2, S4)
T4 (M4, S4) vs (M1, M2, M3, S1, S3, S4)
M1 M1 vs (M2, M3, M4)
M2 M2 vs (M1, M3, M4)
M3 M3 vs (M1, M2, M4)
M4 M4 vs (M1, M2, M3)
S1 S1vs (S2, S3, S4)
S2 S2 vs (S1, S3, S4)
S3 S3vs (S1, S2, S4)
S4 S4 vs (S1, S2, S3)

T1 (fase aguda); T2 (fase subaguda); T3 (fase crdnica temprana); T4 (fase cronica
tardia); M1 (fase aguda moderada); M2 (fase subaguda moderada); M3 (fase crbnica
temprana moderada); M4 (fase crdnica tardia moderada); S1 (fase aguda severa); S2
(fase subaguda severa); S3 (fase crénica temprana severa); S4 (fase crénica tardia
severa).

40



3.6. Caracterizacion funcional

3.6.1. Gene Set Analysis

Para cada firma transcripcional consenso se realiz6 un analisis de enriquecimiento
funcional con el método GSA implementado en el paguete mdgsa [77]. Como input
el GSA necesita un ranking de genes (una lista de genes ordenados segun alguna
medida objetiva) y una anotacion funcional (asociacion entre funciones y genes).
El ranking se obtiene ordenando todos los genes por su p-valor del metaanalisis
y el signo del logFC. Como anotaciones se usaron los procesos bioldgicos de
la Gene Ontology y las rutas de KEGG y Reactome [78-80]. Se eliminaron las
funciones compuestas por menos de 10 o mas de 500 genes. Los p-valores se

corrigieron con el método BH.

3.6.2. Estimacion de la actividad de factores de transcripciéon

La identificacion de factores de transcripcion (TF, del inglés transcription factor)
diferencialmente activos se llevé a cabo utilizando la funcién msviper del paquete
viper [81], usando como input cada uno de los perfiles transcripcionales consenso.
Se utilizaron los regulones (asociacion TF-gen diana) de raton disponibles en el
paquete DorothEA [82]. Esta metodologia evalla si las interacciones TF-diana
activan o inhiben a un determinado gen (Tabla S2). Se seleccionaron aquellas
interacciones con un nivel de confianza de A, B, C o D, excluyéndose los regulones
que tuvieran menos de 10 genes diana. Los p-valores se corrigieron con el método
BH.
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3.6.3. Construccidén de redes de genes co-expresados

Con el objetivo de encontrar genes con patrones de expresion similares se utilizé
el software clust [83] con los siguientes argumentos: -n 0 -t 100 -cs 4. Como
input se utilizaron los perfiles transcripcionales consenso de lesiones moderadas
y severas por separado. A continuacion, se construyé una red PPI para cada
cluster de genes co-expresados obtenidos por el software clust. Para ello se
utilizé el paquete STRINGdb con las interacciones de la version 11.5 de STRING
[84] y una confianza media de 0.400. Después, se aplico el algoritmo fastgreedy
implementado en la funcién get_clusters en cada red PPI para obtener redes

locales de genes mas fuertemente y funcionalmente relacionados entre si.

Posteriormente, las subredes obtenidas se clasificaron en categorias funcionales
de interés manualmente predefinidas, que incluyen: "Cardiovascular system”,
"Cell cycle, DNA repair/replication”, "Cell death”, "Cell-cell communication”,
"Cellular/Organelle organization”, "Chemical homeostasis”, "Cytoskeleton”,
"Developmental biology”, "Endocrine system”, "Extracellular matrix”, "Immune
system”, "Metabolism”, "Mitochondrial function”, "Nervous system”, "Protein
metabolism and translation”, "Signal transduction”, "Transcription/RNA
metabolism”. Para ello, primero se utilizé la funciébn get enrichment para
obtener los términos funcionales sobrerrepresentados en cada subred. A
continuacion, se seleccionaron los términos pertenecientes a las bases de datos
de Gene Ontology, KEGG y Reactome y se asignaron a las categorias generales
preestablecidas ad hoc. Finalmente, para cada subred se calculd la distribucion
de frecuencias de cada categoria y se le asigno la categoria con mayor frecuencia

como aquella que mejor define la funcionalidad de la red.

42



3.7. Validacidén de resultados

Se realizé una validacion de los resultados utilizando métodos computacionales
y experimentales. La validacion computacional empleo datos transcriptomicos de
rata y raton, mientras que la validacion experimental se llevd a cabo mediante
gPCR en un modelo de lesién medular en ratas. A continuacién, se describen los

detalles de cada método.

3.7.1. Dataset transcriptémico de rata

Se utilizé el dataset GSE218088 [85] para la validacibn computacional de los
resultados obtenidos, ya que se public6 después del periodo de busqueda
y seleccion de estudios y reunia los criterios de inclusion establecidos en
el metaanalisis. Se descargd la matriz de expresion normalizada utilizando
GEOQuery, se anotaron las sondas con el identificador gene symbol y se
seleccionaron los genes comunes a los de la matriz transcripcional consenso.
Después se realizo un analisis de expresion diferencial, siguiendo el pipeline de

limma, comparando el grupo lesionado con el grupo control.

Para evaluar si los genes biomarcadores de severidad y fase seleccionados
eran capaces de clasificar correctamente un nuevo perfil transcriptomico, se cre6
una nueva matriz que combina el perfil transcripcional obtenido tras el analisis
de expresion diferencial con la matriz de perfiles transcripcionales consenso.
Finalmente, se llevd a cabo un analisis de agrupamiento (PCA y clustering
jerarquico, ver seccion 3.5) utilizando tanto el top 10 de genes especificos de
severidad, como una combinacion de genes biomarcadores de fase (top 10 de

T1, T2y T4).
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3.7.2. Dataset transcriptémico de raton

La matriz de expresion normalizada aportada por Li et al. [86] se descargd
de la siguiente direccion: hitps://doi.org/10.6084/m9.figshare.17702045. Se
seleccionaron las muestras control, asi como muestras representativas de
las cuatro fases temporales establecidas en nuestro trabajo: 1, 7, 28, y 42
dias post-lesion (dpl) (Tabla S3). Para el andlisis de expresion diferencial se
seleccionaron los genes comunes a los de la matriz transcripcional consenso
y se aplicé el mismo pipeline de limma utilizado para los estudios individuales,

comparando cada grupo lesionado con el grupo control.

Los perfiles transcripcionales obtenidos en cada comparacion se unieron en una
matriz para poder evaluar los patrones de expresion génica. Para cada gen,
se realizd un analisis de correlacion de Pearson para comparar los perfiles de
expresion en raton con los obtenidos en el metaanalisis para lesiones moderadas

y severas.

Para evaluar si los genes biomarcadores de fase seleccionados en rata eran
capaces de clasificar correctamente las fases temporales de ratdén, se cre6
una nueva matriz combinando los perfiles transcripcionales obtenidos tras el
andlisis de expresion diferencial y la matriz de perfiles transcripcionales consenso.
Finalmente, se llevo a cabo un analisis de agrupamiento utilizando un conjunto
manualmente curado de potenciales genes especificos de fase (Fosl1, 116, Cfp,
Sipal, Cp, y Dbp), y que presentan un patron de expresion similar en los tres

sistemas biolégicos.
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3.7.3. \Validacién experimental (qQPCR)

Se us6 un modelo de LM traumética severa en ratas hembras adultas de la
cepa Sprague Dawley para la extraccion de ARN y validacion de resultados in
silico mediante gPCR. Los animales se alojaron en la Unidad de Experimentacion
Animal del Centro de Investigacién Principe Felipe (Valencia, Espafa) bajo
condiciones estandar. Todos los procedimientos experimentales se ajustaron a
las directrices establecidas por la Directiva del Consejo de las Comunidades
Europeas (86/609/ECC), el Real Decreto Espafiol 53/2013, y el Comité de
Cuidado y Uso de Animales del Centro de Investigacion Principe Felipe
(2021/VSCI/PEA/0032).

25 ratas fueron pre-medicadas subcutaneamente con morfina (2.5 mg/kg) y
anestesiadas con isoflurano al 2% en un flujo continuo de oxigeno de 1 L/min.
Se realiz6 una laminectomia en las vértebras toracicas 8-9 para exponer la
médula espinal, y se indujo una LM severa en el nivel de la vértebra toracica
8 mediante contusion, aplicando una fuerza de 250 kdyn usando el Impactador

Infinite Horizon, como se describié previamente [87-89].

El cuidado postquirurgico incluyé el vaciado manual de la vejiga dos veces al dia
hasta la recuperacion del reflejo vesical y la administracion subcutanea de 5 mg/kg
de Enrofloxacina (Alsir) durante 7 dias, asi como 0.1 mg/kg de buprenorfina dos
veces al dia durante 4 dias después de cada intervenciéon. Los animales fueron
sacrificados con sobredosis de pentobarbital sédico (100 mg/kg) y perfundidos
transcardialmente con una solucion salina al 0.9%, en dias representativos de
cadafase (T1, T2, T3y T4): 1dpl(n=3), 7dpl (n=3),28dpl (n=4),y 56 dpl (n =4).
Se extrajo el tejido de médula del epicentro de la lesion, que fue inmediatamente

congelado en nitrégeno liquido y se almacen6 a -80°C hasta su uso.
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La extraccion de ARN se realizo utilizando el método estandar TriZol, seguido
de un paso adicional de limpieza usando RNeasy MinElute Cleanup (Qiagen,
Alemania) para asegurar la calidad de la muestra (A260/280 = 2 y A260/230 =
1.8). Para la transcripcién inversa se us6 el kit RNA-to-cDNATM de alta capacidad
(Applied Biosystems, Massachusetts, EE.UU.). Los cebadores especificos (Tabla
S4) para cada gen de interés se disefiaron usando primer-BLAST (NCBI,
Maryland, EE.UU.) y se validaron mediante curvas de eficiencia. La qPCR se
realizé por triplicado usando AceQ SYBR gPCR Master Mix (Thermo Fisher) en el
sistema de deteccion Light-Cycler 480 (Roche, Basilea, Suiza). Los datos de Ct
se calcularon con el software de cuantificacion relativa LightCycler 480 (Roche,
Basilea, Suiza). Los niveles de ARNm de GAPDH sirvieron como control interno

para la normalizacion.

3.7.4. Andlisis de muestras de sangre humana

La matriz de expresién normalizada del estudio GSE151371 [90] se descargd de
GEO vy se realizé una transformacion logaritmica en base 2 de estos valores.
Se seleccionaron las muestras correspondientes a los grupos AIS A, AISD y
controles sanos para los posteriores analisis (Tabla S5). Se llevé a cabo un analisis
de expresién diferencial comparando los grupos AIS A vs. AIS D, siguiendo el
mismo pipeline de limma usado previamente. Finalmente, se seleccionaron los
genes significativos (FDR < 0.1) para compararlos con la lista de potenciales
biomarcadores de severidad en rata. Los genes que intersectan se usaron para

el andlisis de clustering en ambos sistemas biologicos.
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3.7.5. Meta-SCI app

Meta-SCI app se ha desarrollado con el paquete shiny [91] y esta desplegada en
un servidor de shinyapp.io. Los graficos son generados con los paquetes ggplot2,
plotly y heatmaply [92—94]. Todo el procesamiento de datos y analisis se realizan

con R. La aplicacién esta disponible en hitps://metasci-cbl.shinyapps.io/metaSCl.
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4. Resultados

4.1. Obtencion de ©perfiles transcripcionales
consenso en funcion de la severidad y la

fase de la lesidn

La revision sistematica y seleccién de estudio se realiz6 en dos bases de datos
publicas para datos transcriptomicos: GEO y ArrayExpress. En el diagrama de
flujo PRISMA se presenta la estrategia de seleccion de estudios (Figura 12).
Introduciendo las palabras clave "spinal cord injury” se identificaron 62 estudios
Unicos en Rattus norvegicus. Tras aplicar los criterios de exclusién, se eliminaron
21 estudios porque las muestras no provenian de médula espinal o no fueron
analizadas con las plataformas de interés. Ademas, se descartaron otros 21
estudios al no evaluar lesiones medulares. Tras la evaluacién de texto completo,
se excluyeron seis estudios mas debido a la falta de muestras control, muestras
sin tratamiento o informacion en los metadatos. Finalmente, se incluyeron un total
de 14 estudios en el metaanalisis. En la Tabla 2 se detalla la informacion sobre

los estudios seleccionados.

Tras descartar las muestras que habian recibido algun tratamiento o no se
ajustaban a los grupos experimentales propuestos se seleccionaron un total de
273 muestras de 14 datasets para los andlisis individuales. Dada la diversidad
entre estudios, se estandarizaron los metadatos para crear grupos experimentales
con una nomenclatura uniforme. En la Figura 13A se muestra el nimero de

estudios por grupo, mientras que en la Figura 13B se indica el numero de
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muestras por estudio, severidad y fase. La Tabla S6 contiene los identificadores

y anotaciones de cada muestra.

Registros identificados Registros identificados
en GEO en ArrayExpress
(n=42) (n=42)

Y

Registros tras la
eliminacién de
duplicados (n = 62)

Registros excluidos (n = 42)
- No es sobre lesién medular
[ - No es tejido de médula

Y

espinal
- Plataforma

Y
Registros elegibles
(n=20)

Registros excluidos (n = 6)
- Falta de muestras control
- Falta de muestras sin
tratamientos
- Falta de informacién

Y

Estudios incluidos en el
metaanalis
(n=14)

Y
— ™~

Figura 12. Diagrama de flujo de la revision sisteméatica, siguiendo la declaracién
PRISMA.



Tabla 2. Estudios seleccionados en la revision sistematica e incluidos en el
metaanalisis. Se indica el identificador de GEO, la plataforma y la publicacién asociada
a cada dataset.

GEO ID ‘ Plataforma Ao ‘ Re