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Resumen

Titulo: Analisis protedbmico y metabolomico en el miocardio de pacientes con cardiopatia
chagésica cronica y cardiomiopatia no chagasica”

Autora: Martha Lucia Diaz Galvis™

Palabras Claves: Cardiomiopatia Chagasica, protedmica, metabolomica, enfermedad de Chagas.
Descripcion:

La Cardiomiopatia Chagésica Cronica (CCC) es una enfermedad endémica en Latinoamérica y
presenta un nivel inaceptablemente alto de morbilidad y mortalidad. El proceso y los mecanismos
patofisiologicos son complejos y aunque se sabe que la disfuncién microvascular, la inflamacion
y la fibrosis cardiaca estan involucrados en la patologia el mecanismo completo detras del
desarrollo de la insuficiencia cardiaca sigue siendo poco claro. Por tanto, en este estudio se planted
realizar un andlisis integrado del perfil proteémico y metabolémico del miocardio de pacientes con
CCC, cardiomiopatia no chagasica (CNC).

El perfil proteébmico diferencial entre los grupos detecté 160 proteinas. Entre ellas, 45 se
expresaron de forma diferencial entre CCC y CNC. Estas proteinas estuvieron implicadas en la
remodelacion del citoesqueleto, organizacién de la matriz extracelular y respuesta inmunitaria.
Entre los metabolitos, triptofanoamida y triptéfano fueron regulados a la baja en el grupo CCC,
mientras que el acido 9,10,13-trihidroxi-(E)-11-octadecenoico, y la quinurenina se encontraron
aumentados. El analisis integrado encontré 30 vias canonicas enriquecidas. Entre ellas, la
activacion de la sefializacién de RhoA, del citoesqueleto de actina, la biosintesis de L-carnitina, la
respuesta al estres oxidativo mediada por Nrf2 y la degradacion del triptofano. Asimismo, el
analisis de interaccion reveld 5 potenciales reguladores transcripcionales (AKT, NFkB, VEGF,
ERK y P38) asociados a la patologia e identifico 3 reguladores anteriores (IL-5, CCR2 e IL-1B).

En general, nuestros resultados muestran profundas alteraciones en el metabolismo energético del
tejido cardiaco con CCC que ponen de manifiesto un gran déficit energético en el miocardio
durante la fase final de la insuficiencia cardiaca secundaria a CCC. Ademas, la inflamacion, la
modulacion de la respuesta inmunitaria, el estrés oxidativo y la remodelacion tisular constituyen
los principales mecanismos fisiopatologicos subyacentes a la insuficiencia cardiaca chagasica.
Finalmente, se proponen nuevos biomarcadores y mecanismos como blancos potenciales para el
desarrollo de farmacos.

* Proyecto de Grado
™ Facultad de Salud Departamento de Ciencias Basicas Doctorado en Ciencias Basicas Directora: Clara Isabel
Gonzalez Rugeles
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Abstract

Title: Proteomic and metabolomic analysis in the myocardium of patients with chronic chagasic
cardiomyopathy and non-chagasic cardiomyopathy”.

Author: Martha Lucia Diaz Galvis™

Key words: Chronic Chagasic Cardiomyopathy, Proteomics, Metabolomics and Chagas disease.
Description:

Chronic Chagasic Cardiomyopathy (CCC) is an endemic disease in Latin America and presents an
unacceptably high level of morbidity and mortality. The pathophysiological process and
mechanisms are complex and although microvascular dysfunction, inflammation, and cardiac
fibrosis are known to be involved in the pathology the complete mechanism behind the
development of heart failure remains unclear. Therefore, in this study, we set out to perform an
integrated analysis of the proteomic and metabolomic profiling of the myocardium of patients with
CCC, non-chagasic cardiomyopathy (NCC).

Differential proteomic profiling between the groups detected 160 proteins. Among them, 45 were
differentially expressed between CCC and NCC. These proteins were involved in cytoskeleton
remodeling, extracellular matrix organization, and immune response. Among metabolites,
trypthophanamide and tryptophan were downregulated in CCC, while 9, 10, 13, Trihydroxy-11-
octadecenoic acid, and kynurenine were increased. The integrated analysis found 30 enriched
canonical pathways. These included activation of RhoA signaling, actin cytoskeleton, L carnitine
biosynthesis, Nrf2-mediated oxidative stress response, and tryptophan degradation. Likewise,
interaction analysis revealed 5 potential transcriptional regulators (AKT, NFkB, VEGF, ERK, and
P38) associated with the pathology and identified 3 upstream regulators (IL-5, CCR2, and IL-1).

Overall, our results show profound alterations in the energy metabolism of cardiac tissue with
CCC which highlights a large energy deficit in the myocardium during the late phase of heart
failure secondary to CCC. In addition, inflammation, modulation of the immune response,
oxidative stress, and tissue remodeling constitute the main pathophysiological mechanisms
underlying Chagasic heart failure. Finally, our study provides novel insights into the underlying
mechanisms of the disease and contributes identify potential targets for novel drugs.

* Project of grade
™ Facultad de Salud Departamento de Ciencias Basicas Doctorado en Ciencias Basicas Directora: Clara Isabel
Gonzalez Rugeles
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Introduccion

La enfermedad de Chagas (EC) es una enfermedad parasitaria causada por el protozoario
Trypanosoma cruzi, es transmitida por insectos vectores hemipteros de la subfamilia Triatominae,
(En Colombia, estos insectos son conocidos como “pitos’), afecta principalmente a personas que
habitan en regiones pobres u olvidadas de Centro y Suramérica, y a pesar de los esfuerzos
implementados para el control de la transmision, esta contintia siendo un problema de salud publica
en la region. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hay aproximadamente 6 millones
de personas infectadas en el mundo (WHO, 2022). En Colombia, se estima que existen entre
700.000 a 1.200.000 personas infectadas y cerca de 8 millones estarian en riesgo de adquirir la
infeccion (Guhl, 2005). En Santander, uno de los departamentos con mayor endemia, se han
presentado, ademas, casos y brotes de Chagas agudo con alta morbilidad y mortalidad (Diaz y
Gonzélez, 2014) (Diaz et al., 2015).

La EC presenta dos etapas o fases clinicas: una fase aguda y una crénica. La fase aguda se
presenta una o dos semanas después de la infeccion, generalmente cursa con sintomas
inespecificos y se caracteriza por su alta parasitemia. La mayoria de los infectados permanecen
asintomaticos toda su vida, este periodo de la enfermedad es también conocido como fase
indeterminada (FI), sin embargo, afios a décadas después, 20 al 30% de los infectados y en FI
desarrollan un cuadro crénico con sintomas asociados a dafio en 6rganos como: cerebro, eséfago,
colon y corazén.

La Cardiomiopatia Chagasica Cronica (CCC) es la presentacion clinica mas importante

de la EC, se caracteriza por diversas alteraciones cardiovasculares de caracter estructural y
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funcional, las cuales se producen como consecuencia de la inflamacién. Las células miocardicas
se observan rodeadas de infiltrado inflamatorio y durante este proceso experimentan miocitélisis
y necrosis, estd pérdida de tejido posteriormente es sustituida por tejido fibroso. El infiltrado
inflamatorio consiste predominantemente en linfocitos CD8" y, con menor frecuencia linfocitos T
CD4". Estas células participan en la generacion de lesiones en el tejido como consecuencia de la
produccién local de citocinas proinflamatorias y de los mecanismos citotdxicos en los que
intervienen los linfocitos T CD8". Adicionalmente, el sistema de conduccién, las fibras y neuronas
cardiacas también son afectadas. Las areas de hipertrofia, focales o difusas, suelen coexistir con
una intensa fibrosis de tipo reparativo, al tiempo se produce sustitucion y deposito intersticial de
fibras de colageno. Todos estos eventos conducen a miocarditis y alteraciones en el sistema de
conduccion cardiaco causando arritmias ventriculares, tromboembolismo, falla cardiaca (FC),
alteraciones microvasculares y muerte subita (Marin-Neto, 2009; Ribeiro et al., 2012).

La CCC presenta un peor pronostico frente a otras cardiomiopatias dilatadas no chagasicas
(CNC) es decir, de diferente etiologia (isquémica, hipertensiva e idiopaticas), lo cual se refleja en
la alta morbilidad y mortalidad observada en los pacientes con CCC (Nunes, 2010). De hecho,
altos niveles de INFy, FNTa, CCL2, CCR1 y CCR2 han sido asociados con mayor severidad en
pacientes con CCC en comparacion a individuos infectados con T. cruzi pero asintomaticos
(Batista et al., 2018). Otros estudios han propuesto diversos factores como la autoinmunidad
(Engmann et al., 2002), la persistencia del parasito (Tarleton y Zhang, 1999) o alteraciones
vasculares (Tanowitz et al., 1996) como causantes de la progresion. Adicionalmente, evidencia
reciente indica que podria haber asociacion entre el grado de inflamacion crénica en el tejido
cardiaco y procesos de desregulacion metabdlica (Palomer et al., 2016); sin embargo, a pesar de

estos avances, alin no se conocen las causas subyacentes de la progresion hacia FC.
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Es probable que mdltiples procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares que incluyen
inflamacién, stress oxidativo, activacion neurohormonal, remodelamiento del ventriculo izquierdo
entre otros; podrian estar actuando de manera conjunta en el desarrollo de la cardiomiopatia. Por
lo tanto, conocer estas alteraciones permitira dilucidar los procesos adaptativos intra y
extracelulares involucrados en la homeostasis metabdlica durante la CCC. A la fecha, no hay
vacunas disponibles y el manejo terapéutico de la FC no difiere significativamente de los
tratamientos comunes establecidos para la cardiomiopatia dilatada (Viotti, 2006), y en los casos
mas graves, las Unicas opciones terapeuticas disponibles son: el implante de dispositivos de
asistencia ventricular izquierda (DAVI1) y el trasplante de corazon. Lo anterior, pone en evidencia
la necesidad de estudiar la fisiopatologia de la EC, en particular los mecanismos celulares y
moleculares subyacentes al desarrollo de la FC y los factores que determinan por qué algunos
individuos permanecen asintomaticos mientras otros desarrollan diferentes grados de dafio
cardiaco.

Dada la complejidad y heterogeneidad de la etiologia de FC, numerosas aproximaciones
experimentales han sido implementadas, las cuales han establecido que las cardiomiopatias en
general estan asociadas con alteraciones en el metabolismo energético (Abel et al., 2011). En
cuanto a la CCC, un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion (GIEM), en el
cual se compararon los perfiles proteicos del miocardio de pacientes con CCC y CNC, se
detectaron cambios en la expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo energético y
citoesqueleto. Por otra parte, un analisis metabolomico en miocardio a partir de modelo murino
con cardiomiopatia Chagésica aguda evidenci6 alteraciones en los niveles de acilcarnitinas,

fosfocolina y otros metabolitos, los cuales se correlacionaron con inflamacion (Hoffman et al.,
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2020). Cabe sefialar, que a la fecha no hay reportes relacionados con el analisis global protedmico
y metabolémico en el miocardio de pacientes con CCC.

Actualmente, las tecnologias Omicas son empleadas como herramientas de alto
rendimiento en la investigacion de las enfermedades cardiovasculares ya que permiten la
caracterizacion global y la cuantificacion precisa de las proteinas y metabolitos en sistemas
bioldgicos complejos, suministrando informacion relevante cuando se compara bajo condiciones
patoldgicas distintas (Shen, 2015). Los diversos componentes de un sistema bioldgico no actlian
individualmente, al contrario, se suceden interacciones no lineares, dindmicas y coordinadas entre
el proteoma y metaboloma, de esta manera los niveles de proteinas obviamente afectaran el perfil
metabolico, por ejemplo, a través de las reacciones enzimaticas o mediante las concentraciones de
metabolitos ya que estos, podrian afectar la expresion de proteinas. Por su parte, la metabolomica
involucra la medicidn de la actividad bioquimica directamente mediante el monitoreo de substratos
y productos durante el metabolismo celular y dado que los metabolitos son el producto final de
todos los procesos que ocurren en la célula, estos reflejan la adaptacidn de los sistemas biologicos
a las condiciones patoldgicas. En este sentido, la combinacion de estas dos aproximaciones
ofrecera nuevas perspectivas y podria conducir a un mejor entendimiento de los procesos
responsables para la manifestacion y progresion de la CCC. Con estos antecedentes, en este
estudio se planted realizar un analisis integrado del perfil protedbmico y metabolémico del
miocardio de pacientes con CCC y CNC, utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS/MS). La integracion de la informacién obtenida nos permitio
identificar vias metabdlicas y proteinas asociadas con dafio cardiaco. Adicionalmente, esta

informacién facilitara la identificacion de nuevos biomarcadores para el diagnéstico y deteccién
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temprana de la enfermedad y blancos terapéuticos potenciales para el desarrollo de nuevos

farmacos.

1. Marco Tebrico

1.1 Enfermedad de Chagas (EC)

1.1.1 Generalidades

La EC también conocida como Tripanosomiasis americana (TA), es una enfermedad
potencialmente mortal y es causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi).
Trypanosoma se considera un género dixénico que infectan a los vertebrados, incluidos los
humanos, y son transmitidos por invertebrados hematofagos (Kaufer et al., 2017). T. cruzi infecta
mas de 140 especies de insectos vectores hematofagos responsables de su transmision (Hemiptera,
Reduviidae, Triatominae) y hasta nueve ordenes de mamiferos: Didelphimorphia (marsupiales),
Cingulata (armadillos), Rodentia (roedores), Carnivora (carnivoros), Artiodactilo (cerdos,
pecaries), Chiroptera (murciélagos), Pilosa (perezosos, 0sos hormigueros), Lagomorpha (liebres y
conejos) y Primate (primates) (Dias, 2000).

Desde un punto de vista eco epidemioldgico la EC se considera inicialmente como una
enzootia salvaje, la cual se mantiene entre los mamiferos selvaticos y se transmite por especies de

triatominos hemat6fagos, luego, se convirtié en una antropozoonosis con la entrada del hombre en
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el entorno natural en el que circulaba T. cruzi. La ocupacion de estos espacios por el hombre hizo
que algunas especies de triatominos se introdujeran, por activa y por pasiva, en las viviendas
humanas y se establecieran nuevos ciclos de transmision. Asi, el hombre y los animales domésticos
pasaron a formar parte de la cadena epidemioldgica de la EC, con la posibilidad de intercambiar
T. cruzi entre los ciclos selvatico y doméstico (Zingales y Bartholomeu, 2022).

La EC es endémica en 21 paises de Centro y Suramérica donde a pesar de las intensas
campafas implementadas para el control de la infeccion, aiun la enfermedad representa un
problema importante de salud publica en la region (WHO, 2021). En los ultimos afios la
enfermedad ha cobrado importancia epidemioldgica no sélo porque se ha incrementado la
prevalencia, sino porque se ha informado sobre nuevos casos de la enfermedad en areas no
endémicas como Norteamérica, Europa y Japén; tal es el caso, de los Estados Unidos donde se
reportd que aproximadamente 300.000 inmigrantes latinos se encuentran infectados (Bern y
Montgomery, 2009). Asi mismo, en Espafia se encontrd una prevalencia de 2.87% en los
inmigrantes Latinoamericanos (Roca, 2011).

La EC es una enfermedad parasitaria desatendida y asociada a una importante mortalidad
y morbilidad que incluye discapacidades a largo plazo, estigmatizacion social y una carga para la
salud mental (Suarez et al., 2022). Actualmente, esta condicion es clasificada por la OMS como
una enfermedad tropical “desatendida” dado que las poblaciones mas pobres suelen ser las mas
afectadas, ademas porque esta enfermedad recibe poca atencion y es postergada dentro de las
prioridades de la salud publica (Dias et al., 2015). El dltimo informe de la organizacion
panamericana de la salud (PAHO) resalta que menos del 10% de los infectados por la enfermedad

de Chagas reciben un diagnostico y un tratamiento a tiempo (PAHO, 2022).
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1.1.2 Epidemiologia de la EC

La EC causa una gran carga de morbilidad y mortalidad. En las Américas, se estima que la
EC es responsable de 7.5 veces mas afios de vida ajustado por discapacidad (AVAD) que la
malaria (PAHO, 2019). La EC se extiende en 21 paises de Centro y Suramérica y pese a los
esfuerzos implementados para el control de la transmision y del vector, ésta ain continta siendo
un grave problema de salud publica para la region (Figura 1). En Latinoamérica, Bolivia, es el pais
que presenta la tasa de infeccion mas alta (6.7%), seguido por Argentina (4.1%), Salvador (3.3%),
Honduras (3.05%), Paraguay (2.54%). Este mismo informe report6 una tasa de prevalencia de
0.96% para Colombia, ubicando a Colombia en el doceavo lugar de prevalencia en Latinoamérica
(Amieva, 2014). En Colombia, un metaanalisis reveld que el departamento del Casanare presenta
la prevalencia mas alta (7.0%, 95% IC: 2.2-12.6), siendo la poblacion adulta (3.0%, 95% IC: 1.0-
4.0) y las mujeres embarazadas (3.0%, 95% IC: 3.0-4.0) los grupos mas afectados (Olivera et al.,
2019).

A pesar de los esfuerzos realizados por los gobiernos de los paises latinoamericanos para
el control de la EC bajo la coordinacion de la OMS/OPS, aln existen amplias areas donde la
transmision de vectores esta presente por diferentes causas: frentes de colonizacién, cambio de uso
del suelo, migracion humana, deforestacién, cultivos industriales y mineria entre otros. De la
misma manera, el aumento de la temperatura ambiental y los efectos del cambio climético afectan
la velocidad de transmision vectorial (Guhl y Ramirez, 2021)

Por otra parte, en el Gltimo siglo la EC se ha extendido a otros continentes, debido a la
migracion de personas infectadas a reas no endémicas, esto ha llevado a la creciente deteccion de

un gran namero de individuos infectados en paises como Canada, Australia, Japdn y algunos paises
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de Europa (Castillo-Riquelme, 2017). En los paises del triangulo septentrional de América Central
(El Salvador, Honduras y Guatemala) se ha observado un aumento de la pobreza y de los indices
de violencia lo que ha ocasionado el incremento de la migracién de personas con riesgo de
transmitir la EC en EE. UU. (Informe Naciones Unidas, 2017).

En la actualidad, la epidemiologia de la EC en EE.UU puede estar cambiando debido a
factores como la inmigracion continua y la ampliacion de los vinculos familiares entre EE.UU y
las regiones endémicas de América Latina; el aumento del nimero de personas que se trasladan a
las regiones del sur de EE.UU, lo que significa una mayor invasién del habitat de los triatominos
y un mayor contacto entre los seres humanos y los triatominos; y el cambio climatico, que podria
ampliar el rango de habitat de los vectores triatominos (Forsyth et al., 2022) Por tanto, es necesario
mejorar la deteccion de los casos nuevos y existentes con el fin de atender las necesidades
sanitarias de las poblaciones afectadas, vigilar estos posibles cambios en la epidemiologia de
Chagas y establecer medidas adecuadas de mitigacion del riesgo. Actualmente, la EC afecta al
menos a 300.000 residentes de los Estados Unidos y la prevalencia sigue en aumento (Bern et al.,

2019).
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Figura 1.

Distribucién mundial de la EC.

Geographic distribution of Chagas disease

@ Endemic
Non endemic but present
No data

Nota. Distribucién mundial que muestra los paises endémicos de la enfermedad de Chagas, donde la transmision se
produce principalmente por la accion de los insectos vectores, asi como los paises que reciben personas infectadas
procedentes de estas regiones debido al proceso migratorio. Adaptado de Chagas Disease. “Funding for Chagas

Disease: A 10-Year (2009-2018) Survey” (p. 58), por J. Heukelbach, 2021, MDPI.

1.1.3 Agente etioldgico (Trypanosoma cruzi)

1.1.3.1 Morfologia y ciclo de vida del Trypanosoma cruzi. Durante su ciclo de vida, T.
cruzi es encontrado en tres diferentes formas morfologicas. El estadio Tripomastigote se
caracteriza por presentar un flagelo que se extiende por todo el borde externo a lo largo de una
membrana ondulante, esta es la forma no replicativa e infectante del parésito, dado que esta

morfologia le confiere la capacidad de invadir activamente diferentes células. Amastigotes, estas
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formas no presentan flagelo y su forma es redondeada; se multiplican dentro de varios tipos de
células, preferiblemente aquellas de origen mesenquimal. Los Epimastigotes, son formas
replicativas y se encuentran en el intestino del insecto vector.

T. cruzi es un organismo digenético que presenta un ciclo biologico que se alterna entre
dos tipos de hospederos: insectos hemipteros (vectores) y numerosas especies de mamiferos
(reservorios). En estos dltimos, se han identificado méas de 150 especies; entre los cuales se
encuentran marsupiales, roedores y aves, entre otros. T. cruzi es principalmente transmitido a los
humanos a través de insectos hematdfagos de la familia Reduviidae, existen méas de 150 especies
de vectores diferentes pertenecientes a 18 géneros distintos (WHO, 2015) vy el riesgo de
transmision que supone cada especie de vector esta influenciado por la probabilidad de que la
especie en cuestion entre en contacto con el ser humano (Bender et al., 2020)

El ciclo de vida del parasito comienza cuando el insecto vector adquiere las formas
tripomastigotes a través, de la ingesta de sangre a partir de hospederos vertebrados infectados.
Luego los parasitos en el abdomen del insecto se diferencian a epimastigotes, los cuales mas tarde
se dividen por fision binaria (Clayton, 2010). Subsecuentemente, los epimastigotes migran hacia
el tracto final del tubo digestivo donde ellos se diferencian en tripomastigotes metaciclicos, los
cuales seran eliminados junto con las heces del insecto durante la ingesta de sangre. El parasito
puede ser inoculado mediante el contacto con la piel no intacta, las mucosas o conjuntivas de un
hospedero vertebrado mamifero. Una vez los tripomastigotes ingresan, estos transitan por el flujo
sanguineo y migran hacia diferentes 6rganos como: higado, bazo, intestino, ganglio linfatico,
sistema nervioso, musculo esquelético y cardiaco. Una vez alcanzan el citoplasma de la célula
hospedera, los tripomastigotes se diferencian en amastigotes los cuales después de 3 a 5 dias de

replicacion experimentan una nueva diferenciacion a tripomastigotes, altamente moviles que lisan
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la membrana de la célula hospedera y se liberan para invadir células adyacentes y diseminarse por
el sistema linfatico y el torrente sanguineo (Tyler y Engmann, 2001). Cuando los tripomastigotes
circulan por sangre periférica, ellos pueden ser captados por los triatominos y perpetuar asi el ciclo

de transmision (Figura 2).

Figura 2.

Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi.
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Nota. Ciclo de vida del T. cruzi. Un vector infectado se alimenta de sangre y libera tripomastigotes junto con sus
heces cerca del lugar de una herida por picadura o0 en membranas mucosas (panel de la derecha). Una vez dentro del
huésped, los tripomastigotes invaden las células cercanas y se diferencian en amastigotes intracelulares. Los
amastigotes se multiplican por fision binaria en el citoplasma y se diferencian en tripomastigotes, que se liberan en el
torrente sanguineo (panel izquierdo). Adaptado de “Close encounters between Trypanosoma cruzi and the host

mammalian cell: Lessons from genome-wide expression studies” (p.992), por A. Oliveira, 2020, Genomics, 112 (1).

1.1.3.2 Genética del Trypanosoma cruzi. T. cruzi, es una especie que exhibe alta

diversidad genetica y fenotipica. Las poblaciones naturales de T. cruzi presentan una estructura



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 31

genetica predominantemente clonal, sin embargo, utilizando las nuevas tecnologias de
secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas del inglés Next Generation Sequencing),
se ha evidenciado que T. cruzi experimenta meiosis, de manera que, diferentes estrategias
reproductivas y tasas de intercambio genético podrian estar ocurriendo de forma simultanea en un
solo foco de enfermedad (Schwabl et al., 2019). Por tanto, se estima que en la naturaleza se
encuentren diversos genotipos clonales estables de T. cruzi. Basados en un numero de marcadores
bioquimicos y moleculares, las poblaciones de T. cruzi han sido divididas en seis unidades
discretas de tipificacion o DTUs que van desde el TCI a TCVI (Zingales et al., 2012). Se han
observado diferencias geograficas en cuanto a la distribucién de estos genotipos. TCI predomina
al norte de Amazonas y Centroamérica mientras las cepas TCII, V y VI tienden a ocurrir mas a
menudo al sur del Amazonas, en el centro de Brasil y la region del cono sur. Esta distribucion
parece coincidir con diferentes sintomas de la enfermedad cronica, sin embargo, es claro que todas
las cepas podrian causar enfermedad cardiaca pero los genotipos TCII, V y VI parecen estar

asociados a sindromes crénicos de érganos como el colon y es6fago (Monje Rumi et al., 2020).

1.1.4 Formas de transmisiéon de la EC

1.1.4.1 Transmision vectorial. La transmision vectorial de T. cruzi al hombre es
considerada como la principal via de infeccion. Se inicia por contacto de la piel 0 mucosas con
heces contaminadas con el parésito, provenientes de insectos domiciliados o aquellos con
comportamiento intrusivo. Es transmitido en areas endémicas por varias especies de tres géneros
de vectores triatominos (Triatoma, Panstrongylus y Rhodnius). Todos los tres géneros se

encuentran ampliamente distribuidos en Latinoamérica, desde México hasta Argentina y Chile y
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habitan tanto en areas boscosas como aridas (Guarner, 2019). Interesantemente, las areas
endémicas para EC se superponen con las areas de distribucion de la mayoria de los insectos de la
familia Triatominae (Garcia et al., 2015). En el ciclo selvatico, los reservorios mamiferos son
mayormente primates, ratones y marsupiales. En el ciclo doméstico, los reservorios son los
humanos, perros y gatos. El hallazgo de especies de triatominos intrusivas y de mamiferos con T.
cruzi en el domicilio y el peridomicilio, asi como en los bosques periurbanos, demuestra el riesgo
de infeccion en las poblaciones que habitan en viviendas urbanas adyacentes a los ecotopos donde

se mantiene el ciclo silvestre (Reyes et al., 2017).

1.1.4.2 Transmision por transfusion sanguinea. La EC debida a transfusion sanguinea
ha disminuido, gracias a la implementacion de estrategias de control de donantes en bancos de
sangre en gran parte de los paises de Latinoamérica (Coura, 2015). Sin embargo, esta forma de
transmision supone un desafio para los paises no endémicos debido a que estan recibiendo miles
de inmigrantes provenientes de area endémicas quienes portan la enfermedad, por lo tanto, un

nuevo escenario para este mecanismo de transmisiéon ha emergido (Guarner, 2019).

1.1.4.3 Transmision oral. Después de la implementacion de medidas de erradicacion para
los vectores y el establecimiento de pruebas de rutinas para detectar T. cruzi en ensayos de banco
de sangre, la ruta oral ha surgido como una forma importante de transmision. La transmision
ocurre a través de la contaminacion de alimentos con heces u orina de triatominos o con las
secreciones de las glandulas anales de marsupiales. Asi, un didelfido infectado, puede expulsar las

formas infectivas con las secreciones de las glandulas odoriferas. Cabe sefialar, que algunos casos
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EC agudo a través de la ingesta de comida contaminada han sido reportados en regiones donde los
triatominos intradomiciliarios y control peri-domestico ha sido efectivo.

La ruta por transmisién oral fue observada primero en modelos animales en 1913, cuando
fue propuesto que los reservorios pudiesen adquirir el parasito a traves de la ingesta de insectos
contaminados. Finalmente, lo anterior fue confirmado por infecciones experimentales en modelos
murinos usando sangre con tripomastigotes, orina y heces de insectos contaminados. En humanos,
la transmision oral de T. cruzi ha sido descrita como fuente puntual de brotes en los cuales grupos
de personas han compartido una comida o bebidas contaminada durante un evento. Los primeros
casos de EC transmitido por ruta oral fueron descritos en Brasil. Sin embargo, otros paises como
Bolivia, Colombia y Venezuela han reportado brotes (Diaz et al., 2015) siendo, la ciudad de
Caracas (Venezuela) el lugar donde se registro el brote mas grande de infeccion dado que involucrd

103 casos agudos de EC (Alarcon de Noya et al., 2010).

1.1.4.4 Transmisidn congénita. De acuerdo con la OMS, hay 1.124.930 mujeres entre 15
y 44 afios infectadas con T. cruzi en Latinoamérica y el riesgo de infeccion congénita por T. cruzi
en nifios nacidos de madres infectadas es alrededor del 5%. En regiones no endémicas, un estudio
realizado en Espafia a mujeres Latinoamericanas embarazadas mostr6 una prevalencia de 11.4%y

evidencid infeccidn congénita en 8 recién nacidos (Barona-Vilar et al., 2012).

1.1.4.5 Transmision a través de 6rganos. La transmision a través del trasplante de
organos infectados necesita ser cuidadosamente vigilada dado que la infeccion por T. cruzi puede
llegar a ser exacerbada debido al estado inmunosupresion del receptor del érgano. Esta via de

transmision ha también sido documentada en paises no endémicos (Corey et al., 2017).
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1.1.5 Historia natural de la Enfermedad de Chagas

La EC evoluciona a través de dos fases: una aguda y una cronica. La fase aguda, ocurre
por la infeccion (transmitida por vectores) la cual suele ser leve, sin embargo, en muy raras
ocasiones puede llegar a ser fatal y puede durar cerca de dos meses. Cuando se presentan los
sintomas, generalmente después de un periodo de incubacion de 1 a 3 semanas, la persona recién
infectada puede desarrollar fiebre, escalofrios, nauseas, vomitos, diarrea, erupcion cutanea e
irritacion meningea. Esta fase puede ocurrir a cualquier edad y cuando el sitio de entrada es la piel,
se acompafia de una lesion inflamatoria elevada denominada chagoma. Por otro lado, si el sitio de
entrada es cercano al ojo se observa edema periorbitario unilateral (signo de Romagna), otras
manifestaciones  durante esta fase incluyen  conjuntivitis, linfoadenopatias vy
hepatoesplenomegalia. Ademas, esta fase se caracteriza por alta parasitemia dado que las formas
tripomastigotas pueden ser vistas facilmente en los extendidos de sangre periférica o liquido
cefalorraquideo. La tasa de mortalidad de los pacientes infectados naturalmente y en fase aguda
es menor del 2% y en los casos mas severos pueden desarrollarse miocarditis aguda y o
meningoencefalitis e incluso llevar a la muerte. Al finalizar la fase aguda, la mayoria de las
personas infectadas entran a la forma clinica indeterminada (F1). Esta fase comprende un periodo
de duracidn variable en el que se detecta la presencia de anticuerpos anti T. cruzi, pero no se
presentan sintomas ni signos clinicos de enfermedad cardiaca o digestiva. Esta fase puede durar
meses hasta una vida entera.

Posteriormente, dos a tres décadas, entre un 20 a 30% de los pacientes infectados y en FlI
progresan hacia una fase cronica. Durante este periodo, la mayoria tendrd una enfermedad

cardiaca, mientras aproximadamente 5% - 21% de los infectados desarrollara lesiones en el
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esofago o el colon (Bierrenbach et al., 2022). Estas lesiones en el es6fago o el colon resultan de la
pérdida de las células ganglionares y plexos nerviosos y causan dilatacion por lo cual, son
denominadas megaesofago o megacolon. EI megacolon se acompafia de sintomas como disfagia
(26%) y regurgitacion de los alimentos, mientras la constipacion es el sintoma usual observado en
el megacolon y en los casos mas severos puede complicarse con obstruccion intestinal y llevar a
ruptura del tejido, peritonitis y muerte (Gasparim y Gharib, 2018). A pesar, de los esfuerzos por
entender el tropismo del parasito por ciertos tejidos, tales como el corazédn, eso6fago o el colon, los
factores involucrados en la progresion clinica desde la forma indeterminada a la forma sintomatica
son aun desconocidos.

Por su parte, la afectacion cardiaca, denominada Cardiomiopatia Chagasica Cronica
(CCC) es la forma mas comun de la enfermedad y se presenta como una cardiomegalia,
caracterizada por anormalidades en el sistema de conduccidn, arritmias, formacion de trombos,
miocardiopatia dilatada, falla cardiaca y muerte (Cardoso et al., 2016, Torres et al., 2022). Una de
las caracteristicas distintivas de la CCC es el aneurisma apical del ventriculo izquierdo el cual es
observado tanto por imagen cardiaca como autopsia (Nunes MCP et al., 2018). Algunos pacientes
también exhiben destruccion del tejido de conduccion, mas comunmente bloqueo de rama derecha,
que resulta anormalidades de la conduccion intra y auriculo ventricular. Los pacientes pueden
requerir marcapasos Yy en los casos mas graves pueden estos pacientes beneficiarse del trasplante
cardiaco (Bestetti, 2016).

La Asociacion Americana del corazén (AHA, por sus siglas en inglés American Heart
Association) y el Colegio Americano de Cardiologia (CAC, por sus siglas en inglés American

College of Cardiology), establecieron en las guias para el diagndstico y manejo de la falla cardiaca
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en adultos, cuatro categorias o estadios (A, B, C y D), de acuerdo con el grado de severidad de la

forma cardiaca. Ver tabla 1.

Tabla 1.

Fases y etapas clinicas de la progresion de la enfermedad de Chagas de acuerdo con las guias

de préctica clinica del Colegio Americano de Cardiologia y la Asociacion Americana del

Corazon.
Enfermedad de Chagas

Fase aguda Fase cronica

Pacientes Forma Cardiomiopatia Chagasica Crénica

infectados  Indeterminada

con T. cruzi A Bl Cardiomiopatia Chagasica Dilatada /Falla

con cardiaca

hallazgos Pacientes en riesgo  Pacientes con B2 C D

compatibles para  desarrollar cardiopatia Pacientes con Pacientes Pacientes

con falla cardiaca. evidenciada por cardiopatia con con

enfermedad Estos pacientes cambios caracterizada  disfuncion  sintomas

de Chagas tienen  serologia electrocardiograficos —por disfuncion ventricular  refractarios

aguda. positiva, no o ecocardiograficos, ventricular y sintomas de falla
presentan pero con funcion global sin actuales de cardiaca a
cardiopatia, no hay ventricular normal = signos ni falla pesar de
signos ni sintomas sin  sintomas  ni = sintomas cardiaca tratamiento
de falla cardiaca y signos previos de previos de (NYHA 1, clinico
electrocardiograma falla cardiaca falla cardiaca II, Ill o IV)  Optimo.

normal

1.2 Cardiomiopatia Chagasica Cronica (CCC)

1.2.1 Generalidades de la CCC

La CCC es la manifestacion clinica mas importante de la EC y se caracteriza por su rapida

progresion hacia falla cardiaca y mayor mortalidad, por lo que representa la principal causa de
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muerte de los pacientes con EC. Se presenta en un 10% a un 30% de las personas infectadas en
cerca de 23 paises de Latinoamérica. Aunque generalmente es clasificada como cardiomiopatia
dilatada debido a su patron hemodindmico, la distribucién tipica de la fibrosis en las regiones
posterior y apical del ventriculo izquierdo, asi como las alteraciones en el sistema de conduccion
eléctrica y el nodo sinusal, permiten distinguir la EC de otras cardiomiopatias (Gonzélez-

Zambrano, 2020).

1.2.2 Manifestaciones Clinicas de la CCC

Los sintomas de la CCC resultan de anormalidades en el sistema de conduccion, de la
disfuncion contractil miocardica, arritmias y fendmenos de tromboembolismo.

e Arritmias: la EC es considerada una cardiomiopatia arritmogenica caracterizada por
arritmias auriculo-ventriculares y una amplia variedad de anormalidades del sistema de
conduccién eléctrica. La caracteristica més importante de la arritmia en la miocardiopatia
Chagésica, desde el punto de vista electrofisioldgico, es la gran diversidad de circuitos de reentrada
(50% epicardicos), que favorecen el desarrollo de taquicardias. Los siguientes factores anatomo-
electrofisiologicos causantes de la arritmia:

1. Fibrosis miocéardica extensa entremezclada con focos de inflamacion miocéardica y
miocitolisis secundaria a isquemia microvascular.

2. Anormalidades de la contraccion regional, sobre todo antero-basal y apical.

3. Aneurismas ventriculares, principalmente apicales, en ocasiones rodeados de zonas

isquémicas o fibraticas.
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4. Zonas de conduccion lenta en areas de cicatrices miocardicas, que propician la
formacion de microreentradas.

5. Alteraciones de las uniones intercelulares miocéardicas y en la continuidad intercelular a
través de los discos intercalares.

Posteriormente a la fase aguda de infeccion tripanosémica, el miocardio con inflamacion,
fibrosis y con alguna zona aneurismatica, puede encontrarse en situacion estable, observandose
extrasistoles ventriculares, pero una vez desestabilizado por factores como: falla hemodinamica,
acidosis, hipoxia, trastorno hidroelectrolitico, disfuncién autondmica, sobreestimulacion
simpatica, puede desarrollarse arritmias ventriculares graves como taquicardia ventricular
sostenida (TVS) e incluso fibrilacion ventricular.

Otros signos frecuentes son: el bloqueo A-V, mas el bloqueo completo de rama derecha,
con o sin hemibloqueo anterior izquierdo, los cuales son sugerentes de esta patologia. Puede haber
bloqueo AV completo, fibrilacion auricular, bloqueo completo de rama izquierda y extrasistoles
ventriculares. La evolucion de la cardiopatia es hacia insuficiencia cardiaca. En corazones
dilatados, se presentan fenémenos tromboembdlicos que pueden ocasionar infartos pulmonares y
cerebrales. Existe fibrosis cardiaca que origina aneurismas de la punta del ventriculo izquierdo. La
progresion de la cardiopatia Chagasica a la insuficiencia cardiaca es de alrededor de un 24,8% vy
de las complicaciones es de un 3,5% en pacientes tratados y de 16,9% en los no tratados (Franco
Paredes et al., 2007).

e Falla cardiaca (FC): La FC se considera un sindrome clinico multifacético producto
de la disfuncion cardiaca que resulta en la incapacidad de bombear sangre en la cantidad necesaria

para suplir la demanda metabolica del organismo, lo cual conduce a alteraciones en varios 6rganos,
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tal como el rifion, donde se observa retencion de agua y sodio, en el tejido musculo esquelético,
causa fatiga y en el cerebro causa reduccién en el nivel de consciencia.

La FC también se caracteriza por alteraciones estructurales adversas tales como:
incremento en la masa ventricular izquierda, hipertrofia del cardiomiocito y fibrosis miocardica.
Estas anomalias provocan un gasto cardiaco reducido, aumento de la presion venosa y un deterioro
progresivo del corazon. El sindrome de FC puede ser causado por una gran variedad de

enfermedades entre ellas: enfermedad isquémica, hipertension pulmonar, hipertension sistémica,

anormalidades en el musculo cardiaco o en el tejido valvular y finalmente puede deberse a causas

de tipo infeccioso como es el caso de la EC.

Tabla 2.

Principales factores etioldgicos en la falla cardiaca.

Causas Predisponentes Concepto Ejemplos
Estas causas incluyen
alteraciones estructurales, Enfermedad de las arterias
Etioldgicas congénitas o  adquiridas. coronarias, enfermedad

Probablemente etioldgicas

No etioldgicas
Causas Determinantes

Primaria
Cardiomiopatia

Secundaria

Indicadores asociados a una
mayor probabilidad de FC.

Se asocian a una mayor
incidencia de falla cardiaca sin
una relacion causal demostrada
Estos factores no tienen una
relacion causal directa con FC,
son indicadores de riesgo.

Son aquellas que alteran los
mecanismos reguladores de la
funcion ventricular

cardiaca congénita

Hipertension arterial, diabetes,
historia de fiebre reumatica

Edad, Sexo masculino,
obesidad, fumador
Cardiomiopatia dilatada,

hipertrofica, cardiomiopatia
restrictiva

Isquémica, infecciosa
(Enfermedad de Chagas),

toxica (alcohol) y
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Causas Predisponentes Concepto Ejemplos
cardiomiopatia metabdlica
(diabetes mellitus)
Hipertension, estenosis
Presion Imonar hipertensién
Sobrecarga €10 Causadas por  sobrecarga puimonar, pertensio
. . pulmonar
ventricular hemodinamica L
Insuficiencia valvular,
Volumen ..
derivaciones
Hipertrofia ventricular,

Llenado ventricular alterado

Arritmias

Causas Precipitantes

Cardiacas

No cardiacas

Ocasionadas por déeficit en el
llenado ventricular

Ocasionan alteraciones de la
tasa cardiaca

Factores que causan
descompensacion en  una
situacion estable en pacientes
con o sin diagndstico previo de
FC.

Pueden ser infecciones
respiratorias, medicamentos
que causan retencion de sodio

estenosis tricispide, tumores,
taponamiento cardiaco

Bradicardia, taquicardia

Arritmias, cardiomiopatia
isquémica, beta bloqueadores

Infecciones, embolismo
pulmonar, anemia, esfuerzos,
medicamentos (AINES)

Nota. AINES, drogas con efecto antiinflamatorios no esteroideos. Tomado de: Heart Failure: Etiology and approach

to diagnosis. Por J Segovia, 2004. Revista Espafiola de Cardiologia, pag 80.

Tromboembolismo: una de las complicaciones principales de la EC son los episodios de

tromboembolismo y fendmenos de tromboembolismo periferico. Estudios realizados en autopsias

de pacientes con EC mostraron que un 44% de los pacientes presento fendomenos tromboembdlicos

0 trombos intracardiacos (Aiello, 2015). La trombosis intraventricular es mas frecuente entre los

estadios finales de la cardiomiopatia y se ha asociado con el desarrollo de aneurismas y con

insuficiencia cardiaca (Oliveira, 1983).
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1.2.3 Patologia de la CCC

1.2.3.1 Aspectos macroscopicos de la CCC. Durante la CCC se observan determinadas
caracteristicas macroscopicas en la morfologia cardiaca dentro de las cuales se destacan:
adelgazamiento de las paredes ventriculares, ventriculos agrandados y dilatados, cardiomegalia,
trombosis intracavitaria y/o tromboembolismo periférico (Kransdorf et al.,2016). En la Figura 3,

se observa mayor detalle de las lesiones a nivel macroscopico.

Figura 3.

Caracteristicas macroscopicas de la CCC.

b

Nota: Hallazgos macroscopicos de la cardiomiopatia chagasica crdnica. A) Fibrosis epicardica representada por areas

difusas de aspecto blanquecino. B) Dilatacion de la cAmara ventricular izquierda, la flecha sefiala el tipico aneurisma

apical.

-Adelgazamiento parietal: esta lesion corresponde a areas o zonas de las paredes

ventriculares libres que presentan una reduccion importante de su espesor (Figura 4). En el
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ventriculo izquierdo, el adelgazamiento parietal es abrupto con relacién a las areas vecinas y se
localiza frecuentemente en la zona apical. El espesor puede alcanzar entre 1a4 mmy 2.5a4 cm
de extension y esta formado por tejido fibroso. El adelgazamiento puede adquirir la forma
aneurismatica cuando hace protrusion externa a manera de saco. A ese nivel, la pared esta casi
totalmente constituida por tejido fibroso con o sin infiltrado inflamatorio (Santacruz, 2021).
-Cardiomegalia: un hallazgo comun y constante durante la CCC es el aumento de tamafio
del corazon por causa de la dilatacion de las cavidades y el aumento de peso debido a la hipertrofia
ventricular (Figura 4). La hipertrofia del musculo cardiaco se expresa con el aumento de peso que
varia entre 400 a 700 g en la fase cronicay es la consecuencia del dafio de la fibra y del intersticio
miocéardico. A nivel celular se observan alteraciones caracteristicas como necrosis, inflamacion e
incremento de la masa muscular cardiaca por hipertrofia celular. Segun Postani y colaboradores,
los cardiomiocitos no sélo se hipertrofian, sino que se multiplican (hiperplasia celular) como
respuesta a la infeccion, por lo tanto, favorece el proceso de remodelacion cardiaca (Postani et al.,

1999).
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Figura 4.

Patologia macroscopica de la cardiomiopatia chagasica cronica

Nota: En la figura se observa cortes frontales A) Cardiomegalia con aneurisma apical izquierdo (flecha). Hipertrofia
del miocardio. Se observa un marcado adelgazamiento en el borde obtuso del corazén en la zona submitral (cabeza de
flecha). B) Cardiomegalia. Adelgazamiento y trombosis en los apices de ambos ventriculos (cabezas de flecha) C). Se
aprecia claramente la hipertrofia de la pared libre del ventriculo derecho, salvo un marcado adelgazamiento del vértice.
Adaptado de “Coronary microvascular disease in chronic chagas cardiomyopathy including an overview on history,
pathology, and other proposed pathogenic mechanisms.” (p.e674), por M. Rossi, 2010, PLoS Neglected Tropical

Disease 4(8).

En la fase terminal, el musculo se torna muy flacido por lo que el corazon toma la forma
de globo. Se puede concluir que la cardiomegalia durante la CCC es la expresion de un dafio
subcelular, celular y tisular progresivo y lento el cual tarda afios en manifestarse clinicamente. Por
otro lado, la hiperplasia se debe a factores tisulares y moleculares que estimulan la division celular.

-Trombosis y tromboembolismo periférico: En un estudio post-mortem realizado en Sao
Paulo Brasil con 1.345 casos estudiados de cardiopatia de Chagas, se encontro en el 44% de los

casos un fendmeno tromboembolico que incluia infarto en diferentes fases de evolucion y



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 44

trombosis cardiaca en el 27% de los casos (Samuel et al., 1983). Asi mismo, la trombosis cardiaca
es un fendmeno frecuente observado en la fase final de la CCC y se encuentra generalmente en
las zonas de adelgazamiento, especificamente en la zona apical del ventriculo izquierdo. Otras
localizaciones son el endocardio de la auricula derecha, el ventriculo derecho y la auricula
izquierda. EI 35% de los pacientes con CCC que fallecieron debido a falla cardiaca presentaron
trombos intramurales.

Al parecer varios cambios estructurales y funcionales ocurren en la microvasculatura, lo
cual podria luego accionar los mecanismos usuales de reparacion y la consecuente fibrosis. El
edema endotelial, perivasculitis, microaneurismas y trombos de fibrina asi como, incremento del
tono vascular, cambios en la perfusion miocardica y estimulacion de la agregacion de plaquetas
podrian estar causando la agresion al endotelio y causar la aparicion de vasoespasmos y trombosis

microvascular coronaria, lo cual causa dafio miocardico (Salomone, 2003).

1.2.3.2 Alteraciones microscépicas en el compartimento no miocitico. Desde el punto
de vista histopatoldgico, la CCC se caracteriza por la presencia de abundante infiltrado
inflamatorio y por remodelamiento de la matriz extracelular, estos cambios se observan
generalmente en el miocardio del ventriculo izquierdo y en las auriculas. El infiltrado inflamatorio
es distribuido de forma multifocal, es decir tanto en el mdsculo de trabajo cardiaco como en las
areas del sistema de conduccion. El infiltrado inflamatorio se extiende a las zonas vecinas del
pericardio y endocardio en todas las paredes cardiacas (Bonney et al., 2019).

-Infiltrado inflamatorio: El tipo de infiltrado inflamatorio es mononuclear constituido por

linfocitos TCD4+ y CD8+, monocitos, macrofagos, eosinéfilos y mastocitos. Cabe sefialar, que la
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presencia de eosindfilos activados en los casos mas severos de miocarditis agrava la lesion de los
miocitos por accién de la toxina eosinofilica.

En relacion con el proceso de remodelamiento éste se refleja principalmente en el
compartimento extracelular y se expresa como fibrosis, la cual constituye la fase final o cicatricial
del proceso inflamatorio, bajo las formas de fibrosis reactiva; endomisial, perimisial, perivascular
y fibrosis reparativa en parches sustitutivos de miocardio degenerado, atrofico, apoptoético o
necrotico. La fibrosis endomisial esta relacionada con el engrosamiento de las membranas basales
tanto de los cardiomiocitos como de los capilares intramiocardicos, la cual ha sido demostrada
desde hace mas de una década. En varias areas del miocardio, la fibrosis es predominantemente
subepicardica o subendocéardica y se acompafia eventualmente de trombosis. Las bandas de tejido
de colageno perimisial envuelven islotes de fibras miocardicas con atrofia y evidentes cambios
degenerativos y escaso infiltrado inflamatorio. En las zonas de adelgazamiento parietal la fibrosis
es confluente y mas densa pudiendo no contener fibras cardiacas ni infiltrado inflamatorio y no se

encuentran nidos de parasitos.

1.2.4 Aspectos clinico-patolégicos de la CCC

Las caracteristicas morfoldgicas y funcionales del corazon de pacientes con CCC dependen
de la fase clinica de la enfermedad. Tres etapas clinicas se han definido durante la fase cronica y
son: etapa I, 11y 1.

-Etapa clinica I: esta fase puede durar décadas, su comienzo y término es indefinido. Ha

sido denominada indeterminada o fase asintomética. El tamafio y peso del corazén es normal con
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una funcién sistolica normal. Pueden existir anormalidades tempranas Unicas o mdltiples de la
funcidn diastdlica, sin embargo, no se evidencia dilatacion de las cavidades ni hipertrofia.

-Etapa clinica I1: aunque esta fase puede ser también asintomatica puede acompariarse de
manifestaciones clinicas mas evidentes y progresivas como: bloqueo avanzado de rama derecha,
hemibloqueo anterior izquierdo, arritmia extra sistolica, arritmias supraventriculares y
ventriculares con un corazén de tamafio normal y electrocardiograma anormal.

-Etapa clinica I11: Generalmente en esta etapa ya existe cardiomegalia, trombosis
intracardiaca y tromboembolismo periférico. Clinicamente suele haber insuficiencia cardiaca
congestiva y alteraciones electrocardiograficas como blogueo de rama del haz de His o completo,
arritmias ventriculares complejas, ondas Q anormales y funcion sistélica disminuida. La fraccion
de eyeccion suele ser menor del 30% Yy se evidencian anormalidades graves de la contractilidad

parietal cardiaca y disfuncion autonoma y diastdlica.

1.2.5 Mecanismos de la patogénesis de la CCC

La patogénesis de la CCC es muy compleja y aun no estd completamente entendida. La
evidencia recolectada a través de estudios en modelos animales y en humanos ha determinado que
son cuatro los mecanismos patogénicos que explican el desarrollo de la EC, dos mecanismos
primarios y dos secundarios. En cuanto a los mecanismos primarios se consideran consecuencias
de la respuesta inmune la cual es modulada por la presencia persistente del parasito en el tejido y
por la autoreactividad del hospedero. Los secundarios involucran procesos de disautonomia

cardiaca y alteraciones microvasculares (Nunes et al., 2018).
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1.2.5.1 Persistencia del parasito en el tejido. Los estudios histopatoldgicos en la fase
cronica de la enfermedad muestran muy bajo grado de parasitismo en la fibra miocardica y un
fendmeno intrigante, es el hecho de que no se ha observado una correlacién topogréafica entre el
infiltrado inflamatorio y los nidos de amastigotes. Cabe sefialar, que esas observaciones fueron
obtenidas a partir de técnicas histoldgicas las cuales no son lo suficientemente sensibles para
detectar el nUmero escaso de parasitos en el tejido. En ese sentido, usando técnicas moleculares
mas sensibles y precisas como PCR en tiempo real (QPCR) y métodos de hibridizacion in situ, se
han detectado antigenos o0 DNA gendmico del parasito en los focos inflamatorios, lo cual ha
llevado a un mejor entendimiento de la dindmica de la infeccion, dado que puede variar
sustancialmente entre diferentes tejidos y el tiempo e incluso; puede variar entre individuos
infectados. De esta manera, podria pensarse que son multiples, los factores que apoyan esta
heterogeneidad, incluyendo la diversidad genética del hospedero y el linaje genético del parasito
infectante (Lewis y Kelly, 2016). La hipétesis de la persistencia del parasito emergié como un
mecanismo potencial para explicar el dafio del tejido y establece que “la persistencia de T. cruzi
en sitios especificos en el hospedero infectado, resulta en una reactividad inflamatoria cronica”.
La respuesta inmune del hospedero claramente limita el nicho dentro del cual el parésito puede
persistir, sin embargo, el mecanismo de evasion inmune a largo plazo dentro del hospedero
individual ain no se conoce. Diferentes modos de persistencia pueden ocurrir dentro y entre
6rganos, incluyendo: bajo nivel de infeccidn y éste con caracter permanentemente continuo en el
tiempo, procesos de reactivacion-dormanciay re-invasion especifica (Laucella et al., 2001) (Figura

5),



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 48

Figura 5.

Mecanismos de la persistencia de T. cruzi en el hospedero mamifero.
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Nota. Modos de persistencia del parésito T.cruzi durante infecciones a largo plazo . Adaptado de “Putting Infection

Dynamics at the Heart of Chagas Disease” (p.901), por M. Lewis y JM Kelly, 2016, Trends in parasitology.

1.2.5.2 Autoinmunidad. La autoinmunidad inducida por T. cruzi ha sido objeto de
investigacion desde hace afios, sin embargo, su papel en la patogénesis y los mecanismos por el
cual ésta se desarrolla ain no estan claramente entendidos. Los mecanismos esenciales por los
cuales la infeccion con T. cruzi podria resultar en un fendmeno de autoinmunidad son: el dafio del
cardiomiocito inducido por el parasito y el mimetismo molecular entre epitopes muy similares del
parésito y del hospedero. En el primer caso, la infeccion provoca una activacion de los linfocitos
T no especificos debido una ruptura del cardiomiocito, lo que ocasiona que se libere gran cantidad
de antigenos propios, los cuales podrian desencadenar respuesta inmune tanto especifica como

inespecifica favorecido por el ambiente proinflamatorio (INFy y ON). Este tipo de respuesta se
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denomina activacion “por espectador” y consiste en la activacion de linfocitos T autorreactivos
que no son especificos del agente infeccioso y que responden a segundas sefiales generadas como
consecuencia del dafio tisular accionado por el parasito. Este fendmeno esta acompafiado de una
pérdida de la tolerancia de los linfocitos T frente a los autoantigenos.

Una serie de reportes publicados a comienzos de la década del 2000 al 2010, describen
repuestas combinadas de células T autorreactivas y de anticuerpos especificos para la miosina
cardiaca demostrando estos hallazgos que el mimetismo molecular y la ruptura de la tolerancia a
autoantigenos cardiacos podria traducirse en una autoinmunidad potencialmente patdgena (lwai et
al., 2005). Blancos potenciales para anticuerpos con reactividad cruzada en el suero de pacientes
con EC y animales infectados fueron identificados como: proteina ribosomal, receptores unidos a
la proteina G, proteinas neuronales y una nueva proteina del hospedero denominada proteina
“Cha” (Gironés et al., 2001).

Por otra parte, estudios recientes han relacionado la presencia de linfocitos doble positivos
(DP) con procesos de autoinmunidad en la EC. Esta poblacidn se caracteriza por la expresion
simultanea de receptores CD4+ y CD8+, ademas, por su localizacion exclusiva en el timo y por
constituir la subpoblacion de células precursoras de los timocitos simples positivos (SP). Las
células DP han sido descritas en la sangre periférica de individuos saludables, en individuos con
enfermedades infecciosas, autoinmunes y con desérdenes inflamatorios crénicos (Savino, 2006).
Evidencia reciente ha mostrado presencia de estas células DP en sangre periférica de pacientes
chagasicos crénicos tanto en fase IND como los que padecen miocarditis crénica, lo anterior,

cuando se comparé con los individuos saludables (Giraldo et al., 2011).
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1.2.5.3 Disautonomia cardiaca. En la CCC existe un “sindrome disautonoémico”, asociado
al compromiso miocéardico. Los primeros estudios anatomopatoldgicos realizados en necropsias
de pacientes chagasicos agudos, revelaron la existencia de parasitismo neuronal cardiaco asociado
con periganglionitis y anormalidades degenerativas en las células de Schwann y fibras nerviosas.
Estudios subsecuentes demostraron que la despoblacion neuronal parasimpatica no es especifica
de esta enfermedad, pero es mas severay evidente en los pacientes chagasicos. La pérdida neuronal
en EC ocurre predominantemente durante la fase aguda de la infeccién. Por lo tanto, son tres los
mecanismos propuestos del dafio neuronal autonémico: la interaccién directa del paréasito con los
tejidos del huésped, el dafio inflamatorio periganglionico, y la reaccion autoinmune anti neuronal.
Estas interacciones estan influenciadas por la genética del parésito y del huésped, pudiendo
determinar la resistencia a la infeccion o alteraciones en la respuesta efectora y autoinmunidad.

Cabe sefialar, la disfuncidon autonémica desempefia una accién importante en la génesis de
muerte subita ya que la inervacion no uniforme del corazdn del paciente chagasico puede resultar
en una dispersion mayor de la refractariedad ventricular, la cual puede originar arritmias
ventriculares graves. La disautonomia generaria bradicardias extremas y efectos sobre la
conduccion cardiaca, que muchas veces es responsable de la aparicion de cuadros sincopales y

muerte sUbita.

1.2.5.4 Alteraciones microvasculatura. Varias evidencias patoldgicas, experimentales y
clinicas muestran alteraciones estructurales y funcionales de la microvasculatura, estos cambios
en principio inducen inflamaciéon perivascular y mas tarde, desencadenarian procesos de
reparacion y fibrosis, llevando a isquemia y necrosis focal. Estudios previos, han reforzado la

idea de que existen vasodilatacion y vasoconstriccion anormales a nivel microcirculatorio. Esta
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podria ser la base de la distribucién focal de la necrosis y la subsecuente fibrosis intersticial

reparativa que se encuentran tanto en las lesiones cardiacas humanas como en modelos
experimentales de isquemia y reperfusion.

En modelos animales, la presencia de edema endotelial, perivasculitis, microaneurismas y
trombos de fibrina en el interior vascular son hallazgos comunes. Ademas, el aumento del tono
vascular y estimulacion de la agregacion plaguetaria. Se ha demostrado, que existe un aumento en
la generacion de tromboxano A2 y de otras sustancias inflamatorias con propiedades

protromboticas como la IL-1B. En humanos, las alteraciones de la microvasculatura coronaria,

disfuncion endotelial aumento de la actividad plaquetaria, microtrombos y espasmos son evidentes
en los estudios anatomopatologicos. También, se encuentran alteraciones en la perfusion

miocardica lo que da lugar a lesiones como el aneurisma.

1.2.5.5 Estructura y organizacion de la fibra miocardica. La organizacion de la fibra
juega un papel en arritmogenesis dado que la estructura de las fibras miocardicas cumple un papel
critico en la propagacion del impulso eléctrico y la produccion de la fuerza. EI miocardio esta
constituido por tres principales capas o haces de fibras de cardiomiocitos en el corazon, las cuales
se orientan de forma oblicua entre si y se unen en el apice del corazén. La propagacion eléctrica
miocardica es anisotropica, es decir, la corriente se propaga en direccion del eje mas largo y grande
de la fibra.

Los tripomastigotes deben pasar a través de las laminas basales y las capas de la matriz
extracelular (MEC) del miocardio y la capa de la matriz intersticial entre las laminas basales para
alcanzar los miocitos. Estudios tanto en modelos experimentales y en pacientes chagasicos

demuestran que el dafio miocardico resulta de la infeccion y de multiples lesiones como isquemia,
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inflamacidn, stress oxidativo y necrosis, los cuales contribuyen a la degradacion de la matriz
extracelular. Ademas, las metaloproteinasas cardiacas estan sobreexpresadas en el escenario de
la infeccion y su inhibicion disminuye la inflamacién miocardica (Medeiros et al., 2017). Asi, la
degradacion de la matriz extracelular gradualmente resulta en el deslizamiento de las capas
ventriculares, convirtiéndose en el evento primario de la formacion del aneurisma apical el cual
ha llegado a ser una lesion frecuentemente observada en los pacientes con CCC.

Asi, el remodelamiento del corazén en la CCC es un resultado de la reorganizacion en
la pared cardiaca resultante del dafio tisular de la isquemia, necrosis, inflamacion y el aumento de
la presion intracavitaria, asociada con hipertrofia y dilatacion de los ventriculos. La examinacién
histologica del corazdn revela miocitolisis, mionecrosis y necrosis resultante de la hipoperfusion
seguido por periodos de reperfusion, el cual puede ser el resultado del vasoespasmo de las ramas
de la circulacion coronaria.

Histologicamente, el miocardio muestra una miocarditis difusa con infiltrado inflamatorio
focal y dafio en la fibra cardiaca, prominente fibrosis y escasos parasitos de T. cruzi (Cunha Neto
et al., 2014). El infiltrado inflamatorio de las lesiones miocardicas estd compuesto principalmente
de células T que muestran un perfil de citocinas Thly macréfagos. Entre las citocinas aumentadas
durante la fase severa de la CCC se encuentran INFy, TNFa e IL-6 (Abel et al., 2001). La
inflamacién miocéardica cronica puede ser secundaria al reconocimiento de antigeno o paréasito
detectado en los corazones tanto de pacientes con CCC vy asintomaticos (Afiez et al., 1999) o
antigenos miocéardicos. Asi mismo, se acomparfia de alta grado de parasitemia y parasitismo en el
tejido que resulta en inflamacién del miocardio, el tracto gastrointestinal, meninges y tejido
nervioso periférico y central. En el contexto de la CCC en el cual la persistencia del parasito

conduce a incesante inflamacion (Tarleton, 2001) con deterioro y un efecto nocivo cascada de
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metabolismo, inflamatorio, neuro-humoral y estructural se producen alteraciones en el ventriculo
izquierdo, lo que conduce a un remodelamiento adverso y eventualmente disfuncion contractil y

falla mecanica de la homba.

1.2.6 Respuesta Inmune durante la CCC

1.2.6.1 Respuesta immune durante la fase aguda de la EC. ElI mecanismo preciso por el
cual se activa inicialmente el sistema inmune innato en los humanos en presencia de T. cruzi no se
conoce completamente. Es sabido que algunos patrones moleculares de T. cruzi son reconocidos
por receptores especificos conocidos como receptores de reconocimiento de patrones (PRRS).
Varios autores han demostrado que los receptores TLR cumplen un papel critico en la resistencia
del hospedero a la infeccion por T. cruzi (Esper et al., 2015). Los neutréfilos expresan TLR-
1,2,4,5,6,7,8,y9. Porsu parte, T. cruzi puede invadir células profesionales fagociticas, asi como
diferentes células no fagociticas dado que emplea una gran variedad de moléculas y estrategias
para internalizarse rapidamente y evadir la respuesta inmune del hospedero. Secuencias de DNA
CpG, RNA, proteinas de superficie como la flagelina y mucinas del tipo glicosilfosfatidil inositol
(GPI) y glicosil inositol fosfolipidos (GPIL), son algunas de las moléculas que al ser reconocidas
por diversos receptores tipo Toll (TLR-9, TLR-2 y TLR-4), tirosin quinasa y receptores del factor
de crecimiento epidérmico y transformante, facilitan la rapida invasion del parasito. Una vez
internalizados en la fagolisosoma, estos escapan al citoplasma donde inician su replicacion. Como
resultado de esta interaccion, se induce en el macréfago, células dendriticas y células NK la
produccion de mediadores proinflamatorios como quimoquinas, citocinas (IL-12, TNF-a) y

especies reactivas de oxigeno (ROS) (Shoda et al., 2001). Los macrofagos y células dendriticas
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que han endocitado el parasito subsecuentemente activan una fuerte respuesta de células T y
anticuerpos contra T.cruzi.

En cuanto a las células NK son consideradas una poblacion celular encargada de evitar la
diseminacion de la infeccion. EI mecanismo clasico propuesto para la fase aguda de la infeccion
involucra la activacion de la sintesis de 1L-12 por parte de los macréfagos, la cual induce la sintesis
de INFy por las células NK (Gazzinelli et al., 1993). Esta citocina a su vez inducira en el macréfago
la produccion de 1L-12, TNF-a y 6xido nitrico, contribuyendo asi a la eliminacion del parasito. De
esta forma, las células NK constituyen una fuente importante de INF-y antes del desarrollo de la
inmunidad mediada por las células T y es un hallazgo caracteristico durante la infeccion cronica
con T. cruzi (Vitelli Avelar et al., 2006). La fase tardia de la forma aguda esta caracterizada por un
incremento selectivo de las células NK (CD16+CD56-), este fenotipo se caracteriza por presentar
pérdida de la funcion en esta fase de la enfermedad.

Es importante sefialar que la activacion descontrolada de los monocitos y las células NK,
podria conducir a dafio del tejido y al desarrollo de enfermedad croénica severa. Por esta razon, el
establecimiento de mecanismos inmunoreguladores en esta fase seran determinantes para controlar
la actividad inmune y prevenir los efectos deletéreos asociados con la excesiva estimulacion del
sistema inmune. En este contexto, el ambiente de citocinas producido por estas células podria
representar un importante mecanismo regulador. El analisis del perfil de citocinas antiinflamatorio
de las células NK y monocitos circulantes ha sido previamente reportado (Vitelli Avelar et al.,
2006). En este estudio se encontrd un ligero incremento en los monocitos IL-12+ y un namero
equivalente de monocitos TNF- 11-10+ asi como células NK IL-4+, TNFa-, INFy— con lo cual se
demostr6 que el perfil de citocinas ex vivo de monocitos y NK durante la fase aguda tardia se

parecio al patron observado en el grupo control (nifios no infectados y saludables).
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La respuesta inmune durante la fase aguda también involucra la activacion de linfocitos
Thl y LT CD8+ los cuales contribuyen a eliminar los amastigotes intracelulares en el tejido
infectado. Por otra parte, de forma simultanea, los antigenos del parasito estimulan un perfil Th2
el cual contribuye a la produccion de anticuerpos especificos. Lo anterior se evidencia por los
hallazgos de poblaciones CD4+ y CD8+ en biopsias endomiocardicas. Ahora bien, las células T
especificas de T. cruzi productoras de INFy migran a los sitios como el miocardio en respuesta a
un gradiente de quimogquinas y presencia del parasito. Por otra parte, Silva et al., observo en
modelo murino que el nimero de LTCD8" INFy*perforina® se correlacioné con dafio a los 120
dias post infeccion. Datos recientes muestran que IL17 y las células T reg
CD4*CD25*GITR+Foxp3* controlan la miocarditis inducida por el parasito y la resistencia a la
infeccion por T. cruzi en ratones (Cai et al., 2016).

Durante la fase aguda de la infeccion por T. cruzi, se observan células secretoras de
inmunoglobulinas (Ig) tanto en el bazo como en los nédulos linfoides periféricos y la mayoria de
las células B activadas secretan anticuerpos no especificos. En esta fase de infeccion en ratones se
presenta proliferacion policlonal del linfocito B caracterizada por un perfil tipico de IgG2a e IgG2b
(Michailowsky et al., 2003).

En resumen, durante la fase aguda de la infeccion la respuesta inmune celular dada por los
niveles aumentados de IL6 y TNFo+ e INFy+ por parte de las células mononucleares y
posiblemente la respuesta inmune humoral controlan la replicacion y el desarrollo del parasito,
mientras que las células T reguladoras cumplen un papel muy importante en el control de la
respuesta inflamatoria. Sin embargo, ambos tipos de respuesta fallan en la capacidad para eliminar
totalmente el parasito. Cabe sefalar, que la transicion de la fase aguda a la fase crénica esta

acompafiada por una marcada disminucion de la parasitemia debido a la respuesta inmune
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relativamente efectiva, la cual mantiene el nimero de parasitos por debajo de los niveles

detectables.

1.2.6.2 Respuesta inmune durante la fase crénica de la EC

1.2.6.2.1 Fase indeterminada (IND). luego de la fase aguda los individuos entran a la fase
IND, la cual se caracteriza por niveles detectables de anticuerpos especificos y la ausencia de dafio
evidente en el tejido o disfuncion organica. Esta etapa puede durar desde meses hasta una vida
entera. Los mecanismos subyacentes a la transicién de la fase asintomatica (IND) a una
clinicamente sintomatica no son aun muy claros. Finalmente, es importante mencionar que otros
factores como: el tipo de cepa del parasito, la carga parasitaria, la presencia o ausencia de
reinfeccidn y la calidad de la respuesta inmune del hospedero, asi como la susceptibilidad genética

podrian constituir aspectos determinantes que inciden en el curso de la enfermedad.

1.2.6.2.2 Respuesta immune Innata en la fase cronica. Pocos estudios han sido realizados
con el objetivo de determinar el papel de los leucocitos polimorfonucleares en el desarrollo y
progresion de la EC. Los hallazgos histopatoldgicos han mostrado escaso nimero de eosinofilos y
neutrofilos en las lesiones cardiacas, sin embargo, estos se han asociado a dafio tisular y severidad
de la enfermedad. Voltarelli et al. (1990), demostraron que los neutr6filos derivados de pacientes
con EC presentaron menor capacidad quimiotéctica y baja eficiencia para producir especies
reactivas de oxigeno. Ademas, se ha descrito aumento de las metaloproteinasas de matriz
extracelular 2 (MPM-2) y 9 (MPM-9) en neutréfilos y monocitos de pacientes con CCC en

comparacion con los no infectados. La MPM-2 promueve la inmunomodulacion de la infeccion



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 57

(Fares et al., 2013). Actualmente, se sabe que los neutréfilos cumplen un papel clave en el control
de la carga parasitaria y acttan regulando la respuesta inmune en modelos murinos infectados con
T. cruzi. Estas células son capaces de interactuar con el paréasito y realizar sus funciones efectoras
tales como fagocitosis, generacion de especies reactivas, de granulacion y liberacion de trampas
extracelulares. Teniendo en cuenta, que estas funciones efectoras tienen el potencial de destruir el
parasito y afectar la patogenicidad, es claro que son muy importantes durante la fase aguda, sin
embargo, aln no se sabe cdmo estas funciones podrian influenciar las respuestas inmunes

adaptativas contra T. cruzi (Figura 6).

Figura 6.

Papel de los neutrofilos en la infeccion por Trypanosoma cruzi.
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Nota: La imagen muestra como los tripomastigotes se internalizan en el neutrdfilo a través de diferentes receptores,
los cuales inducen la activacion de vias de sefializacion que modulan en el neutrdfilo la iniciacion de procesos de

fagocitosis y liberacion de especies reactivas de oxigeno.

1.2.6.2.3 Respuesta inmune adaptativa en la fase crénica. Durante la fase crénica de la
EC, la mayoria de los pacientes desarrollan una fuerte respuesta inmune, de tipo humoral y celular

frente a diferentes antigenos derivados del parasito (Michailowsky et al., 2003). La relevancia de
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esta respuesta inmune ha sido demostrada por el hecho de que los pacientes, infectados e
inmunosuprimidos o en aquellos que presentan el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), desarrollan formas agudas muy severas de la enfermedad como resultado de la
exacerbacion de la carga parasitaria (Fuenmayor et al., 2005).

Estudios previos, han mostrado la importancia de las subpoblaciones de linfocitos T CD4*
y CD8* en el control inmune de la infeccion (Giraldo et al., 2013; Keesen et al., 2012). Evidencia
experimental obtenida a partir de pacientes con CCC y en modelos murinos infectados ha
demostrado que durante la fase crénica de la infeccion se activa una fuerte respuesta inmune tipo
Th1 comparado con la observada en pacientes en fase IND. A nivel de sangre periférica, se han
detectado altos niveles de expresion de TNFa e INFy proveniente de las células mononucleares
circulantes, aumento en el nimero de LT CD4* y CD8" productor de INFy y un reducido nimero
de células Treg CD4*CD25* productoras de IL10 y de células Treg CD4*CD25*FoxP3*. Mas aln,
la expresion de IL10 a partir de monocitos de pacientes en fase IND fue més alta que la encontrada
en pacientes cardiacos. Asi mismo, el analisis del infiltrado inflamatorio mediante ensayos de
expresion RNAm en el miocardio proveniente de pacientes con CCC encontré aumentada
expresion de INFy y TNFa, asi como niveles bajos o indetectables de IL4, IL6, IL7 y 1L15
demostrando claramente un perfil Thl a nivel de tejido, lo que se correlaciona con el perfil hallado
en sangre periférica. Para corroborar esto, se evalué la expresién de factores de transcripcion (FT)
como GATA3, FoxP3 y RORYT propios de las subpoblaciones Th2, Treg y Th17 respectivamente,
asi como su perfil de citocinas, encontrandose la expresion de los tres FT en muy baja
concentracion o indetectable. Estos resultados sugieren que el infiltrado Thl predomina en el
miocardio de los pacientes con CCC y parece estar poco regulado, lo que podria explicar el dafio

observado en el tejido (Nogueira et al., 2014)
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Quizés otro hallazgo interesante y un poco subestimado se relaciona con la acumulacion
selectiva de estas células (Th1) en el tejido cardiaco. Cunha-Neto y Chevillard (2014), utilizando
microscopia confocal y PCR en tiempo real (QPCR) para estudiar el miocardio de pacientes con
CCC, encontraron células mononucleares que expresaban receptores de quimoquinas CXCR3,
CCRY7, CCR5, CCR4, y algunos ligandos como CXCL9, CCL9, CCL5y CCLZ2. Estos hallazgos
podrian sugerir la importancia de estas moléculas quimioatrayentes de la subpoblacion Thl como
responsables de la acumulacién de estas células en el tejido cardiaco.

No obstante, segin las investigaciones realizadas por Marino et al. (2005) quienes
estudiando los efectos de la modulacion de la expresion de genes de matriz extracelular en el tejido
cardiaco de ratones infectados con T. cruzi, detectaron altos niveles de quimoguinas (CC)
especialmente RANTES y MIP 1o, junto con células LTCD8"* que expresaban en su superficie
CCR5". Estos hallazgos les permitieron proponer que las quimoquinas CC y sus receptores estan
involucradas con la migracién diferencial y patogénesis mediada por las células TCD8".

En cuanto a los LTCD8" vy la resistencia frente a T. cruzi, su relevancia se ha demostrado
no sélo por el mayor predominio de la subpoblacion LTCD8" en fragmentos de biopsia miocardica
de pacientes con CCC (Sun y Tarleton, 1993; Silverio et al., 2010), sino también por la habilidad
de los LTCD8", provenientes ya sea de pacientes chagasicos de tipo cronico o de ratones infectados
con T. cruzi, para actuar como linfocitos citotdxicos frente a células infectadas con T. cruzi
(Silverio et al., 2012). Ademas, por la aumentada carga de parasito en el tejido en ausencia de
respuesta inflamatoria y por la rapida mortalidad de los ratones infectados en ausencia de LTCD8".

Basado en la expresion combinada de los marcadores CD27* y CD28", Appay et al. (2002),
propusieron un modelo de diferenciacion para células de memoria LTCD8" en la cual

CD27*CD28", CD27 CD28" 0 CD27"CD28 y CD27 CD28 son consideradas subpoblaciones de
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células de memoria en estadio de diferenciacion temprano, intermedio y tardio respectivamente.
Igualmente, la expresion del receptor de quimoquina CCRY7, el cual facilita el homing hacia el
noédulo linfoide, permitié la discriminacion en células T de memoria central (CD45RA'CCR7Y), a
la cual le faltan las funciones efectoras intermedias y tienen la capacidad de migrar a los nddulos
linfoides y, las células T de memoria efectora (CD45RA CCRTY), las cuales circulan hacia el tejido
periférico y exhiben funcién efectora rapida en presencia del antigeno. Por lo tanto, un analisis
mas cuidadoso de estas células en cuanto a sus propiedades funcionales y su relacion con los grados
de severidad de la enfermedad puede ser estimado teniendo en cuenta la presencia o ausencia de
estos marcadores de superficie. Asi pues, un estudio previo mostr6 que los sujetos sin
manifestaciones cardiacas 0 muy leves presentaban mayor capacidad para activar respuestas tipo
INFy especificas para T. cruzi en comparacion a los sujetos que padecian la enfermedad cardiaca
mas avanzada (Gomes et al., 2003). Asi mismo, la poblacién de células TCD8" de memoria
especificas de T. cruzi se observd enriquecida en células en estado de diferenciacion temprano
(CD27*CD28").

En contraste, la frecuencia de LTCD8CD27*CD28* en la poblaciéon de LTCD8* memoria
total, estuvo disminuida en tanto que la enfermedad llegaba a ser mas severa, mientras que la
proporcion de LTCD8" de memoria en estadio de diferenciacién tardio (CD8*CD27- CD28)
aumentaba (Albareda et al., 2006). Estos resultados son consistentes con la hip6tesis de un fenotipo
de agotamiento gradual o también conocido como “T cell exhaustion” en la poblacion de células
T CD8" de memoria.

Conviene subrayar que el fenotipo exhausto se relaciona con el hecho de que la célula T
efectora gradualmente pierde su funcién. Esta pérdida de la funcidn es jerarquica, es decir,

inicialmente ocurre la pérdida temprana de la produccion de IL2, seguido por la pérdida de la
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capacidad de producir FNTa y finalmente, sucumbe la capacidad produccion de INFy. Las células
T exhaustas presentan marcadores fenotipicos que estan tipicamente asociados con poblaciones de
memoria efectora y a una alta expresion de receptores inhibitorios, entre estos el antigeno 4 del
linfocito T citotoxico (CTLA-4/ CD152) y el receptor 1 asociado a la inmunoglobulina del
leucocito (LIR-1). Por ultimo, a pesar de la gran cantidad de datos disponibles sobre las
caracteristicas de la respuesta inmune en EC, aln no se conocen completamente los mecanismos
involucrados en el mantenimiento de las células T de memoria y su papel en la transicion desde la
fase asintomatica a la cardiomiopatia (Yi y Zajac, 2010).

En EC puede jugar un papel antiinflamatorio mediante la supresién de la funcion
proinflamatoria de las células Th1l sin interferir con la eliminacion del parasito (Guedes et al.,
2012).

Las células Thl7 han sido asociadas a la patogénesis de algunas enfermedades
inflamatorias, autoinmunes e infecciosas como esquistosomiasis (Rutitzky y Stadecker, 2006),
toxoplasmosis (Matsuzaki y Umemura, 2007) y tuberculosis (Weaver et al., 2007). La IL17 no
solo es producida por las células Th17 sino también por otros tipos de células como LTCD8+,
neutrofilos, monocitos y las células NK. Recientemente se ha evaluado el papel de la IL17 durante
la infeccién por T. cruzi. Los ratones infectados con T. cruzi fueron tratados con anticuerpo
monoclonal IL17 lo cual resulté en mortalidad prematura, reduccién del parasitismo cardiaco y
aumentada produccién de TNFa e INFy, quimoquinas y receptores de quimoquinas e incremento
del infiltrado inflamatorio cardiaco comparado con el grupo control. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que la IL17 puede ser importante en el control de la inflamacion cardiaca mediante un
feedback negativo sobre la produccion de TNFa, INFy y quimoquinas durante la infeccion

experimental de T. cruzi (Cai et al., 2016).
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Algunos estudios han sefialado la importancia de los anticuerpos para la eliminacion del
parasito y la sobrevivencia del hospedero. Un estudio realizado en ratones deficientes en linfocitos
B mostro una respuesta de hiper susceptibilidad a la infeccidn por T.cruzi demostrando tasa de
mortalidad prematura e incremento de la parasitemia. Las propiedades bioldgicas de los
anticuerpos 1gG pueden ser diversas y tienen un efecto importante sobre la historia natural de la
enfermedad de Chagas. La produccion de diferentes subclases de IgG estd controlada por
diferentes citocinas. En los pacientes chagasicos cronicos la 1IgG1 y la 1gG2 forman el 90% de las
IgG producidas. Las citocinas Th1 (IL12, IFNy, TNFa) son responsables de la produccion de IgG1
e 1gG3, mientras las citocinas Th2 (IL4, IL10) estimulan la produccién de IgG2. La IgG1 media
la lisis mediante la unién al complemento mientras la 1gG2 media la inmunidad mediante la
activacion de las células efectoras no fagociticas (Michailowsky et al., 2003).

AUn no ha sido definido si existe una correlacion entre las diferentes formas clinicas de la
EC y los niveles de subclases de 1gG junto con la severidad tanto en modelos murinos como
humanos. Algunos estudios no detectaron diferencias entre los niveles de inmunoglobulinas entre
individuos con diferente manifestacion clinica, otros observaron altos niveles de 19gG2 en el suero
de pacientes con manifestaciones cardiacas o gastrointestinales (Primavera et al., 1990; Carrillo-
Sanchez et al., 2016).

- Poblacion de linfocitos T reguladores (Treg) las células T reguladoras (Treg)
CD4+CD25high han sido descritas como una Unica poblacién de células que regulan la respuesta
inmune innata y adaptativa y tienen la capacidad de controlar el efecto excesivo o desregulado de
la respuesta inmune frente a los patdgenos o antigenos propios (Cools et al., 2007). En las
enfermedades infecciosas causadas por parasitos protozoarios, un nimero de publicaciones se han

centrado sobre el papel de las células Treg en pacientes con EC (De Araujo et al., 2011). La
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inmunofenotipificacion de las células de sangre periférica posterior a la estimulacion con antigenos
de T. cruzi demostré que los individuos en fase indeterminada tienen una mayor frecuencia de
Treg, sugiriendo que una expansion de esas células podria ser benéfico, dado que posiblemente
limita la fuerte actividad citotdxica y por ende el dafio al tejido. Andlisis adicionales demostraron
un estatus activado de las células Treg basado en la baja expresion de CD62L y alta expresion de
CD40L, CD69+ y CD54+ por células de todos los pacientes chagasicos después de la estimulacion
antigénica con T. cruzi. Sin embargo, hubo un incremento en la frecuencia de la poblacion
foxp3+CD25highCD4+ que fue también IL10+ en la fase IND, mientras en el grupo cardiaco,
hubo un incremento en el porcentaje de Foxp3+CD25highCD4+ que expresaba CTLA4+. Estos
datos sugieren que la IL10 producida por las Treg es efectiva en controlar el desarrollo de la
enfermedad en pacientes en fase IND. Sin embargo, en pacientes con cardiomiopatia el mismo
mecanismo regulador mediado por la expresion de IL10 y CTLA4 es improbable que sea
suficiente para controlar la progresion de la enfermedad. Estos datos sugieren que las células Treg
pueden jugar un importante papel en el control de la respuesta inmune en la ECh y el balance entre
las células T efectoras y reguladoras constituye un factor importante para la progresién y desarrollo

de la enfermedad (Sathel-Avelar et al., 2009).

1.2.7 Alteracion de la matriz extracelular y remodelamiento

Los tejidos estan constituidos por varios tipos de células tales como fibroblastos, células
epiteliales, endoteliales, y células del sistema inmune, asi como redes no celulares; todas
embebidas en una matriz extracelular (ME) (Silva et al., 2021). La ME opera no s6lo como una

barrera estructural fisica para las células, sino también como un medio de comunicacion, dado que,
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orquesta funciones celulares cruciales a través de interacciones célula-célula e interacciones matriz
-célula (Karamanos y Theocharis 2019). Especificamente, los elementos de la ME pueden
influenciar la proliferacion, migracion, sobrevivencia, diferenciacién, asi como homeostasis del
tejido, morfogénesis, angiogénesis, funcion inmune y autofagia (Lavandero et al., 2015). Las
macromoléculas constitutivas de la ME son proteinas fibrilares que incluyen colagenos,
fibronectina, lamininas, elastinas, proteoglicanos (PG), glucosaminoglicanos (GAG) y algunas
glicoproteinas incluyendo proteinas matricelares, las cuales juntas crean redes tridimensionales
complejas, pero bien organizadas. Adicionalmente, coexisten en este microambiente factores de
crecimiento, citocinas y enzimas modeladoras de la matriz (Li et al., 2018). Los componentes de
la matriz extracelular son sintetizados y secretados por todas las células para atribuir adaptabilidad
y soporte celular, mientras las macromoléculas pueden secuestrar mediadores de la matriz
extracelular creando una fuente de moléculas de sefializacion tales como factores de crecimiento
y citocinas, en ese sentido, la composicion de la matriz extracelular difiere entre los tejidos, fases
de desarrollo y condiciones patofisiologicas. (Bloksgaard et al., 2018).

Las principales moléculas identificadas en la membrana basal son: colageno 1V, laminina,
nidogeno, heparan sulfato, proteoglicanos (PG), perlecan y agrin. En las matrices intersticiales
predominan los colagenos fibrilares, proteoglicanos, fibronectina y proteinas matricelulares (Da
costa et al., 2019).

Los PG son actores principales de la ME, dado que ellos orquestan numerosas funciones.
Diferentes nimeros y tipos de glucosaminoglicanos (GAG) estan covalentemente unidos a la
estructura principal del proteoglicano. Los GAG son cadenas lineales heterogéneas de disacaridos

repetitivos y con que estan constituidos mayormente por una hexosamina (N-acetil D-
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galactosamina o N-acetil D glucosamina) y un acido hexuronico (D-glucuronico o acido
liduronico) o por galactosa.

Los GAG estan agrupados en seis categorias: condroitin sulfato, dermatan sulfato,
heparan sulfato, heparina, keratan sulfato y hialuronano. Excepto hialuronano, todos los otros
GAG puede ser sulfatados en varias posiciones de acido uronico, hexosamina o galactosa
proveyendo disacaridos y PG con remarcable diversidad estructural y funcional.

De acuerdo, a la ultima nomenclatura, los PG son categorizados basados en su localizacion
celular y subcelular, en la homologia de gen y proteina, y en la existencia de motifs proteicos
particulares dentro de su estructura principal. Asi, los PG son clasificados como intracelulares, de
superficie celular, pericelulares y extracelulares.

- PG de superficie celular dependiendo de la manera en que estén unidos a la
membrana celular estan divididos en transmembrana incluyendo: sindecanos, betaglucanos y
fosfocan y anclas de glicosilfosfatidilinositol (GPI) representados por glipicanos.

- PG pericelulares: Respecto a los PG pericelulares, perlecan, agrin, and colageno
XVIIl'y XV estan incluidos.

- PG extracelulares: contiene la subfamilia de hialectano/lecticanos con los principales
representativos agrecan y versican, la subfamilia de proteoglicanos ricos en leucina como:
decorina, biglicano y lumican.

La gran familia de proteinas del coldgeno comprende 28 tipos y consisten en estructuras
complejas y abundantes en mamiferos y en particular, representan un tercio de las proteinas totales
en los humanos. Dependiendo del dominio de homologia y funcién, los colagenos estan divididos
en 7 grupos: colageno fibrilar, colageno que forma redes y colageno que forma filamentos, fibras

de anclaje, colagenos asociados a fibrillas.
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Fibronectina, es una glicoproteina que es expresada de forma ubicuota en la matriz
extracelular y puede ser encontrada ya sea como dimero o como fibrilla, posee un papel importante
en el ensamble de la matriz. Otra importante proteina de la matriz extracelular son las lamininas y
proteinas matricelulares las cuales estan involucradas en funciones cruciales para la homeostasis

del tejido y reparacion de herida.

1.2.7.1 Interaccion matriz extracelular — cardiomiocitos. Las células coordinan
multiples funciones a traves de diferentes receptores extracelulares, tales como: integrinas,
receptores con dominio discoidina (DDRs), PG de superficie y CD44.

Las integrinas son receptores responsables de la adhesion celular debido a su habilidad para
entrecruzar el citoesqueleto de actina con los componentes de la matriz extracelular, ademas de
facilitar las cascadas de sefializacion, principalmente a traves de tirosina quinasas SrC. Las
integrinas estan conformadas por dos subunidades heterodimericas o y 3 siendo la subunidad {3 la
responsable de activar las vias de sefializacion a traves de la union de activadores intracelulares.
Este mecanismo regula la afinidad de las integrinas con elementos de matriz extracelular y, por
ende, la migracion y adhesion celular. Las integrinas son expresadas por células del estromay por
las tumorales y son importantes para su comunicacion con el microambiente tumoral.

Los fibroblastos asociados a cancer son responsables de la mayoria de las alteraciones de
la ME en el microambiente tumoral.

- DDRs pertenecen a la familia de tirosina-quinasas, regulan funciones celulares cruciales,
tales como proliferacion, diferenciacion y migracién en condiciones fisiologicas y su

desregulacién contribuye a enfermedades como fibrosis y cancer (Leitinger, 2014).
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- CD44 puede actuar como receptor de PG y regulador de la transduccién de sefial. Debido
a su dominio de lg, CD44 opera como receptor para factores de crecimiento, citocinas,
metaloproteinasas (MMP) y HA (Suleiman et al., 2018). Heparan sulfato o condroitin sulfato unido
a CD44 une a factor de crecimiento vascular y factor crecimiento del hepatocito, mientras su

dominio citoplasmatico es responsable por la union de proteinas reguladoras intracelulares.

1.2.8 Desregulacion del metabolismo de la quinurenina

La via de la quinurenina (VQN) representa una ruta importante del metabolismo del
triptofano en mamiferos. Los metabolitos de la VQN relacionan aspectos importantes de la
patofisiologia de la FC, tales como inflamacion, homeostasis de la energia, apoptosis y estrés
oxidativo (Lund et al., 2020).

Altos niveles en plasma de quinurenina (QN), 3 hidroxiquinurenina (3HQN), acido
quinolinico (AQ) y la proporcion quinurenina/triptofano (Q/TR) han sido asociados con
mortalidad en pacientes con falla cardiaca (Lund et al 2020). Por otra parte, investigaciones
recientes han implicado a algunos productos derivados del metabolismo del triptofano en la
patologia de la fibrosis (Dolivo et al., 2018). Adicionalmente, hay reportes que evidencian que la
quinurenina y otros metabolitos de la VQN inducen la apoptosis en macréfagos, células Ty By

células NK (Fallarino et al., 2006).
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1.3 Cardiomiopatia no chagasica

Las cardiomiopatias no chagasicas comprende un grupo de enfermedades del musculo
cardiaco, que incluyen cardiomiopatia hipertréfica, restrictiva, arritmogenica ventricular derecha,

y dilatada (CMD).

1.3.1 Cardiomiopatia dilatada idiopatica (CMD)

La CMD es una enfermedad caracterizada por dilatacion y alteracion de la contractilidad
del ventriculo izquierdo o ambos y se acompafa de desarrollo progresivo de falla cardiaca
congestiva y ocurrencia de arritmias severas (Bozkurt et al., 2016). La disminucion en la funcion
contractil es la caracteristica hemodindmica de la CMD, una anormalidad que desencadena
respuestas neurohumorales complejas, las cuales aumentan el volumen circulatorio para mantener
el gasto cardiaco. Aunque estos mecanismos inicialmente tratan de compensar la caida del gasto
cardiaco, al final estas respuestas llegan a ser perjudiciales; contribuyendo al deterioro clinico y al
comienzo de la falla cardiaca.

Una gran variedad de factores (toxicos, infecciosos, metabolicos, inmunoldgicos etc.) han
sido etiologicamente implicados en la CMD. Cabe sefialar, que la CMD es a menudo caracterizada
como idiopatica, cuando no se reconoce a ninguno de los factores antes mencionados como causa
de la enfermedad. La prevalencia reportada de la CMD en Europa y Norte América es de 36 casos
por 100.000 y la incidencia anual varia entre 5 a 7.9 casos por 100.000 habitantes. La prevalencia
de CMD es aparentemente baja en Asia y podria ser mas alta en Africa y Latinoamérica comparado

con Europa. La variedad de causas, mecanismos patofisiologicos subyacentes y diferentes
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expresiones fenotipicas influyen tanto en su presentacion y respuesta al tratamiento. Aunque los
pacientes con las distintas cardiomiopatias comparten algunos sintomas clinicos también se ha
observado caracteristicas especificas en la clinica y en sus respuestas terapéuticas. A la fecha aun

no se conocen las causas de estas diferencias.

1.4 Herramientas 6micas

El término “Omicas” se refiere al andlisis conjunto de un gran niimero de moléculas (ADN,
RNA, proteinas y metabolitos) obtenidas a partir de muestras bioldgicas. Este término involucra
el estudio de diversas disciplinas como la gendmica, transcriptémica, proteémica, y metabolémica.

Estas ciencias surgen gracias al secuenciamiento del genoma humano y al subsiguiente
desarrollo de tecnologias analiticas de alto rendimiento para la separacion, identificacion y
cuantificacién de moléculas, una de ellas, la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS), la cual ha permitido identificar y cuantificar proteinas y/o
metabolitos a partir de muestras biolégicas complejas (Evans, 2000; Guo y Lankmayr, 2010 ). Asi
mismo, estos avances han ido de la mano con el desarrollo de computadoras con gran capacidad
de procesamiento y andlisis de grandes cantidades de datos (Boja et al., 2014). En este capitulo

exploraremos los conceptos de la protedmica y metabolémica.

1.4.1 Protedmica

La protedmica se entiende como el analisis detallado de todas las proteinas expresadas en

un momento dado frente a una condicion fisioldgica o patoldgica. Asi mismo, esta aproximacion


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21083211

ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 70

facilita un mayor entendimiento de los procesos bioldgicos mediante el analisis comparativo de
los cambios en los niveles de expresion y /o a través de las interacciones proteina-proteina. Este
enfoque se basa en el analisis de las proteinas ya sea de forma individual o conjunta, siendo una
de las primeras estrategias utilizadas para su estudio las técnicas de electroforesis mono-
dimensional (1-DE) o bidimensional (2-DE) en geles de poliacrilamida. Durante los ultimos afios
se han logrado grandes avances en las tecnologias instrumentales que se aplican en protedmica,
siendo la separacion cromatografica y la espectrometria de masas las herramientas mas

importantes en la actualidad empleadas en los estudios protedmicos (Li et al., 2017)

1.4.1.1 Protedmica basada en Espectrometria de masas

1.4.1.1.1 Cromatografia liquida (LC). La cromatografia es una técnica analitica donde los
componentes de una muestra se separan en funcion de la afinidad que estos presentan en sistemas
de dos fases. La plataforma utilizada en esta tesis doctoral es la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) del ingles, high performance liquid chromatography. HPLC se caracteriza por
una presion de operacién elevada necesaria para conseguir una velocidad 6ptima de la fase movil.
La fase movil usualmente es un solvente polar y la fase estacionaria no polar, a su vez, la polaridad
de la fase mdvil y estacionaria puede ser optimizada para incrementar la resolucion de los
componentes de una mezcla. El tiempo de retencién mide el tiempo que cada compuesto necesita
para eluir a traves de la columna, el cual es un pardmetro que se tiene en cuenta para la
identificacion posterior de los analitos. La cromatografia de fase reversa, consiste en una fase
estacionaria apolar y una fase mavil polar, de modo que las moléculas de naturaleza polar eluyen

primero en comparacion con la de caracter apolar, las cuales son retenidas en la columna durante
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mas tiempo. De este modo, la separacion cromatografica proporciona informacion eficiente sobre
la polaridad de las moléculas detectadas. Posteriormente, las moléculas se ionizan y se introducen

en el espectrometro de masas.

1.4.1.1.2. Espectrometria de masas (MS). El analisis protedmico en esta Tesis Doctoral
empled un espectrometro de masas Q-Exactive (ThermoScientific) dotado de una fuente de
ionizacion nano (Proxeon) conectada en linea a un nano-HPLC Easy-LC 1000 (Figura 7). Este
sistema consta de dos analizadores de masas, una trampa iénica (C trap) y una celda de colisién
de alta energia (HCD). EI primer analizador es un cuadrupolo (Q), el cual se encarga de
seleccionar iones precursores, y el segundo un analizador tipo Orbitrap para la resolucion y
precisién de masas (Figura 5). Este ultimo utiliza dos electrodos, uno tubular externo y un
filamento interno coaxial, para atrapar iones en el campo electroestatico formado entre ellos. En
el orbitrap, los iones son introducidos de forma perpendicular y adquieren un movimiento radial
cuya frecuencia es una funcion de su valor m/z. Este movimiento podria visualizarse como si
estuviéramos bobinando un hilo en un huso convencional. Luego, la sefial de cada uno de los iones
es detectada y la ecuacion matematica transformada de Fourier permite determinar la frecuencia
derivada de cada uno de los iones y obtener el espectro de masas.

Actualmente, la identificacion de proteinas se produce a través de la fragmentacion de sus
péptidos en una camara de colisién CID (Del inglés, collision- induced dissociation). En CID, los
péptidos ionizados se aceleran mediante un potencial eléctrico hacia niveles de alta energia cinética
y colisionan con las moléculas neutras de un gas (Helio, Nitrogeno o Argon). EI método CID
produce la fragmentacion del enlace peptidico, generando espectros MS/MS o0 MS2, que permiten

identificar la secuencia peptidica a partir de la relacion m/z de los diferentes fragmentos. Esta
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identificacion se realiza normalmente de manera automatica comparando los espectros teoricos
generados en las bases de datos mediante motores de busqueda como MASCOT o SEQUEST.
Ademas, el Q Exactive incorpora una camara de colision adicional la HCD (del inglés, high
collision dissociation) que permite la obtencion de fragmentos en la region baja del espectro
(Kaufmann y Bromirski, 2018).

El HCD se puede definir como un CID de alta energia, en esta camara los iones precursores
tienen una energia cinética mas alta y su activacion es muy rapida. Se suele usar He como gas de
colisién y los espectros de fragmentacidn generados suelen contener, ademas de los iones de las
series convencionales, iones producidos por fragmentaciones maultiples. Este tipo de
fragmentacion nos va a permitir identificar los reporteros liberados en la fragmentacion de los
péptidos que se encuentran en la region de bajo m/z del espectro y se utilizan para la cuantificacion
de experimentos de protedmica como el marcaje con etiquetas de masa en tdndem (TMT, por sus

siglas en inglés tandem mass tag) (Diedrich et al., 2013).
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Figura 7.

Esquema de la estructura del espectrometro de masas y analizador tipo Orbitrap.
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Nota. Adaptado de Thermo Fisher Scientific Exactive benchtop LC-MS orbitrap Mass Spectrometer
(https:/iwww.thermofisher.com/co/en/home/industrial/mass-spectrometry/mass-spectrometry-learning-center/mass-

spectrometry-technology-overview/mass-analyzer-technology-overview.html).

1.4.1.2 Protedmica Cuantitativa (PC). En las Gltimas décadas, han surgido nuevas
tecnologias para el fraccionamiento de muestras complejas, las cuales, al ser combinadas con
tecnologias de marcaje de péptidos con codificacion isotopica y herramientas bioinformaticas, han
aportado una nueva dimension al andlisis protedmico, permitiendo comparar proteomas
complejos. Asi, mas que proveer una lista de proteinas identificadas en una muestra, la PC
encuentra las diferencias en la expresion de las proteinas o péptidos entre dos 0 mas estados
fisiolégicos de una célula, tejido u organismo. De otra parte, esta herramienta ha sido fundamental
para el mayor entendimiento de la expresion proteica y como su abundancia puede fluctuar e

incidir sobre los sistemas biologicos.
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Los métodos para la cuantificacion se pueden clasificar en dos: cuantificacion relativa y/o
absoluta, con o sin marcaje (Rozanova, S et al., 2021). Las estrategias de marcaje involucran el
uso de pares de isotopos ligeros y pesados o con etiquetas quimicas isotopicamente diferentes. Por
el contrario, otras aproximaciones prescinden del marcaje y son denominadas libres de marcaje
(Label Free), aqui la cuantificacion depende del analisis en softwares bioinformaticos (Matzke, et
al., 2013). Por otra parte, las técnicas de cuantificacion absoluta emplean un estandar interno que
ha sido sintetizado para el monitoreo de la proteina de interés en analisis selectivos o multiples
(Calderon-Celis et al., 2018). En este trabajo se utilizd la cuantificacion relativa basada en marcaje

quimico.

1.4.1.3 Métodos de cuantificacion relativa con marcaje. Estas técnicas miden la
concentracion relativa del analito en relacion con dos 0 mas muestras y son utilizados para la
comparacion de abundancias de proteinas o péptidos (Figura 8). Los marcajes pueden ser
metabolicos, enzimaticos o quimicos y algunos de estos métodos son SILAC, ICAT, iTRAQ y
TMT. La figura 8 muestra un esquema jerarquico de los diferentes métodos de cuantificacién

relativa.



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 75

Figura 8.

Meétodos para la cuantificacion relativa de proteinas.
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1.4.1.3.1 Marcaje metabolico mediante is6topos estables (SILAC). El marcaje tipo SILAC
(del inglés, Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell Culture) se fundamenta en la
incorporacion metabélica in vivo de aminoécidos “pesados” y “ligeros” etiquetados *C y /o °N
en las proteinas, con el fin de alcanzar el marcado isotopico diferencial de células. Estos
aminoacidos seran incorporados dentro de las proteinas sintetizadas de novo durante la fase de
crecimiento celular y son proporcionados en el medio de cultivo o en el alimento (Chen X, et al.,
2015).

Otra modalidad para cuantificacién relativa es el marcaje isobarico y a diferencia del
marcaje metabolico, el marcaje isobarico ocurre subsiguiente al proceso de digestion de proteinas.

Dentro de este tipo de marcaje las dos tecnologias mas usadas son iTRAQ y TMT.
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1.4.1.3.2 Marcaje quimico isobarico con etiquetas de masa en tandem (TMT).
Actualmente, las etiquetas quimicas isobaricas son una herramienta poderosa que permite la
identificacion y cuantificacion simultanea de proteinas en diversas muestras mediante etiquetas
isobaricas (Etiquetas de masas en tandem (Del inglés Tandem Mass Tags). Las etiquetas
corresponden a moléculas quimicas (tags) constituidas por un grupo reportero, una region

espaciadora o de balance y un grupo amino reactivo (Figura 9).

Figura 9.

Estructura molecular de las etiquetas de masas para marcaje isobarico (TMT).

Estructura molecular de las etiquetas de masa (TMT)
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El grupo amino reactivo se une a la region amino terminal de un péptido o a un residuo de
lisina. En un experimento de cuantificacion relativa, diferentes etiquetas isobaricas son usadas para
marcar diferentes condiciones sistémicas. Una vez marcadas todas las muestras son mezcladas y
analizadas en un Unico experimento de LC-MS. Debido a que los tags isobaricos comparten las

mismas propiedades quimicas, todos los péptidos de diferentes muestras marcadas con TMT
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coeluyen durante la separacion por LC. Durante la fragmentacion, el enlace entre el grupo
reportero y el grupo normalizador de masas se rompe facilmente y libera los iones reporteros mono
cargados de distinta masa (TMT: m/z 126 a 131) para cada una de las muestras. La intensidad de
dichos iones reporteros permite la cuantificacion relativa de las distintas especies marcadas. Se
han desarrollado kits de TMT que pueden etiquetar simultdneamente 6, 10 o 16 muestras, por
tanto, permite medir la abundancia de péptidos en multiples muestras y condiciones con réplicas
bioldgicas al mismo tiempo.

Durante el analisis de MS/MS, cada etiqueta isobarica produce una huella de ion marcador
Unica que hace posible la cuantificacion. En un analisis de MS tipico, los péptidos etiquetados se
distinguen entre si. Sin embargo, en el modo MS tandem durante el cual los péptidos se aislan y
fragmentan, cada etiqueta genera un ion marcador Unico. La cuantificacion de proteinas se logra

comparando las intensidades de los seis iones marcadores en los espectros de MS/MS (Figura 10).
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Figura 10.

Esquema de marcaje quimico mediante TMT-6plex (Adaptado de Thermo Scientific).
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Nota. EI marcaje isobarico de las muestras proteicas se inicia a partir del digerido triptico. A cada muestra se asigna
una etiqueta y se incuba por 1 hora. Una vez realizado el marcaje con las seis etiquetas (tags) del TMT, se mezclan
las muestras y se realiza su andlisis mediante espectrometria de masas (LC-MS/MS). Cuando se produce la
fragmentacion del péptido para la identificacion se su secuencia, se liberan los tags de ese péptido para cada muestra,
que tienen una m/z diferente permitiendo la cuantificacion relativa de cada una de las muestras con respecto a las
otras. Adaptado de Thermo Scientific, (https://idearesourceproteomics.org/wp-content/uploads/2017/03/Tandem-

Mass-Tag-TMT-Labeling-Workflow.pdf).

1.4.2 Metabol6mica

Los metabolitos son los productos finales de todos los procesos que se producen en las
células, y cumplen funciones en la biologia debido a su participacion en diversos procesos
energeticos, fisioldgicos y de sefializacion. Mas adn, la coleccion total de metabolitos en una

célula, tejido u organismos revela cambios en metabolitos especificos y también provee una lectura
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de diferencias en las vias metabdlicas subyacentes lo cual puede ser usado para entender
mecanismos bioldgicos (ldle y Gonzélez, 2007). Asi mismo, las cantidades de metabolitos en
condiciones de enfermedad reflejan la adaptacion de los sistemas biologicos a los estados
patoldgicos. Hoy se estima que hay méas de 2.000 metabolitos diferentes que pueden ser
sintetizados de forma enddgena y otros tantos provienen de la dieta. Otro factor contribuyente
importante para el conjunto de metabolitos del organismo es la flora intestinal. Al igual que en el
caso de la protedmica, el objetivo de la metaboldmica es caracterizar el complemento de moléculas
pequefias de una muestra determinada e interrogar a las redes metabdlicas en condiciones normales
y patologicas, de manera cualitativa y cuantitativa. Debido a la amplia variedad de metabolitos
presentes en las muestras bioldgicas, actualmente, no es posible detectar todas las clases de
compuestos con un unico método analitico. Por este motivo para la adquisicion de datos en estudios
metaboldmicos no dirigidos la mejor estrategia es la cromatografia liquida de alta resolucion

acoplada a espectrometria de masas (Want, 2018).

1.4.2.1 Metabolomica basada en espectrometria de masas. La metabolomica basada en
MS constituye una estrategia sensible para recopilar informacion de un perfil metabdlico, dado
que genera conjuntos de datos complejos y a gran escala, siendo el analisis de estos datos crucial
para extraer informacion bioldgicamente relevante. Muchos estudios de metaboloémica presentan
un numero moderado de muestras, conjuntos de datos de dimensiones extremadamente altas y
disefios experimentales complejos que requieren un uso cuidadoso de la estadistica avanzada.

Actualmente, dos técnicas dominan los estudios metabolémicos la resonancia magnética
nuclear (RMN) y la MS (Raamsdonk et al, 2001). Durante un experimento metabolémico por MS

las muestras bioldgicas primero son sometidas a sistemas de separacion liquida o gaseosa. Luego,
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las moléculas deben ser ionizadas para ser detectadas mediante MS y finalmente, los metabolitos
se identifican en base a su relacién masa/carga (Lynn, 2015). Por otra parte, se considera que la
metaboldmica informa sobre el fenotipo del organismo. Asi, las alteraciones del metaboloma
pueden utilizarse como biomarcadores para el diagnostico, el pronéstico o el seguimiento de la
evolucion de una amplia gama de enfermedades, como el cancer, las enfermedades
neurodegenerativas, las enfermedades raras y cardiovasculares (Botas et al., 2015; Wishart et al.,
2019; Kumar y Misra, 2019). Actualmente, las enfermedades cardiovasculares son consideradas
enfermedades complejas, en este sentido, algunos estudios metabolémicos han sido realizados en

modelos de isquemia miocardica, insuficiencia cardiaca y aterosclerosis (Deidda et al., 2015).

1.4.2.1.1. Cromatografia de Interaccién Hidrofilica (HILIC). Uno de los tipos de
cromatografia utilizados para estudios metabolicos es la cromatografia de interaccion hidrofilica
(HILIC), se emplea en muestras donde predominan analitos muy polares como algunos
aminoacidos, hidratos de carbono y ciertos lipidos (Alpert AJ, 1990). La HILIC se puede
considerar una extension de la cromatografia en fase normal en el ambito de las fases méviles
acuosas. Las fases mdviles son mezclas de agua o solucion tampédn (< 40%) con eluyentes
organicos. Las fases estacionarias son adsorbentes polares muy hidrofilicos como la silice, rellenos
poliméricos polares e intercambiadores idnicos. El factor comun de todas estas fases estacionarias
es que pueden adsorber facilmente agua, de ahi su clasificacion como “hidrofilicas”. Los métodos
de gradiente empleados en el modo HILIC son exactamente los opuestos a los que se utilizan en
el modo de fase reversa. Las condiciones iniciales comprenden una elevada proporcién de eluyente
organico, normalmente el 95%, y hay un cambio progresivo a una mayor proporcion de eluyente

acuoso. Estudios comparativos han demostrado que los adsorbentes tipo HILIC tienen mayor
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selectividad y especificidad altamente ortogonal que mejoran la cobertura de los principales grupos
de metabolitos en comparacion con la fase reversa (Wernisch y Pennathur, 2016). Sin embargo,
es esencial el conocimiento de las propiedades de los analitos para evitar el sesgo cromatogréafico

y la exclusion de analitos en los estudios de metabolémica.

1.5 Estudios protedmicos y metabolomicos que se han adelantado en Cardiomiopatia

Chagasica Cronica

CCC representa un problema de salud publica en Latinoamérica y se caracteriza por su
mayor severidad frente a otras cardiomiopatias destacandose su naturaleza multifactorial y
compleja. Diferentes enfoques se han implementado para dilucidar los mecanismos subyacentes
al desarrollo de la patologia, entre estos: estudios genéticos, moleculares, celulares, clinicos en
humanos, en modelos animales y células madre (Acosta Herrera et al.,2016). En la Gltima década,
los estudios 6micos han representado una alternativa de alto rendimiento para abordar el problema,
dado que este tipo de herramientas metodoldgicas ofrecen gran capacidad para resolver
simultaneamente miles de proteinas en un solo procedimiento y para detectar modificaciones post
y co-traduccionales imposibles de predecir a partir de la secuencia gendémica.

En la literatura, al momento de redactar este manuscrito, se han reportado 3 estudios
protedmicos en muestras de miocardio con CCC. El primer reporte corresponde al estudio
realizado por Texeira et al, (2006) en Brasil, los cuales utilizando electroforesis bidimensional (E-
2D) y MALDI-TOF en muestras de pacientes con falla cardiaca secundaria a EC, detectaron 112
proteinas, las cuales se relacionaron a metabolismo, actividad contractil, apoptosis, respuesta

inmune y estrés. Mas tarde, Garg et al, (2016) caracterizaron la huella protedmica en el suero,
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mediante el analisis protedmico las células mononucleares de sangre periférica de pacientes con
CCC frente a pacientes con CMD. Esta aproximacion, permitio detectar proteinas involucradas en
la desorganizacion del citoesqueleto y en el reclutamiento de células inmunes. Mas reciente,
Teixeira et al, 2021 reporta alteraciones en la expresion de proteinas asociadas con el metabolismo
energético mitocondrial utilizando electroforesis en gel diferencial (E2D-DIGE) en muestras de
tejido miocéardico con CCC, isquémico y CMD, en comparacion con muestras de tejido miocardico
de donantes sanos (Texeira et al, 2021).

Otra aproximacién empleada en el estudio de la CCC ha sido la dirigida a encontrar nuevos
blancos terapéuticos utilizando protedmica. En este sentido, Wozniak et al. (2020), analizaron el
proteoma y el fosfo-proteoma en el tejido de un modelo murino de la EC. Los resultados
demuestran aumento en las proteinas de respuesta inmune y disminucion en algunas proteinas
mitocondriales. El analisis del fosfoproteoma encontré alteraciones en las proteinas del
citoesqueleto y de la membrana plasmatica.

En cuanto a estudios metabolomicos en CCC se han informado dos estudios en modelos
murinos de infeccidn cronica con T. cruzi. El analisis metabolomico de la EC cronica se ha
limitado a muestras de suero y del tracto gastrointestinal (Hossain et al, 2020). El andlisis del suero
demostrd cambios significativos en el metabolismo de los aminoacidos y los lipidos, en particular
las acilcarnitinas, los esfingolipidos y los glicerofosfolipidos (Lizardo et al, 2019). El anélisis de
muestras del tracto gastrointestinal observé perturbaciones metabdlicas persistentes en el eséfago
y el intestino grueso en la EC cronica, incluida la elevacion de acilcarnitinas, fosfatidilcolinas y
derivados de aminoacidos inducida por la infeccion. Sin embargo, los cambios metabodlicos en el
corazon pueden diferir de los que se producen en la circulacion o en el tracto gastrointestinal

(Girones et al, 2014). A pesar de los avances obtenidos en las investigaciones anteriormente
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mencionadas y de los grandes éxitos clinicos y de salud publica en los Gltimos 20 afios en la
prevencion y el control de la enfermedad de Chagas, aun persisten muchos retos importantes. Por
lo tanto, es esencial realizar un analisis protedmico y metabolomico integrado a partir de tejidos

de pacientes con la EC cronica.

1.6 Integracion de datos 6micos

El entendimiento de los procesos bioldgicos complejos en los seres vivos constituye una
cuestion relevante y ha sido una pregunta permanente para muchos investigadores. Los aspectos
necesarios para entender los fendmenos complejos de cualquier enfermedad no pueden ser
captados por un unico tipo de dato, porgue los diferentes componentes de un sistema biolégico no
actuan individualmente, sino mas bien, a través de interacciones dindmicas, coordinadas y no
lineales de un gran numero de componentes que favorecen el funcionamiento del sistema en si
mismo. En ese sentido, una funcién bioldgica surge como una propiedad del sistema y no es
encontrada en sus componentes individuales sino Unicamente en el contexto de una red bioldgica.

Actualmente, la disminucion en los costos de secuenciacion y el desarrollo de tecnologias
de alto rendimiento ha permitido la disponibilidad de grandes cantidades de datos en multiples
dimensiones. Estas dimensiones incluyen: secuencias de ADN, estado epigenético, gendmica de
célula tnica, protedmica, mediciones fenotipicas y funcionales. Idealmente, podemos combinar o
integrar diferentes tipos de datos para crear una vision holistica de la célula, salud humana o la
enfermedad (Hasin et al., 2017). La integracién de datos hace referencia entonces, al proceso por
el cual diferentes tipos de datos biomédicos en su mas amplio sentido son combinados como

variables predictoras para permitir un modelamiento mas comprensivo de los resultados més
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relevantes (Subramanian et al., 2020). La combinacion de multiples tipos de datos puede
compensar la pérdida de datos o la informacion no confiable de un unico tipo de dato. De esta
forma, disminuir la probabilidad de errores debido a falsos positivos.

Estos avances tecnoldgicos han direccionado el desarrollo de la bioinformatica, ya que,
para el procesamiento de tal cantidad de datos se requiere la disponibilidad de nuevas herramientas
de andlisis. Asi, la aplicacion de la bioinformatica facilita el entendimiento de la biologia de
sistemas, la cual se enfoca en organizar, integrar y racionalizar los diferentes datos 6micos a traves
del analisis estadistico, el modelado asistido por computador y la visualizacién (Pavlopoulos et al.,
2015). Requiere diferentes competencias cientificas para darles estructura, mejorar nuestra
comprension de las propiedades emergentes y ganar capacidad para predecir el comportamiento
de un sistemay explotarlo con fines aplicativos. Por otra parte, las tecnologias de alto rendimiento
permiten recopilar informacion molecular integral a escala gendémica -colectivamente denominada
-omics-, las cuales incluyen transcriptémica, protedmica (incluye el estudio del nivel de proteinas
y datos de modificaciones postraduccionales a gran escala), metabolomica e interactémica. Cada
una de estas tecnologias trata con una diferente capa de funcionamiento tisular o celular y han sido
desarrolladas para descifrar la complejidad celular e investigar los sistemas biolégicos. Ademas,
cabe sefialar que el entendimiento actual de las funciones bioldgicas no esta limitado por la
disponibilidad de datos sino mas bien, por nuestra capacidad para procesarlos e integrarlos. La
integracion de dos o mas tipos de datos 6micos conectaria estos estratos del funcionamiento
celular. Este enfoque allana el camino para la identificacion de propiedades emergentes
funcionales y sus principios de disefio tanto a nivel celular como a nivel organismal. De otro lado,
algunas enfermedades son de naturaleza multifactorial y se ven afectadas por la alteracién de una

gran cantidad de productos genéticos cuya interaccién puede modificar profundamente la
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penetracion de la enfermedad y la eficacia de un enfoque terapéutico dado. Por ultimo, La medicina
de precision se enfoca en determinar la predisposicion, los biomarcadores diagndsticos,
prondsticos y predictivos y las rutas bioldgicas implicadas para asi brindar atencion optima y
personalizada a las diversas enfermedades tanto cronicas como agudas (Ahmed, 2020)

Las enfermedades cardiovasculares son multifactoriales y el fenotipo deriva de la
interaccion de factores genéticos y ambientales. Cada vez los datos 6micos han llegado a ser mas
precisos y de menor costo, ellos podrian ser usados para guiar la eleccion, disefio y el seguimiento
de enfoques terapéuticos efectivos, por ejemplo, las nuevas terapias efectivas contra el cancer las
cuales estan dirigidas a la sefalizacion especifica (Friedman, AA, 2015). La mayoria de los
esfuerzos actuales para adaptar a los pacientes a las terapias dependen de tecnologias moleculares,
a menudo genomicas, basadas en la idea de que los canceres son como trastornos genéticos raros,
a pesar de la presencia de cambios epigenéticos generalizados, impulsores especificos del linaje y
vulnerabilidades no impulsadas por oncogenes

La medicina basada en datos 6micos tiene como objetivo transformar las estrategias
diagnosticas y terapéuticas, siendo en el futuro proximo, "personalizadas y predictivas", es decir,
capaces de sugerir el farmaco potencialmente mas efectivo para cualquier paciente y predecir

eventualmente si ocurrira la enfermedad y como se desarrollara. (Ginsburg y Phillips. 2018).

1.6.1 Integracion basada en ontologia bioquimica

Los andlisis integrados de resultados generados a través de multiples plataformas 6micas

son requeridos para interrogar los sistemas bioldgicos complejos. En los Gltimos afios, los métodos

de anélisis de enriquecimiento tales como: analisis de enriquecimiento de sets de genes (GSEA)
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han sido ampliamente usados para ayudar a interpretar los datos de expresion génica. Estos
métodos facilitan la interpretacion bioldgica integrando el conocimiento del dominio biolégico
(vias bioquimicas, procesos bioldgicos) con resultados de expresion génica.

Aunque, estas aproximaciones son altamente sensibles a las definiciones que constituyen
una via bioquimica o un set grupo de funciones moleculares relacionadas, ellas permanecen como
un método clave para la integracion de datos 6micos. Las herramientas existentes tales como: la
plataforma analisis de enriquecimiento integrado de vias, iPEAP (Del Inglés integrative Pathways
Enrichment Analysis Platform), y andlisis integrado de vias en Metaboanalyst 3.013 apoyan la
integracion de diferentes plataformas dmicas a través de los analisis de enriquecimiento y analisis

de sobrerrepresentacion de vias.

1.6.2 Modelamiento de los datos émicos en redes bioldgicas

Los analisis basados en redes son otro set de herramientas promisorias usadas para estudiar
una variedad de mecanismos celulares y funcionales. Las redes bioldgicas representan conexiones
complejas entre diversos tipos de componentes celulares como genes, proteinas y metabolitos.
Estas redes se pueden utilizar para integrar o mapear multiples resultados experimentales 6micos.
Por ejemplo, SAMNetWeb15 y pwOmics16 soportan la integracion de datos transcriptémicos,
protedmicos e interactivos para el céalculo de redes bioldgicas, la visualizacion y el analisis de
enriguecimiento funcional. Otros desarrollos lo constituyen las plataformas Metscape y Cytoscape.
El primero, es un programa que proporciona visualizaciones intuitivas para redes de
enriquecimiento de vias o redes de interaccion proteina-proteina e incluso la visualizacién de

redes, desde genes a metabolitos, en el contexto del metabolismo. Por otra parte, Cytoscape es un
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proyecto de software de cddigo abierto para integrar redes de interaccion biomolecular con datos
de expresion de alto rendimiento y otros estados moleculares en un marco conceptual unificado
(Shannon et al, 2003)

Finalmente, MetaMapR ha sido usado para integrar la informacién de las reacciones
enzimaticas con metabolitos con similitud estructural y similitud espectral de masas para generar
redes metabdlicas ricamente conectadas e identificar relaciones independientes de vias, incluyendo

moléculas con estructura desconocida o funcion bioldgica (Grapov et al.,2015).

1.6.3 Andlisis de correlacion empirico

Los analisis basados en correlacion son Utiles para la integracion de datos 6micos cuando
no se conoce la estructura bioquimica y para integrar datos bioldgicos y otros metadatos. El
paquete R apoya los anélisis de correlacion entre dos sets de datos altamente dimensionales a través
de métodos tales como: analisis de componente principal disperso (PCAs), analisis de correlacion
canonica (rCCA) y analisis discriminante PLS, y el analisis correlacion de redes de genes pesados
(WGCNA).

Finalmente, los experimentos metabolémicos pueden requerir integracion de mdaltiples
instrumentos analiticos, métodos de procesamiento de datos, analisis estadisticos robustos,
modelamiento predictivo basado en maquinas de aprendizaje y enriquecimiento de vias. El
desarrollo de herramientas de analisis dmicas combina analisis estadistico y multivariado con el
conocimiento del dominio bioquimico, tales como Metaboanalyst que son requeridos para permitir

los andlisis de datos 6micos y la integracion.
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La especificidad molecular y la sensibilidad de la espectrometria de masas son ideales para
el mapeo de un amplio rango de proteinas. Esta informacion se complementa con la obtenida a
partir de los analisis metaboldmicos globales y ambas permitiran elucidar de forma precisa y
comprensiva el comportamiento fisiopatoldgico en el tejido. Si bien, los estudios orientados a
dilucidar los mecanismos moleculares y patofisiologicos que desencadenan la progresion a falla
cardiaca han permitido avanzar en el entendimiento de la enfermedad, sin embargo ain no se
conocen completamente por esta razon, y teniendo en cuenta, que se cuenta con explantes
cardiacos, en este estudio se plantea realizar un analisis integrado diferencial en tejido miocardico
humano de pacientes con CCC y Cardiomiopatia dilatada no chagasica CNC. Este tipo de analisis
tiene el potencial de identificar, cuantificar y caracterizar un grupo de proteinas y metabolitos,
conocer cuales proteinas estan desreguladas en el estado de enfermedad e identificar vias
metabdlicas y de sefializacion involucradas en la patogénesis. El entendimiento de los sistemas

bioldgicos complejos ha sido una pregunta frecuente para muchos investigadores.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral consiste en realizar un analisis integrado
diferencial del perfil proteébmico y metabolomico del miocardio de pacientes con Cardiomiopatia

Chagésica Cronica (CCC) y Cardiomiopatia no Chagasica (CNC) frente al control sano.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar el perfil protedmico cuantitativo diferencial de proteinas en el miocardio entre
las dos patologias (CCC y CNC) y control sano mediante marcaje isobarico con TMT utilizando
espectrometria de masas acoplada a cromatografia liquida de alta presion.

Determinar el perfil metabolomico cuantitativo diferencial en el miocardio de pacientes
con CCC, CNC frente a control sano mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS).

Realizar un andlisis integrado in silico del perfil protedmico y metabolémico diferencial

entre CCC y CNC utilizando el software IPA.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Aspectos éticos

Todos los pacientes involucrados en el estudio aceptaron participar y firmar de manera
voluntaria el consentimiento informado. Los datos demogréaficos, epidemioldgicos, tipo de
medicacion y resultados del electrocardiograma y de la fraccion/eyeccion (FE), fueron
recolectados a partir de la historia médica. El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité
de ética médica de la Universidad Industrial de Santander (Acta No: D-14 10586 de agosto 8 del
2014) y de la Fundacion Cardiovascular de Colombia (Acta No 298). Todos los procedimientos
experimentales y clinicos fueron realizados de acuerdo con los principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos expresados en la declaracion de Helsinki y en su
actualizacion mas reciente (Fortaleza, 2013).

Para el grupo CCC: los criterios de inclusion fueron: Edad entre 40-75 afios, con niveles
de FE menores a 20 y las pruebas de anticuerpos contra antigeno crudo y recombinante de T. cruzi

positivos (ELISA).

3.2 Recoleccién de las muestras

Para el analisis protedmico, este estudio incluy6 seis explantes de corazon provenientes de

pacientes con CCC, seis con CNC vy seis de pacientes fallecidos sanos. Para el analisis

metaboldémico, los grupos incluyeron siete muestras en cada grupo. La muestra fue tomada del



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 91

ventriculo izquierdo, en cada tejido se seleccionaron areas de 2 x 2 cm tanto en regiones fibroticas
y regiones adyacentes a las areas fibroticas. Subsecuentemente, las muestras de tejido cardiaco

fueron almacenadas a — 80 °C.

3.3 Analisis histopatologico

Las secciones de la pared anteroposterior del ventriculo izquierdo reservadas para el
estudio histopatoldgico fueron procesadas en el laboratorio del Departamento de Patologia de la
Facultad de Salud, Universidad Industrial de Santander. Las muestras de tejido cardiaco fueron
fijadas con formalina al 10%, posteriormente se obtuvieron dos porciones las cuales fueron
incluidas en bloques de parafina. Se hicieron cortes histoldgicos de 5 um de espesor, éstos fueron
teflidos con Hematoxilinay Eosina (Hy E). Los tejidos se observaron con ayuda de un microscopio
Optico convencional usando los objetivos de 40X y 100X (Eclipse E100, Nikon). El analisis
histopatolédgico incluyé la evaluacion de diferentes caracteristicas como hipertrofia, fibrosis y
presencia de infiltrado inflamatorio. El grado de intensidad fue catalogado como leve, moderado
y abundante, mientras la distribucion fue indicada como focal o difusa. Por su parte, la fibrosis
entendida como acumulacién desproporcionada de colageno fibrilar fue clasificada como reactiva

(intersticial o perivascular) o reparativa.
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3.4 Analisis proteémico

3.4.1 Homogenizacion del tejido, extraccion y lisis de proteinas

Las muestras de tejido aun congeladas fueron homogenizadas mediante maceracion de
fragmentos en un mortero con pilén bajo tratamiento de nitroégeno liquido. Para el proceso de
extraccion y lisis de proteinas se siguio el siguiente protocolo: 100 mg de homogenizado fueron
colocados en un vial que contenia perlas de zirconio y 700 pl de tampdn de lisis, el cual contenia:
20Mm HEPES, 9M urea, 1 mM orto vanadato, 2,5 mM pirofosfato, 1 mM glicerofosfato de sodio
y coctel inhibidor de proteasas (Sigma Aldrich) (Weston, 2013). Posteriormente, se realizaron tres
ciclos de homogenizacion de 40 seg a 4°C en un homogenizador de tejidos Beadbug (Benchmark
Scientific). Posteriormente, el material no disuelto fue removido mediante centrifugacion por 30
minutos a 14.000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue transferido a un nuevo vial y fue almacenado a
-80°C. Previamente, una alicuota fue utilizada para la cuantificacion de proteinas mediante el

método de Bradford.

3.4.2 Cuantificacion de péptidos usando “Tandem Mass Tags” (TMT)

En este estudio se utilizd una aproximacién protedmica de cromatografia liquida asociada
a espectrometria de masas. Para la cuantificacion se utilizé marcaje isobarico con TMT y para
minimizar la variacion bioldgica se realizé la combinacion de tres muestras proteicas de cada
condicion para asi obtener dos réplicas bioldgicas por cada grupo (Figura 11). y se sigui6 el

siguiente esquema.
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Figura 11.
Representacion esquematica del disefio experimental empleado en el anélisis protedmico

cuantitativo.
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Nota. 18 explantes cardiacos fueron recolectados, 6 explantes provenian de pacientes con CCC, 6 de pacientes con
CNC y 6 de pacientes sin ninguna patologia cardiaca (Grupo sano). Secciones de tejido de la pared anterior del
ventriculo izquierdo de cada érgano fueron empleados para obtener extractos proteicos, luego se generaron dos viales,
cada uno con la combinacién de tres muestras por cada condicion, éstas mezclas fueron marcadas usando un protocolo
de marcaje isobarico (TMT) six plex. Cada muestra fue separada en fracciones y analizada en un espectrometro de

masas.

Para la digestion de proteinas, 40ug de cada condicion fueron precipitados por el método
del metanol/cloroformo. Los precipitados de proteinas fueron resuspendidos y denaturados en 20ul
de 7M urea/2M tiourea /100mM trimetil amonio bicarbonato (TEAB) pH,7,5 y reducidos con 2pl
de tris 2 carboxietil fosfina (TCEP, SCIEX) pH 8,0 a 37 °C por 60 min y seguido por 1ul de
200mM reactivo bloqueador de cisteinas (metilmetanotiosulfonato MMTS, Pierce) por 10 min a
temperatura ambiente. Las muestras fueron diluidas a 140l para reducir la concentracion de la

urea con 25mM de TEAB. Las digestiones fueron iniciadas adicionando 2ug de tripsina grado
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secuenciacion (Sigma Aldrich) a cada muestra en una proporcion 1:20 (w/w) la cual fue incubada
a 37 °C toda la noche en un agitador. Las muestras digeridas fueron secadas en un concentrador
de vacio (Thermo Scientific) y los péptidos resultantes fueron subsecuentemente marcados usando
TMT Sixplex marcaje isobarico a una concentracion de 20ug/ul (Thermo Scientific, Rockford,

IL, USA) de acuerdo con las instrucciones de la casa manufacturera como sigue:

Tabla 3.

Asignacion de los diferentes reactivos de marcaje (tags) a los grupos de estudio.

Reactivo de Marcaje Grupos Reactivo de Marcaje Grupos
TMT ©-126 Sano 1 TMTS-129 CCC 2
TMT®-127 CCC 1 TMT6-130 CNC 2
TMT®-128 CNC 1 TMT®-131 Sano 2

3.4.3 LC-MS/MS

Para la separacion cromatogréfica, una alicuota de 1 pg de la mezcla marcada fue cargada
en una precolumna PepMap™ 100 C18 Acclaim™ (Thermo Scientific) y eluida a una columna
de fase reversa PepMap de 50cm de longitud, 75um de diametro interno y 2um de tamafio para
particulas (Thermo Scientific). La velocidad de flujo de la fase movil fue establecida en 300
nL/min usando 0.1% de acido formico en agua (solvente A) y 0.1% de acido formico en
acetonitrilo 100% solvente B). Los péptidos fueron separados en un gradiente de 120 min, (5 min
de 3-7% solvente B, 95 min de 7%-25% solvente B, 14 min de 25%-60% solvente B, 1 min de
60%-95% solvente B y 5 min de 95% solvente B) y posteriormente ionizados utilizando ionizacion
electrospray (nano Easy 1000, Thermo Scientific, Bremen, Alemania), empleando un voltaje de

2000V y 270 °C de temperatura capilar.
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Los espectros de masas se adquirieron en un espectrometro de masas Q Exactive (Thermo
Scientific,) trabajando en modo de iones positivo. Los espectros de masas correspondientes al
espectro de barrido completo (m/z 120 -1800) se obtuvieron en el Orbitrap con una resolucion de
70.000 (m/z 200), a un valor de control automatico de ganancia (AGC) 3e® y un tiempo de
inyeccion maximo (IT) de 100 ms. Se seleccionaron los 15 iones precursores mas intensos para su
fragmentacion con una energia de colisién normalizada de 27 eV y los espectros masa/masa se
adquirieron comenzando con una relacion masa/carga (m/z) de 100, AGC 1e°, una resolucion de
35000 (m/z 200) y un umbral de intensidad de 2e*, ventana de aislamiento de 1.6 m/z unidades y
maximo IT de 100ms. Se desecharon los iones con carga Unica 0 sin asignacion de carga. La

ventana de exclusién dindmica se fijo en 30 s.

3.4.4 Andlisis de datos de espectrometria de masas

Los datos crudos (*.raw) de espectrometria de masas (MS) fueron analizados con el
software Max Quant version 1.6.5.0 (Cox J and Mann, 2008) (www.maxqguant.org) utilizando los
protocolos estandarizados (Tyanova et al., 2016). Los archivos de los espectros se enfrentaron a
la base de datos Homo sapiens (SwissProt TaxID=9606_y subtaxonomias, retrieved 5 july 2017,
42183 entradas) y PD_Contaminante_2015 5. fasta, 298 entrada. Los parametros de blsqueda
para la identificacion y cuantificacion relativa de las proteinas fueron los siguientes: los péptidos
se consideraron tripticos, se consideraron como modificaciones fijas: la carboxiamidometilacion
en el residuo de cisteina, etiquetado TMT en el extremo amino del péptido y el residuo de lisina,

mientras que la oxidacion en la metionina se consideré modificacion variable.
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La tolerancia de los iones parentales y sus precursores se fijo en 10 ppm y 0.02 Da
respectivamente, permitiendo la ausencia de corte (missed tryptic cleavage sites) de 2. La
identificacion de los péptidos se basd en péptidos exclusivos de las proteinas (Unique peptide) y
en péptidos compartidos por distintos grupos de proteinas (Razor peptides), estas identificaciones
fueron validadas usando el algoritmo Percolator con una tasa de falso descubrimiento (False
Discovery Rate- FDR) de Benjamin and Hochberg para péptidos y proteinas menor de 0.05
(Benjamini and Hochberg, 1995). La tasa de falsos descubrimientos (FDR, por sus siglas en
inglés) representa la proporcion de valores esperados que se desvian del resto de la poblacion de
proteinas (outliers) solo al azar frente al nimero total de outliers (Choi et al., 2008).

La cuantificacion en experimentos con marcaje TMT se realiza midiendo las intensidades
de los iones reporteros (fragmentos liberados por las etiquetas) en el modo MS en tandem (MS2)
durante la fragmentacion del péptido. Las sefiales de los iones reporteros liberados son indicadores
de la abundancia de proteinas, por lo que la suma de los iones reporteros en cada canal es un
indicador de la cantidad total de proteinas, de tal forma que se puede comprobar la consistencia de

la sefial total por canal.

3.4.5 Anélisis y normalizacion de los datos proteémicos

Las sefiales de iones reporteros se corrigieron para las impurezas isotopicas, y sélo las
proteinas con al menos dos péptidos Unicos fueron consideradas para el analisis. Para corregir
errores y eliminar posibles sesgos en los datos cuantitativos, se aplicé un método de normalizacion
basado en la mediana (Weiner et al, 2022). En la aproximacién con TMT, los péptidos mas

intensos en el barrido MS1 son seleccionados para subsecuente fragmentacion (HCD) para generar
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los espectros MS2. En esta segunda fragmentacion se liberan los iones reporteros y, por tanto, se
cuantifican los péptidos.

Cada ion reportero refleja la abundancia de un péptido en una muestra. Entonces, la
intensidad de un ion reportero dado fue normalizada por la mediana de la intensidad total de todos
los iones reporteros para cada péptido. Asi, las intensidades normalizadas de los iones reporteros
reflejan la abundancia relativa de un péptido a través de las muestras. Luego, las abundancias
normalizadas de los péptidos asignados a una proteina dada fueron integrados para calcular la
abundancia relativa de las proteina.

Para cada muestra, las abundancias de las proteinas fueron dadas como intensidades, las
cuales fueron luego normalizadas por la mediana de las intensidades de las proteinas totales y
transformadas a Log. Finalmente, la abundancia de cada proteina individual en un canal es
dividida por su mediana correspondiente. Lo anterior lo podemos expresar usando la siguiente
formula:

N Vij
Vij = /

mediana (Vi)

Ddnde: V indica la abundancia de la proteina normalizada.

Vij denota el ratio de la abundancia de la proteina j en la muestra i.

Para identificar las proteinas expresadas diferencialmente un andlisis comparativo de los
valores de expresion relativa fue realizado entre los grupos CCC/Sano, CCC/CNC y CNC/Sano, y
la expresion diferencial fue determinada mediante el log en base 2 del nimero de veces del cambio
(fold change) entre CCC/CNC, CCC/Sano, CNC/Sano (Log2 ratio CCC/CNC <0.67; >1.5).
Después, algunos filtros fueron aplicados a los resultados de la cuantificacion global para obtener
la lista final de las proteinas mas moduladas. a) Proteinas cuantificadas con un péptido Unico b)

Proteinas que después de la prueba estadistica t test usando el software R tuvieron valores de p
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<0.05. Los valores perdidos fueron imputados. De los 139.217 espectros adquiridos en el

experimento 138.617 fueron incluidos en la cuantificacion.

3.4.6 Herramientas bioinformaticas utilizadas para el analisis proteémico

Los cambios protedmicos relativos y un analisis de agrupamiento jerarquico entre los
grupos con CCC, CNC vy controles sanos fueron visualizados en un Heatmap utilizando el
software MeV (http://www.multipleexperimentvisualization.com).

El sistema de clasificacion Panther version 14.1 (http://www.pantherdb.org/.com) fue

usado como herramienta para el analisis de ontologia de genes (Ontologia gene, GO) (Mi et al,
2019). Las proteinas identificadas fueron clasificadas basadas en: la funcién molecular, procesos
bioldgicos y componentes celulares. El analisis de enriquecimiento para GO y anotaciones en
KEGG utiliz6 el test exacto de Fisher. Ademas, las proteinas identificadas y cuantificadas se
analizaron mediante biologia de sistemas usando el programa STRING v 10.0 (www. Strind-
db.org) con el fin de obtener la prediccion de las funciones bioldgicas y el analisis de las
interacciones proteicas. STRING es una base de datos que recoge las interacciones de proteinas
conocidas y previstas, incluidas las asociaciones directas (fisicas) e indirectas (funcionales)
derivadas de la gendmica, de experimentos de alto rendimiento, de coexpresidn y de conocimientos
previos publicados. En todos se aplicd un filtro de alta confianza (0.600). STRING utiliza el
algoritmo MCL para hacer el agrupamiento de las proteinas. Este algoritmo de clustering emplea
una matriz de distancia obtenida a partir de las puntuaciones globales de las cadenas (asi, las
proteinas que interactlan con una puntuacion global més alta tienen mas posibilidades de acabar

en el mismo nodo). Ademéas de la matriz de distancias, MCL acepta un parametro llamado
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"inflacion” que también esta indirectamente relacionado con la precision del agrupamiento (mayor

inflacion -> mas nodos se obtienen) (Brohée, y van Helden, 2006).

3.4.7 Inmunodeteccion de Proteinas

3.4.7.1 Anticuerpos primarios. Las caracteristicas de cada anticuerpo utilizado en los

ensayos de western blot se especifican en la Tabla 4.

Tabla 4.

Anticuerpos primarios utilizados en el Western Blot.

Anticuerpo Proveedor Referencia Dilucion Especie
Anti-coactosina Abcam Abl11575 1:2000 Conejo
Anti Lumican Santa cruz SC166871 1:5000 Conejo
Anti-Anexina Abcam ab115770 1:2000 Conejo
Anti Asporina Abcam ab58741 1.1000 Conejo
Anti Coronina Abcam ab228795 1:5000 Conejo
Anti B-Actina Abcam ab227387 1.5000 Conejo

3.4.7.2 Anticuerpos secundarios. Los anticuerpos secundarios usados en los ensayos de

esta Tesis Doctoral se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5.

Anticuerpos secundarios utilizados en Western Blot.

Anticuerpo Proveedor Referencia Dilucion Especie
Anti-lgG  de conejo
H&L, marcada con Abcam Ab7090 1:10000 Cabra

peroxidasa (HRP)
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Anticuerpo Proveedor Referencia Dilucion Especie
Anti-1gG de raton H&L,
marcada con peroxidasa Santacruz =~ Ab205719 1:5000 Cabra
(HRP)

Anti-lgG  de conejo

_ Dako C. P0449 1:10000 Raton
marcada con peroxidasa

3.4.7.3 Western Blot. 100 mg de tejido miocardico de cada muestra preservada a -80°C
fueron usados para la extraccion de proteinas totales. La concentracion de proteinas fue
determinada por el método de Bradford (Bio Rad Protein assay). Las proteinas (2.0 pg/ul) fueron
separadas mediante SDS PAGE vy transferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond,
Western Blotting) siguiendo el método descrito en (McDonough et al., 2002). Las membranas
fueron bloqueadas con PBS- leche (5%) por 1h a temperatura ambiente e incubadas con los
anticuerpos especificos mono o policlonales de las proteinas seleccionadas, durante toda la noche
a4°C atemperatura ambiente. Después, se realizaron tres lavados con bufer fosfato salino - Tween
(PBST) en agitacion constante por 5 min cada lavado. Luego, las membranas fueron incubadas
con los anticuerpos anti-lgG de conejo conjugados con HRP durante 1h a temperatura ambiente.
Al finalizar la incubacidn se removieron los restos de anticuerpo secundario con tres lavados con
PBST en las mismas condiciones descritas para el primer lavado. Finalmente, las membranas
fueron reveladas usando 800pul de reactivo SuperSignal West Pico (Pierce) y fueron visualizadas
en el sistema de adquisicion de imagenes ChemiDoc (Life Science Research BioRad). La
abundancia de las proteinas mediante WB se cuantificé mediante densitometria usando el software

de analisis QuantityOne 1D v4.6 (BioRad, CA, EUA).
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3.5 Analisis metabolémico

A continuacion, en la figura 12 se detalla el flujograma aplicado a las muestras de tejido

para la obtencién de los metabolitos.

Figura 12.

Flujograma del procedimiento para la extraccion de metabolitos a partir de tejido cardiaco.
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Nota. EIl proceso de extraccion de metabolitos involucré: homogenizacion del tejido cardiaco, extraccion de
metabolitos mediante solucion de agua, cloroformo y metanol, obtencion de la fase polar y subsecuente separacion en

la columna pHILIC, finalmente, analisis de las muestras en el espectrometro de masas en modo ion positivo y negativo.

3.5.1 Extraccién de los metabolitos a partir del tejido cardiaco

Aproximadamente, 5 g de tejido cardiaco fueron congelados en nitrogeno liquido y

almacenados hasta su analisis. Los metabolitos fueron extraidos usando el método metanol -
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cloroformo descrito por Le Belle et al (2002). 100 mg obtenidos de la muestra original fueron
empleados para la extraccion de los metabolitos. Inicialmente, se procedio a triturar el material
bajo tratamiento de nitrogeno liquido utilizando un mortero con pistilo, luego este homogenizado
se dispuso en un vial de 2ml con tapa rosca, al cual se le adicionaron 600 pl de una solucién fria
de metanol-cloroformo (2:1). Para lisar las muestras y asegurar una optima extraccion, los tubos
con perlas de zirconio y la mezcla fueron colocados en un equipo homogenizador de tejidos
(Quiagen, Hilden, Alemania) durante 10 min a 4 °C a 25 Hz. Posteriormente, la mezcla se trasladé
a un nuevo vial al cual se le adicionaron 200 ul de una solucién agua-cloroformo, luego, las
muestras fueron agitadas por 30 seg en un vortex y centrifugadas a 13,200 rpm por 25 min.
Después de la centrifugacion, las fracciones acuosa (capa superior) y organica fueron alicuotadas

por separado en tubos eppendorf, y almacenadas a -80C hasta su analisis.

3.5.2 Cromatografia liquida (pHILIC) /Espectrometria de masas (LC-MS)

Para la separacion y deteccion de los metabolitos se utilizdé un analisis de cromatografia
liquida (LC) acoplado espectrometria de masas (MS). El procedimiento se llevo a cabo mediante
cromatografia liquida de separacion rapida (RSLC) en el sistema cromatografico Ultimate 3000
Thermo Fisher Scientific, utilizando una columna ZIC-pHILIC (150mm x 4,6mm,5um, Merck
Sequant).

El método de gradientes tuvo una duracion de 106 min por muestra. Se utiliz6 la
combinacion de dos fases maviles:

- Solvente A: carbonato de amonio 20 mM en agua (A)

- Solvente B: acetonitrilo.
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La columna fue mantenida a 30 °C durante todo el proceso y el método de elucién se

describe en la Tabla 6.

Tabla 6.

Protocolo de gradiente empleado en la separacion cromatografica.

Tiempo (minutos) Flujo (ml/min) Solvente A Solvente B
0-3 0.3 20% 80%
4- 30 0.3 80% 20%
31-36 0.3 92% 8%
37 0.3 20% 80%

El volumen de inyeccion fue de 10ul y las muestras fueron mantenidas a 5 °C antes de la
inyeccion.

Las muestras fueron analizadas sobre el espectrometro de masas Q Exactive (Thermo
Scientific) en el Instituto Glasgow Polyomics, Universidad de Glasgow, Reino Unido. El
espectrometro de masa fue operado en el modo de iones positivo y negativo En cuanto a los
parametros de ionizacion por ESI el voltaje de ionizacion por electro pulverizacién fue de +3,5 kV
para modo de iones positivo y negativo y la temperatura capilar se establecié a 320 °C. Los
espectros de masas correspondientes al espectro de barrido completo (m/z 70 -1050) se obtuvieron
en el orbitrap con una resolucion de 70.000 (m/z 200), a un valor de control automatico de ganancia
(AGC) 3e6 y un tiempo de inyeccion maximo (IT) de 100 ms.

El espectrometro de masas fue calibrado con soluciones calibracion que abarcaron un
amplio rango de masa, se incluyeron: Thermo Calmix (Pierce ™ Thermo Scientific) con masas
inferiores a m/z 138, butilamina (C4H11N1) para el modo ionizacion positiva (m/z 74.096426) y

COF3 para el modo ionizacion negativa (m/z 84.9906726).
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3.5.3 Control de calidad para la monitorizacion de experimentos metabolicos

Todas las muestras del experimento fueron analizadas en el mismo lote analitico y la
calidad de la cromatografia y reproducibilidad de la sefial fueron chequeadas mediante analisis de
calidad de las muestras control, del estandar interno y los cromatogramas de corriente ionica total.
Con el objetivo de evaluar la calidad de los datos durante su adquisicion se analizaron las muestras
mezcladas en un unico vial como control de calidad (QC, del inglés Quality Control) a lo largo del
proceso analitico. Esta combinacion fue obtenida a partir de alicuotas biolégicas de cada muestra.
Se inyectaron muestras QC cada seis muestras para controlar que la variacion analitica fuera
minima, para proporcionar una medida sobre la estabilidad y el funcionamiento del sistema y
reproducibilidad de los datos. Al mismo tiempo, el orden de inyeccién de las muestras fue
aleatorizado para evitar que se solaparan los efectos, es decir no se inyectaron todas las muestras
correspondientes a un grupo de forma seguida.

Asi mismo, fue utilizada una solucion estandar que contenia 200 metabolitos (Apéndice
A) los cuales cubrian un rango amplio de vias metabdlicas, esta solucién fue corrida al inicio de

cada lote de muestras para facilitar la identificacion de los metabolitos.

3.5.4 Analisis de Datos

Los anélisis metabolémicos generan gran cantidad de datos caracterizados que contienen
un numero de variables mucho mas elevado que el nimero de muestras. El procesamiento de estos
datos involucré tres etapas: i) procesamiento de datos, ii) tratamiento de datos y iii) analisis

estadistico.
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3.5.4.1 Procesamiento de datos. Debido a la naturaleza tridimensional del dato (tiempo
de retencidn, valor de masa carga e intensidad de los iones) el analisis estadistico no se puede
realizar directamente y por tanto, se hizo necesario obtener una matriz de datos bidimensional, la
cual sera utilizada en los analisis estadisticos posteriores. La matriz bidimensional consta de pares
de RT-m/z que juntos definen un marcador detectado en una dimension y las muestras en la otra.
Para cada marcador y muestra se calcula la intensidad del ion, representada por la integracion del
area bajo la curva del correspondiente pico.

Todos los archivos de los datos “crudos” fueron convertidos al formato mzXML. Los datos

fueron procesados y analizados usando el software PiMP (http://polyomics.mvls.gla.ac.uk). La

estrategia de procesamiento de PiMP involucrd los algoritmos de filtrado, deteccion de picos y
alineamiento de picos entre las diferentes muestras.

Durante la fase filtrado se establecié un determinado umbral (“threshold”) con el objetivo
de eliminar el ruido de base. Por su parte, en la etapa deteccion de picos se identificaron los picos
cromatograficos, los cuales se definieron por: tiempo de retencion y su valor m/z, cabe sefialar que
la deteccidn de picos se realiz6 para cada muestra, por esta razon en la fase de alineamiento se
asociaron todos los marcadores del mismo ion que aparecen en las diferentes muestras. Al finalizar
este proceso se obtuvo una tabla de iones que contenia la masa exacta, el tiempo de retencién y la

intensidad en las muestras analizadas para cada uno de los iones.

3.5.4.2 Tratamiento de los datos. Previo al analisis estadistico de los datos generados en
la fase anterior, es necesario obtener una distribucion de los datos mas adaptada a la curva de
normalidad. Los procedimientos son la transformacion logaritmica, el centrado (convierte todas

las fluctuaciones de las magnitudes de los iones alrededor de cero, en lugar que lo hagan alrededor
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de sumedia) y el escalado. El objetivo del método escalado es proporcionar la misma importancia
(peso) a todos los marcadores, independientemente de su abundancia. Asi los métodos de escalado
dividen cada marcador por un factor (el factor de escalado), el cual serd diferente para cada

muestra.

3.5.4.3 Andlisis estadisticos de datos metabolomicos. Los datos obtenidos mediante
analisis metabolomico se caracterizan por ser multidimensionales lo cual hace dificil su
comprension y visualizacion con los métodos estadisticos tradicionales. Por esta razén, se utilizan
analisis multivariantes para extraer la informacién relevante, dado que estos analisis tienen la
capacidad de descomponer datos complejos en estructuras mas simples y potencialmente

interpretables (Trygg et al., 2007).

3.5.4.3.1 Analisis de componentes principales (PCA). Los analisis de PCA fueron
realizados en el Software Metaboanalyst con un nivel de confianza del 95%. Este analisis

proporciond una vision general de la distribucion de todas las muestras analizadas.

3.5.5 Identificacion de los metabolitos y analisis de vias

Los metabolitos detectados por LC-MS se caracterizaron utilizando las variables: tiempo
de retencion, relacion masa-carga (m/z) y, en algunos casos, por el patron de fragmentacién. La
identificacion de los metabolitos fue determinada mediante comparacion de estas variables con las
correspondientes de los estandares incluidos en la corrida, o en librerias de espectrometrias de

masas publicas (disponibles en internet). La informacion de la masa de los metabolitos fue
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pareada con la informacion contenida en las bases de datos de Metaboloma Humano (HDMB, del
inglés Human Metabolome Database; http://www.hmbd.ca), Metabolitos y entidades quimicas

(METLIN, del inglés Metabolite and Chemical Entity Database; http://metlin.scripps.edu/) y

Enciclopedia “Kyoto” de Genes y Genoma (KEGG, del inglés Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes; http:// www.kegq.). La base de datos KEGG, permite posicionar los metabolitos en sus
correspondientes rutas metabdlicas y, de este modo, estudiar posibles relaciones metabdlicas entre
ellos (Kanehisa et al., 2012). Adicionalmente utilizando la plataforma MetaboAnalyst (version

4.0); http://metaboanalyst.ca se realiz6 un analisis de enriquecimiento (MSEA) y un analisis de

vias (MetPA) en aquellos metabolitos que cambiaron significativamente entre las comparaciones.

3.5.5.1 Niveles de identificacion. La Iniciativa de Estdndares Metabolémicos (Por sus
siglas en inglés, MSI), (MSI Board Members, 2007), ha definido cuatro niveles de identificacion
de los compuestos. Las identificaciones nivel I o también conocidas como “metabolito
identificado” son dadas cuando mé&s de una caracteristica corresponden a las de un auténtico
estandar por Ej: masa y tiempo de retencion, y ademas esta sustancia ha sido adicionada en la
misma corrida con la muestra. EIl nivel 2 ocurre cuando Unicamente una de las dos caracteristicas
corresponde con las del estandar, y se denominan “anotados” (Goodacre et al., 2007). En este
analisis, se consideraron unicamente los metabolitos identificados, aquellos compuestos para los
cuales el patrén de fragmentacion y el tiempo de retencion eran idénticos a los de los metabolitos

en estado puro presentes en la solucion estandar.
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3.6 Analisis integrado de resultados proteémicos y metabolomicos

Para comparar e integrar los datos de dos diferentes resultados émicos, se utilizd el
software Ingenuity pathways analysis (IPA) (Quiagen). El conjunto de datos proteémicos subido
al software IPA consistié de dos archivos para cada componente y condicion. Un archivo contenia
Unicamente la lista de proteinas y su correspondiente Log2 fold change (La relacion logaritmica
de los valores de expresion de un gen en dos condiciones diferentes). El segundo archivo de entrada
contenia la lista de proteinas que fueron diferencialmente expresadas para cada condicion.
Archivos similares fueron generados para los datos metabolémicos. Para adquirir las vias
canonicas y las redes de interaccién molecular el valor (-log p) y el valor de puntuacion fueron

usados respectivamente para seleccionar los resultados mas significantes.

3.7 Andlisis estadistico

Para la evaluacion de la significancia estadistica entre los grupos, se utilizo la prueba t de
student. En todos los analisis se consideraron significativos todos los valores p<0.05. Para el
analisis estadistico un analisis de componente principal fue realizado para explorar la distribucion
global de la huella proteica en el grupo con CCC, CNC vy el grupo sano.

Para identificar las proteinas expresadas diferencialmente, se realiz6 un grafico volcano el
cual estuvo basado sobre el valor de p de t test y el valor del log2 del nimero de veces del cambio
(fold change) usando el software Perseus v2.0.3.1 (Tyanova et al., 2016). Se establecieron como
proteinas diferenciales aquellas que tenian una diferencia significativa de umbral mas o menos 1.

Un valor de p < 0.05 fue considerado estadisticamente significativa.
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Un test no paramétrico fue usado para comparar la sefial de la intensidad del western blot.

El software MeV fue usado para preparar los gréaficos.

4. Resultados

4.1 Caracteristicas epidemiologicas de los grupos CCC, CNC y grupo control sano en el

analisis protedbmico

En este estudio se analiz6 tejido de la pared del ventriculo izquierdo de explantes cardiacos
provenientes de 6 pacientes con CCC y 6 con CNC. Ademas, fueron incluidos 6 pacientes que al
momento de la muerte no presentaron enfermedad cardiaca, este grupo fue denominado grupo
control sano. La informacion relacionada con la edad, sexo y otras variables clinicas son
presentadas en la tabla 7. Todos los participantes pertenecieron al grupo étnico mestizo. Cinco de
los 6 participantes en cada grupo fueron hombres. La edad promedio en el grupo CCC y CNC fue
51 y 54,5 afios respectivamente, mientras para el grupo control sano fue 30 afios. Todos los
pacientes con CCC exhibieron valores bajos en la tasa de fraccion eyeccidn, concordante con un
estado de falla cardiaca. Todos los pacientes con CCC recibieron agentes inotrdpicos intravenosos,
B-blogueadores, diuréticos y terapia inmunosupresora. Tres pacientes recibieron dispositivos de

asistencia ventricular antes del trasplante Tabla 7.
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Tabla 7.

Caracteristicas clinicas de los participantes del estudio.

Variables CCC CNC SANO
NUmero de pacientes 6 6 6
Sexo Femenino 1 1 1
Edad (afios)* 51 [42-55] 54,5 [51-59] 30 [20-33]
Presion sistdlica (mmHQ) 107[100-130]  105[98-132] -
Presion diastélica (mmHg) 68[64-77] 70[ 65-78] -

Fraccion de eyeccion ventricular
izquierda (FEVI) (%)
valoracion funcional de insuficiencia

10[10-15] 15 [12-25] -

cardiaca NYHA clase I11-1V n (%) 6(100%) 6(100%) -
Dispositivo de asistencia para
ventriculo izquierdo n (%) 3(50%) 0 (0%) )
Parametros clinicos
BNP (pg/ml) 729 [587-980] 311[283-355] -
GOT (U/L) 26 [22.5-29.41] 17[15-21] -
GPT (U/L) 34.5[23.0- 84.0] 22[17-28] -
1118.1[404-
CPK total (U/L) 1176.47] 756[678-632] -
CPK-MB (U/L) 33.8[29.0-33.9] 28[25-36] -
Creatinina (mg/dl) 1.07 [0.88 -1.40] 1.0[0.9-1.1] -
Tratamiento farmacoldgico
Inhibidores de la ECA 3(50%) 3(50%) -
Blogueadores de RA (BRA) 2(33%) 2(33%) -
Beta bloqueadores 6(100%) 3 (50%) -
Diureticos 6(100%) 5(83,3%) -
Agentes inotropicos 6(100%) 5(83,3%) -
Anticoagulantes 4(66,6 %) 4(66.6%) -
Estatinas 1(16%) 2(33%) -
Ivabradina 1(16%) 2(33%) -
Anestésicos 6(100%) 6(100%) -
Terapia inmunosupresora 6(100%) 6(100%) -

Nota. Abreviaturas: FEVI: fraccion de eyeccién ventricular izquierda, NYHA: clase funcional de la asociacion del
corazon de Nueva York, BNP: péptido natriurético atrial, GOT: aspartato aminotransferasa, GPT: transaminasa
glutdmico-pirdvica, CPK: creatina quinasa, ECA: enzima convertidora de angiotensina, BRA: bloqueadores de

receptores de angiotensina. Las variables numéricas son reportadas como mediana y rango intercuartil.
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4.2 Analisis histopatoldgico del tejido cardiaco

La imagen microscépica de las secciones de tejido miocardico de los grupos CCC, CNC y
control sano se observa en la figura 13. EIl grupo con CCC mostré miocarditis activa cronica,
caracterizada por abundante infiltrado inflamatorio de tipo mononuclear compuesto
principalmente por linfocitos, monocitos, células plasmaticas, histiocitos y escasos eosinéfilos. La
distribucion del infiltrado se caracterizd por ser difusa y no uniforme, principalmente entre las
areas de fibrosis y areas con fibras miocardicas preservadas (Figura 13A). Cuando se compararon
estos aspectos (grado de abundancia y distribucidn del infiltrado) entre los grupos CCC y CNC se
observaron diferencias significativas (p=0.0028 y p=0,002) respectivamente (Figura 13A)
(Apendice B). Cabe sefialar que en el grupo CNC se observo escaso infiltrado inflamatorio con
distribucion tipo focal (Figura 13B,14C).

En relacion con la fibrosis, ésta fue observada tanto en pacientes con CCC como CNC,
mostrando siempre un patron de distribucién difusa, sin embargo, el grado de fibrosis fue
significativamente mayor en el grupo con CCC (p<0.027). Con respecto a los tipos de fibrosis
perivascular e intersticial, ambas estuvieron presentes, sin embargo, la fibrosis perivascular fue
menos intensa en el grupo con CNC (Figura 13B,14C).

En las fibras miocardicas viables se detectaron dos tipos de modificaciones hipertrofia y
elongacidn. Estas alteraciones se observaron en ambos grupos, sin embargo, difieren en cuanto a

localizacion e intensidad (p=0.002) (Apéndice B).
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Figura 13.

Iméagenes representativas de secciones de tejido miocardico.

Nota. A) Seccion del ventriculo izquierdo de tejido cardiaco con CCC. En la imagen se observa abundante infiltrado
inflamatorio de tipo linfohistiocitario y predominio de areas blancas representativas de severa fibrosis de tipo
intersticial. B) Seccién del ventriculo izquierdo de tejido cardiaco con CNC. En la imagen las areas blancas
representan areas con abundante fibrosis intersticial y perivascular, escaso infiltrado inflamatorio e hipertrofia nuclear.

C) Secciodn del ventriculo izquierdo de tejido sano.

Figura 14.
Histopatologia de secciones de tejido miocardio (Ventriculo izquierdo) tefiido con hematoxilina

& eosina.

Nota. Las imagenes A y B corresponden a tejido miocardico de pacientes con CCC. A) Abundante infiltrado
inflamatorio en la superficie epicardica. B) Mayor detalle del infiltrado inflamatorio e intensa fibrosis de tipo
perivascular en tejido cardiaco con CCC. C) Tejido miocardico correspondiente al grupo CNC, se observa fibrosis

intersticial, algunos nucleos irregulares aumentados de tamafio y ausencia de infiltrado inflamatorio.
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4.3 Analisis protedmico mediante espectrometria de masas

El analisis realizado en esta tesis corresponde a un analisis protedmico cuantitativo,
masivo, basado en marcaje mediante etiquetas de masa isobarica (TMT). Esta aproximacion
permitio la identificacion y cuantificacion simultanea del proteoma soluble del tejido miocardico
(ventriculo izquierdo) de seis pacientes con CCC, seis con CNC y seis controles sanos.

Inicialmente, y previo al analisis cuantitativo, se evalud la calidad del conjunto de los datos,
en términos de abundancia de las proteinas entre las muestras y en cada canal. En la figura 15 se

evidencian niveles similares de la abundancia de las proteinas después de la normalizacion.
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Figura 15.

Graéfico de cajas con datos de expresion posterior a la normalizacion.
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Nota. Diagrama de cajas de los datos de expresién después de la normalizacién. El eje X presenta las diferentes
muestras, y el eje Y presenta el valor de abundancia de las proteinas. La linea negra en cada caja representa la mediana
de expresion para cada muestra. Tras el preprocesamiento, las medianas de expresion fueron similares en todas las

muestras.

En este estudio se identificaron en total 2.558 proteinas en todos los tres grupos, de las
cuales 1915 presentaron un FDR menor 1% en al menos dos péptidos unicos y 313 con un Gnico
péptido (no redundante), finalmente 1854 proteinas fueron cuantificadas y consideradas para

andlisis posteriores. L).
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Una de las estrategias para identificar variaciones entre diferentes condiciones es detectar
similitudes o diferencias entre los patrones de expresion de las proteinas usando analisis de
componente principal (PCA). EI PCA es un andlisis multivariado no supervisado y permite
observar la tendencia en un conjunto de datos, es decir como se agrupa cada subconjunto
experimental.

EL PCA mostré una clara distribucion entre los tres grupos (Figura 16). El grupo CCC se
diferencié muy bien del resto de datos, indicando variaciones obvias del perfil del proteoma entre

los tejidos CCC, CNC y control sano.

Figura 16.

Analisis de componente principal.
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Nota. Las elipses representan el promedio * desviacion estdndar para cada grupo. Los datos de entrada
correspondieron a una matriz con la intensidad de la sefial de cada proteina y la identificacion del marcaje en cada
muestra. EI PCA muestra en el eje X el valor de la componente 1 (PC1) 79.1% y en el eje Y el valor de la componente
2 (PC2) 13.3%. Nuestros resultados mostraron que el 92,4% de la varianza se observa en los dos primeros

componentes principales (PC).
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Por otro lado, para explorar el patrén de variacion de los niveles de expresion relativa de
las proteinas expresadas diferencialmente (PED) se realizd un mapa de calor (Heatmap). Un
Heatmap es la representacion grafica de los datos donde los valores individuales son representados
como colores, las filas representan los genes o proteinas y las columnas las condiciones. Cada
nivel de expresion se representa como un cuadrado de color en la posicidn correspondiente a su
proteina y a su condicion. Ademas, se realizd un analisis de agrupamiento jerarquico no
supervisado, por lo tanto, el Heatmap combind los datos de agrupamiento en funcién de la distancia
euclidiana entre las muestras y los niveles de expresion. EIl agrupamiento jerarquico mostrd que

los niveles de expresion de las proteinas difirieron significativamente entre los grupos (Figura 17).
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Figura 17.
Mapa de calor y andlisis de agrupamiento jerarquico de las proteinas expresadas

diferencialmente cuando se compard el grupo de pacientes con CCC, CNC y control sano.
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Nota. Cada fila representa una proteina expresada diferencialmente y cada columna una condicion. La escala de color
ilustra el nivel relativo de expresion de las proteinas expresadas diferencialmente: rojo indica un alto nivel de expresion

mientras el verde indica un bajo nivel de expresion relativa.
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4.3.1 Andlisis de expresion diferencial del proteoma de tejido cardiaco humano en la

comparacion CCC vs sano

Para determinar el perfil de regulacién proteica asociada al proceso patologico, se comparé
el proteoma del tejido enfermo frente al tejido sano. En la comparacion CCC vs sano, 96 proteinas
fueron identificadas con expresion diferencial, es decir, con un nivel de expresion relativa mayor
0 igual a 1.5 y menor o igual a 0.67 (Log2 fold change de >1.5; < 0.67) y con un valor de
significancia estadistica de p <0.05. De estas, 78 proteinas mostraron expresion aumentada y 18
exhibieron expresion disminuida (Figura 18, Tabla 8 y 9). En las tablas 8 y 9 se muestran con
detalle las proteinas que estan sobreexpresadas e inhibidas de forma significativa, para un valor
ajustado de p inferior a 0.05. Entre las proteinas mas sobreexpresadas estuvieron: histona H1.5
(HISTH1), actina citoplasmatica 2 (ACTG1), lumican (LUM), coronina 1 alfa (CORO1A),
asporina (ASP) y colageno alfa entre otras. Mientras que la isoforma 2 de la proteina 3 de union a
LIM (LDB3), proteina ribosomal 28S mitocondrial (MRPS27), fueron reguladas a la baja (Tabla

9).
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Figura 18.

Grafico Volcano en la comparacion CCC/sano.
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Nota. En la grafica cada proteina es representada por un punto cuya posicion espacial esta dada por su nivel de
expresion y su significancia estadistica. En el eje X se muestra el log 2 de la expresion relativa entre el grupo con
CCCy el grupo control sano (log2(CCC/sano), mientras en el eje Y observamos el -Log10 del valor de p. Los puntos
de color rojo y verde representan las proteinas inhibidas y sobreexpresadas de forma significativa respectivamente.

Las proteinas que no presentaron cambios significativos se representan en color gris.
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Tabla 8.
Proteinas sobrexpresadas significativamente en la comparacion CCC vs sano.
e ., , - Log2
No Identificacibn  Nombredela Simbolo Cubrimiento Valor
. . . . CCC/sano
proteina (UniProtKB) Proteina del gen de secuencia -Logp >1.5)
1 P16401 Histona H1.5 HIS?Hl 53,5 1,51373  2,05436
2 Pe3261  cund ACTGI 751 183081 1,66666
citoplasmatica 2
3 poDPOg  Codenas pesadaso w61 191 1,73692  1,49953
de Ig (region V)
4 P51884 Lumican LUM 61,2 1,53657 1,48444
Proteina de union
5 Q7Z7G0 a Nesh ABI3BP 7.5 1,49358 1,46721
(miembro3)
6 P31146 Coronina-1A CORO1A 85,1 1,94011 1,43441
7 Q9BXN1 Asporina ASPN 55,4 157339 1,41394
8 Q05707-3 f(o)'("’l‘f’/e)”o WM coL14aA1 258 1,54036 1530438
9 P98095 Fibulina-2 FBLN2 29,5 153863 1,29771
10 Q14019 Coactosina COoTL1 49 1,65256 1,26831
11 P08670 Vimentina VIM 72,7 3,1548 1,20621
Coatomero
12 Q9Y678 subunidad COPG1 88,8 2,02235 1,20246
gamma-1
Cadena pesada de
13 IGHG3 la lIg gamma IGHG3 59,4 2,72544  1,19627
(region I11)
14 po2743  Frotwina amiloide  \png 59,3 225914  1,16295
Al en suero
15 P21810 Biglicano BGN 19,7 2,07415  1,1317
Proteina 1
relacionada a
16 Q9H4G4 patogenesis de las GLIPR2 31,6 2,25398 1,11623
plantas asociada a
Golgi
17 Iokc 9 kappa cadena o o 64,1 1,38158  1,0915
constante
proteina
18 P39023 ribosémica 60S RPL3 48,1 2,12458  1,09015

L3
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e ., , - Log2
No Identificacion Nombredela Simbolo Cubrimiento Valor
, . . . CCCl/sano
proteina (UniProtKB) Proteina del gen de secuencia -Logp >1.5)
19 P0O7585 Decorina DCN 19,7 1,54445 1,07806
Antigeno  HLA HLA-
20 Q5Y7A7 clase 1| DRB1-13  DRBL 28,6 2,10296  1,07512
Inhibidor de
21 P52566 disociacion Rho e 16,5 1,66533 1,07062
B
GDP 2
22 LCP1 Plastina-2 LCP1 35,2 1,76602  1,05527
Inmunoglobulina
23 IGLL5 lambda- IGLL5 27,4 1,79796  1,0108
polipéptido 5
proteina 3 rica en
24 BST1 4cido glutémicoSHsBGRL 56,5 1,719 1,00732
~ 3
dominio SH3
25 QoH299  componente c7 218 1,92297 0,994978
complementario 7
26 p10g43  ~\DP-ribosil BST1 211 163447  0,992998
ciclasa
Glicina
27 GATM aminotransferasa ~ GATM 18,9 2,27888 0,990497
mitocondrial
28 PO4003  Croteina deunion . np 58.8 150463 0,988973
a C4b cadena alfa
29 P26447 Proteina S100-A4 S100A4 56,8 1,5552  0,969912
proteina 2 de 70
30 poagsy  <Da relacionada o, 34 205298 0,955222
con el choque
térmico
Factor de
31 P00488 coagulacion  XIII  F13A1 17,3 1,57613 0,947701
cadena A
Antigeno de
32 p3oasy  Mistocompatibilida -, 5 275 153648 0,943594
d clase | cadena
alfa A-66
33 P23142 Fibulina-1 FBLN1 18,9 1,78562  0,89996
34 P04083 Anexina Al ANXA1 1,7 3,22915 0,871199
35 peogep  PollPeptido ligero v g 6,1 1,34471 0,868408
de miosina 6
36 Q8NBS9  Pro®Ina S QU rynpes 127 1,44452  0,840255

contiene el
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e g . .. Log2
No Identificacibn  Nombredela Simbolo Cubrimiento Valor
. . . . CCC/sano
proteina (UniProtkKB) Proteina del gen desecuencia -Logp >1.5)

dominio de
tiorredoxina
Antigeno de
histocompatibilida HLA-

37 P01903 d clase Il cadena DRA 12,7 1,8618 0,837038
alfa DR
Cadena ligera

38 IGK kappa de la IGKLC 13,1 1,45256 0,836902
inmunoglobulina
Factor de

39 P60983 maduracion de la GMFB 13,5 1,79827 0,835114
glia
Proteina 1 de

40 Q9P2E9 - . RRBP1 7,2 1,42062 0,829178
union al ribosoma

41 CLU Clusterina CLU 40,2 1,46453 0,80384

42 Peo709  Acunma ACTB 055 244854 0,796907
citoplasmatica 1

43 Quapgy ~ clucosidasa AB- o \AB 736 1,34113  0,794298
alfa neutral
Transferasa

44 Q5T440 putativa CAF17, IBA57 62,3 1,82991 0,786381
mitocondrial
Proteina

45 015145 relacionada con la ARPC3 12,7 1,8414 0,783625
actina -ARP 2/3

46 P20700 Laminina-B1 LMNB1 25,9 2,11904 0,771775

47 P29401 Transcetolasa TKT 26,5 1,83611 0,768851
Ubiquitina

48 P09936 carboxilo terminal UCHL1 13,3 1,87 0,762224
hidrolasa L1

49 po3ogs  Feptidil-prolil cis- o 76,8 244242  0,76075
trans isomerasa B
Immunoglobulin

50 IGHV5-51 cadena pesada IGHV5-51 28,6 1,34353 0,760024
region variable 5
Proteina 1B

51 P46821 asociada a MAPI1B 8,1 1,93918 0,753317
microtubulos

52 P08758 Anexina A5 ANXA5 32,1 2,24649 0,748289

53 Q16643 Debrina DBN1 23,3 3,15496 0,736964
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e g . .. Log2
No Identificacion Nombredela Simbolo Cubrimiento Valor
, . . . CCCl/sano
proteina (UniProtKB) Proteina del gen de secuencia -Logp >1.5)
Proteina 3
54 DPYSL3 relacionada a DPYSL3 67,3 2,62163 0,72132
dihidropirimidina
55 p1olgs ~ Miosina cadena ) 4o n 157 1.08328 0721148
ligera 12A
56 igHM  Imunoglobulina o, 15,3 278983  0,720956
M cadena pesada
57 Q08431 Lactadherina MFGES8 57,3 1,68684 0,718256
58 TAGLN2  Transgelina-2 ~ TAGLN2 4.8 350579 0,715121
59 P21926  CD9 antigeno CD9 131 176135 0,701469
Immunoglobulina
60 IGHV3  cadena  pesada IGHV3-72 14,8 145697  0,6944
region variable 3
Proteina 1
61 Q01518  asociada adenilato CAP1 42,3 1.80429  0,690451
ciclasa
62 P60903 erée'”a S100- 5100a10 49,9 18454  0.689905
63 VCAN  Versican VCAN 505 130631 0685074
64 P00450 Ceruloplasmina CP 60,4 1,4977 0,678948
65 IGA2 Immunoglobulina ~ 1G 44,9 141562 0667264
66 P67936 ;:f;f’;m'os'”a TPM4 55.6 149832 0,665826
Proteina rica en
67 O75368  2cldo glutamico o apep) 202 2,00505 0,65166
dominio unién a
SH3
68 P07437  Tubulina TUBB 34,3 226067 0,640143
69 PO6703  Proteina S100-A6  S100A6 7.9 143998 0,635877
70 Ol4579 ~ Coatomero COPE 233 137726 0634171
subunidad epsilon
71 Qoogrg  Histona H2B type HISTIHZ 0 15786  0,633923
1-M BM
72 SNX6 Nexina - de g xe 268 166438 062618
clasificacion 6
i ino HIST1H2
73 QoeQve  Histona H2A tipo HIS 629 155045 0,625205
1-A AA
74 P06702  Proteina S100-A9  S100A9 75 141424 0615475
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No Identificacion  Nombredela  Simbolo Cubrimiento Valor Log2
. . ] . CCCl/sano
proteina (UniProtKB) Proteina del gen de secuencia -Logp >1.5)
Inmunoglobulina
75 IGHG2 gama gamma IGHG2 75 1,38464 0,607244
region 2
Inmunoglobulina i
76 IGKV3D-11 kappa IGKV3D 63,1 3,12392 0,604235
: 11
Region V-11I
77 TPMg PO 7o 164 180801 0597761
78 P62805 Histona H4 HIS;“_M 61,2 1,34366 0,590955
Tabla 9.
Proteinas reguladas a la baja significativamente en la comparacion CCC vs sano.
e, . _ Log2
No Identificacion Nombredela  Simbolo Cubrimiento -Logp
. . . . CCC/sano
proteina (UniProtKB) proteina Gen de secuencia value
(<0.67)
Proteina 3 de union
1 075112-2 .. LDB3 43,5 2,20713 -1,63515
al dominio LIM
2 O75112-4 | rowinasdeunion - gy 651 192669 -140825
al dominio LIM
Proteina ribosomal
3 Q92552 28S mitocondrial MRPS27 42,1 1,98734 -1,23556
S27
4 Q8Wz42-2 Titina TTN 71,2 1,46328 -0,973165
Proteina 2 de
5 Q14192  cuatro dominios y FHL2 70,5 1,70823 -0,927023
medio LIM
6 Pog7az ot KRR e 851  2,07545 -0,852195
7 P13929 Beta-enolasa ENO3 55,4 2,11477 -0,83692
Isocitrato
8 P48735 dehidrogenasa, IDH2 25,8 2,17043 -0,82347
mitocondrial
9 QizaHz3 | OCNAZCOMEN® pner 95 2124 081527

dominio HD
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No Identificacion Nombredela  Simbolo Cubrimiento -Logp Log2
. . . . CCCl/sano
proteina (UniProtKB) proteina Gen de secuencia  value
(<0.67)
Citocromo C
10 P24310 oxidase subunidad COX7A1 39 1,64998 -0,792674
7A1, mitocondrial
Proteina 3
contiene un
11 Q15651-2  dominio de unibna HMGN3 72,7 2,01593 -0,738907
nucleosomas de
alta movilidad
12 P53814-2  Esmotelina SMTN 88,8 1,39053 -0,735022
Citocromo C
13 P00403 oxidasa subunidad MT-CO2 59,4 2,0759 -0,707526
2
14 P09104-2 Gamma-enolasa ENO2 59,3 2,33497 -0,689774
15 p15259 | nosphoglycerato oy, 197 186316 -0,684525
mutasa 2
Acetil-coenzima A
16 Q1RMZ4  sintetasa  2-like, ACSS1 31,6 1,72032 -0,676215
mitocondrial
17 patpzp  rosglandina 2 prons 641 150346 -0,636401
D-isomerasa
Sistema de
18 P23434 escision de glicina GCSH 35 1,98286 -0,61877
mitocondrial

El Analisis ontoldgico (GO): A partir de las 96 proteinas expresadas diferencialmente
(PED) entre el grupo CCC vs sano, y usando la herramienta g: profile tool, se realizo un analisis
de clasificacion por ontologia génica (Del inglés Gen Ontology GO) (Figura 19).

El analisis de funcién molecular (MF) evidencié que las PED en esta comparacion
participaron en: moléculas con actividades estructurales (p ajustada=1.815e-11), complejos de

unién que contienen proteinas (p ajustada= 2.737e-10), proteinas de union al citoesqueleto (p
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ajustada= 1.496 e-6), constituyentes estructurales de la matriz extracelular (p ajustada= 2.541 e-5)
(Figura 19) (Apéndice C).

El andlisis de procesos biologicos (BP) mostré que las proteinas del grupo CCC
estuvieron involucradas en procesos basados en los filamentos de actina (p ajustada=1.171e-7),
organizacion supramolecular de la fibra (p ajustada=4.570e-6), organizacion del citoesqueleto (p
ajustada= 1.105e-4), transporte mediado por vesiculas (p ajustada=1.909e-4) y procesos del
sistema inmune (fagocitosis, activacion del complemento, via clasica, respuesta inmune humoral
(p ajustada= 4.473e-4, 8.226e-4, 1.604e-3 respectivamente). Por otra parte, el analisis del
componente celular (CC) encontrdé que la mayoria de las proteinas se localizaron en varios
compartimentos tales como: vesiculas extracelulares (p ajustada= 1.225e-27), organelas
extracelulares (p ajustada= 1.377e-27), exosoma extracelulares (p ajustada= 9.624e-27) y espacio

extracelular (p ajustada= 6.401e-25) (Figura 19).
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Figura 19.

Analisis funcional de las proteinas expresadas diferencialmente en la comparacion CCC vs

sano.
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Nota. La figura muestra el analisis de ontologia génica de 96 proteinas desreguladas en la comparacion CCC vs sano
usando la herramienta g: profiler. Las esferas de color naranja, amarillo y verde corresponden a las categorias funcion

molecular, procesos bioldgicos y componente celular, respectivamente.

Para detectar posibles interacciones entre las proteinas diferenciadas en la comparacion
CCC vs sano, se utilizo el software STRING version 11. Se establecio el criterio de inflacion MCL
(MCL=3) para agrupar las proteinas reguladas al alza como a la baja en una red interactiva. El
analisis revel6 que la mayoria de las proteinas desreguladas al alza presentan numerosas
interacciones significativas entre ellas, tal enriquecimiento indica que las proteinas estan al menos
parcialmente conectadas. De acuerdo con el agrupamiento MCL, cinco nodos fueron obtenidos y
cada uno de ellos es mostrado en un circulo de color diferente en la figura 20A. Los nodos mas
complejos de esas interacciones fueron los relacionados con organizacion del citoesqueleto (FDR:

0.00064), organizacién de la matriz extracelular (FDR: 0.00093) y proteinas de union a la
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cromatina y sistema inmune (FDR: 0.004)). Por otra parte, en el grupo de proteinas reguladas
hacia la baja se detectaron procesos metabodlicos asociados a la glicolisis, metabolismo energético
y proteinas de unidn al citoesqueleto Figura 20B. El listado detallado de los procesos bioldgicos

significativos en los que estan involucrados estas proteinas se muestra en la tabla suplementaria 2.
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Figura 20.
Analisis mediante STRING, de la conexion funcional entre las proteinas desreguladas al en el

grupo CCC con respecto al control sano, identificadas por espectrometria de masas.
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Nota. A) La imagen presenta las proteinas expresadas diferencialmente y las conexiones entre ellas. El grupo CCC
presenta sobreexpresion de las proteinas involucradas en la organizacidn del citoesqueleto de actina, homeostasis de
la matriz extracelular y respuesta inmune B) Andlisis de interaccion correspondiente a las proteinas reguladas a la

baja. Se identificaron principalmente nodos de proteinas asociadas con metabolismo energético.
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4.3.2 Andlisis de expresion diferencial del proteoma de tejido cardiaco humano en la

comparacion CCC vs CNC

Como se coment0 anteriormente, el objetivo principal de esta investigacion fue la basqueda
de proteinas especificas asociadas a desarrollo de falla cardiaca durante la EC. Las proteinas
implicadas en la fisiopatogenia de la FC pueden participar en diferentes mecanismos reguladores
del sistema inmune, asi como de importantes vias metabdlicas, en este sentido, para precisar las
alteraciones especificas del perfil protedmico del tejido en la CCC nosotros comparamos el perfil
protedmico del tejido chagasico frente al proveniente de pacientes con CNC.

Las proteinas comUnmente desreguladas en el tejido con CCC vs CNC podrian constituir
una nueva fuente de informacién en la busqueda de proteinas biomarcadoras y dianas terapéuticas
para prevenir el desarrollo de la falla cardiaca. Por esta razon, el primer paso en el analisis de los
datos obtenidos fue quedarse con las proteinas diferencialmente desreguladas en la comparacion
CCC vs CNC. Este andlisis identificd 45 proteinas expresadas diferencialmente de las cuales, 35
se clasificaron como sobreexpresadas en el grupo CCC en comparacion con el grupo CNC,
considerando un incremento en su nivel de expresion de >1,5 veces (fold change >1,5). Por otra
parte, 10 proteinas se encontraron reguladas a la baja considerando un descenso en su nivel de

expresion < 0.67 veces (fold change < 0.67) (Figura 21).



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 131

Figura 21.

Grafico Volcano de proteinas expresadas diferencialmente en la comparacion CCC vs CNC.
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Nota. El anélisis detectd 45 PED, de estas se detectaron 35 sobreexpresadas que corresponden a los puntos verdes y

10 inhibidas marcadas como puntos rojos. El eje X corresponde al fold change (Log2 CCC/CNC).

Entre las proteinas identificadas como sobreexpresadas las que presentaron mayor
significancia estadistica fueron: Coactosina (COTL1), Proteina ligasa de la ubiquitina-3
(HUWEL1), Lumican (LUM), Coronin-1A (CORO1A), Asporina (ASP) y Decorina (DCN) Tabla
10. Entre las proteinas inhibidas estuvieron: la proteina de union al dominio (LIM), la proteina
ribosomal mitocondrial subunidad pequefia (MRPS27) y la subunidad reguladora de la proteina

fosfatasa 1(PPP1R12B) Tabla 10.
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Tabla 10.
Proteinas sobrexpresadas significativamente en la comparacion CCC vs CNC.
No Identificacion Cubrimiento -Lo Log.
. . Proteina Simbolo Gen . gp CCC/CNC
proteina  (UniProtKB) de secuencia  value >1.5)
1 Q14019 Coactosina COTL1 48,4 1,72233  1,65687
Proteina ligasa de de
2 Q726Z7-2 la ubiquitina E3- HUWE1 15,7 1,37681  1,52318
HUWE1
3 P51884 Lumican LUM 13,9 1,45914  1,38317
4 P31146 Coronina-1A CORO1A 47,8 1,69993  1,26833
5 Q9BXN1 Asporina ASPN 59 1,49208 1,26318
6 P0O7585 Decorina DCN 13,8 1,47035 1,09184
7 Q10588-2  ADP-ribosil ciclasa BST1 154 152215 1,07647
8 P32l Lcuna ACTG1 34,2 2,3956  0,969893
citoplasmética 2
Proteina 3 rica en
9 QoHgg  ccido glutamico que o, o 47,7 1,88366  0,954096
se une al dominio
SH3
10 P08670 Vimentina VIM 67,6 1,97586 0,942978
11 Q96QV6 KfStO”a HZAWPEL isTiHeAA 33,2 1,38641  0,938534
12 P98095 Fibulina-2 FBLN2 25,3 1,34054 0,938309
Cadena pesada de la
13 PODPO08 Inmunoglobulina IGHV4-61 43,2 1,34635 0,911217
region V-1 NEWM;
14 P26447 Proteina S100-A4 S100A4 31,7 1,478 0,907758
Antigeno de
15 Qsy7A7  Mistocompatibilidad -, o\ hppg 469 161892 0,004289
clase Il HLA,
DRB1-13
16 P13796 Plastina-2 LCP1 54 154315  0,90245
3-hidroxibutirato
17 Q9BUT1-2 dehidrogenasa tipo BDH2 41,3 1,63948 0,839266
2
Proteina especifica
18 Q8WU39  de las células de la MZB1 49,2 1,32464  0,82944
zonamarginal B- B1
Factor beta de
19 P60983 GMFB 48 2,02532 0,809476

maduracion glial
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No Identificacion Cubrimiento -Lo Log.
. . Proteina Simbolo Gen . gp CCC/CNC
proteina  (UniProtKB) de secuencia  value >1.5)

20 Q99879 ;’Stona H2Btipo 1 sT1H2BM 45,2 1,73211  0,805423
Inmunoglobulina M

21 P01871 IGHM 47,2 321841 0,788863
cadena pesada
Subunidad 3 del
complejo de

22 015145  proteinas ARPC3 32,9 1,58952 0,783908
relacionadas con la
actina 2/3

23 P29401 Transcetolasa TKT 31,1 1,82437 0,767157

24 P04083  Anexina Al ANXA1 73,3 208134 0,742648

25 p3goz3 | roteina ribosomal oo o 13,6 1,08387  0,73307
L3 60S

26 P21926  Antigeno CD9 CD9 48,7 212798  0,725131
Transferasa putativa

27 Q5T440  CAF17, IBA57 45,7 1,69204  0,666919
mitocondrial

28 O14579-p  Jo%Omero COPE 216 246003 0,646572
subunidad epsilon

29 peo709  ctnd ACTB 116 267459 0,640377
citoplasmatica 1

30 P20700  Laminina-B1 LMNB1 14,9 148751 0636671

31 P37802-2  Transgelina-2 TAGLN2 13,2 1,88475 0,630035

32 psiggy  roteina lasociada g 45,6 1,30885  0,623428
a muerte

33 P20671 B'Stona H2AUPO L\ \sT1H2AD 313 146563  0,612039

34 po3ogs  Hepudilprolil “cis- o pp 156 2,23351 0,591955
trans-isomerasa B

35 p3o74p  nnibidordeelastasa - ooop gy 484 202037 0,588261

de leucocitos
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Tabla 11.
Proteinas disminuidas significativamente en la comparacion CCC vs CNC.
e e, , . Log.
No Identificacion Nombredela Simbolo Cubrimiento -Logl0p
] - . . CCCICNC
proteina  (UniProtKB) proteina Gen de secuencia value >1.5)
Proteina 3 que se
1 075112-4 une al dominio LDB3 449 1,69636 -1,5262
LIM
Proteina 3 que se
2 075112-2  une al dominio LDB3 49,5 1,85364 -1,1779
LIM
Proteina 3 que se
3 075112-3  une al dominio LDB3 23,2 1,46216 -0,987069
LIM
Proteina 28S
4 Q92552 ribosomal 27S MRPS27 46,6 1,32494 -0,924789
mitocondrial
La subunidad
reguladora
5 060237-4 12B de la PPP1R12B 43,2 2,50235 -0,839993
proteina fosfatasa
1
proteina 5 del
6 Q96HC4-2  dominio LIM y PDLIM5 40,5 1,37725 -0,71059
PDZ
7 pspgag  Lrowinazricaen oo 13,1 183345  -0,602746
cisteina
Superéxido
8 P00441 dismutasa [Cu- SOD1 48,3 1,4819 -0,691643
Zn]
Factor de
9 Qisose2  Meicion dela gy, 37,1 131549 -0,685393
traduccion
eucariota 4H
Proteina
10 P22234 multifuncional PAICS 441 1,3187 -0,674296

ADE?2

El andlisis funcional de las proteinas expresadas diferencialmente en la comparacion CCC

vs CNC mediante el algoritmo GO reveld que las proteinas estaban implicadas de manera
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significativa en diferentes actividades. Por ejemplo, en el anélisis de procesos bioldgicos se
observo que las proteinas desreguladas participaron principalmente en procesos basados en
filamento de actina (p ajustada= 3.32e-04), organizacion del citoesqueleto de actina (p
ajustada=7.1e-04), activacion celular (p ajustada= 1.41e-03) y procesos efectores inmunes (p
ajustada=1.73e-03). El analisis de funcion molecular detectd que estas proteinas participan en
actividades de complejo de uniéon (p ajustada=2.6e-03), actividad molecular estructural (p
ajustada=1.30e-04), union a la actina (p ajustada= 2.600e-3) y matriz extracelular (p ajustada=
7.88e-03). Finalmente, el analisis de localizacidon celular de estas proteinas determind que se
localizaron principalmente en las vesiculas extracelulares (p ajustada= 1.08e-14), organelas (p
ajustada=1.14e-14), exosomas extracelulares (p ajustada=1.20e-13), filamentos de actina (p

ajustada= 1.35e) y fibra supramolecular (p ajustada= 3.0e-6) (figura 22).

Figura 22.

Analisis funcional de las proteinas diferenciales en la comparacion CCC vs CNC
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Nota. Funcién molecular (MF), procesos bioldgicos (BP) y compartimento celular (CC) con la herramienta g: profiler.
La tabla muestra los procesos con mas alto puntaje en cada categoria. Las proteinas en MF estuvieron involucradas

en: moléculas con actividad estructural GO:0005198, complejos de union que contienen proteinas GO:0044877.
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Un andlisis de sobrerrepresentacion fue realizado a traves de la herramienta Reactoma, el
cual mediante un test estadistico determina si ciertas vias estan enriquecidas. De este modo, 34 de
los 38 identificadores en la muestra se encontraron en el reactoma, donde 669 vias fueron
impactadas por al menos una de ellas. Las dos vias canonicas mas relevantes clasificadas por valor

de p fueron transduccion de sefiales y respuesta inmune (Figura 23).

Figura 23.

Reactoma de las proteinas expresadas diferencialmente en la comparacion CCC vs CNC.
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Las 45 PED en la comparacion fueron utilizadas para construir la red de interaccion
proteina-proteina en STRING. El analisis reveld interacciones entre las proteinas detectadas,
destacandose 3 nodos. El primer nodo formado por 14 proteinas (color rosado) las cuales fueron
asociadas a procesos de desarrollo en el tejido y organizacion supramolecular de la fibra. El

segundo nodo involucrd proteinas asociadas a mecanismos de regulacion de la traduccién de
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proteinas y proliferacion celular (RPL3, PAICS, MRPS27 y EIF4H) y se represento en color

amarillo. Finalmente, el nodo 3 conformado por ANXA1, SERPINB1, CD9, S100A4 en color

137

verde se relaciono con procesos de regulacion de la respuesta inmune (Figura 24).

Figura 24.

Red de interaccion proteina- proteina usando STRING en la comparacién CCC vs CNC.
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Nota. El andlisis mostro interaccion significativa entre las proteinas que permitié identificar tres nodos significativos.

Se estableci6 un valor minimo de interaccion (0,150) y se utilizo el algoritmo de agrupacion de Markov para generar

la estructura con un parametro de inflacion de 3.
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4.3.3 Andlisis de expresion diferencial del proteoma de tejido cardiaco humano en la

comparacion CNC vs sano.

Para identificar las proteinas con expresion diferencial en la comparacion CNC frente al
grupo control sano, se consideraron los siguientes criterios: umbral de >1.5 y <0.67 y una p<0.05.
Este analisis permiti¢ identificar 19 proteinas con cambios significativos (Figura 25). De estas, 17

estuvieron sobreexpresadas Tabla 12 y 3 reguladas a la baja Tabla 13.

Figura 25.

Grafico Volcano entre la comparacién CNC vs sano.

NCHealthy

Log 10 p-value

Log2 Ratio CNC/Healthy

Nota. El analisis detect6 19 PED, de estas se detectaron 16 sobreexpresadas que corresponden a los puntos verdes y 3

inhibidas marcadas como puntos rojos.
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Tabla 12.
Proteinas sobreexpresadas en la comparacion CNC vs sano.
Identificacion . -Log 10 Logz ratio
ro’:;na proteina Nombre de la proteina Slgsr(])lo valor p CCC/CNC
P (Unitpro KB) CNC_SANO  (21.5)
1 Q8Wz42-5 Titina TTN 1,43855 1,14185
2 P01009 Alpha-1-antitripsina SERPINA1 1,36491 0,935424
3 plogsp  Clcoprowina - alfa-l- oy, 144107  0,898982
acida
4 porggp  |nmunoglobulina cadena 0y 3418 (865708
gamma pesada region 3
5 popOxg  "munoglobulina cadena ., 5 559195 (806922
lambda polipeptido 5
Inmunoglobulina cadena
6 PODOY2 lambda cadena constante  IGCL2 1,32811 0,800133
region 2
Glicina
7 P50440-3  amidinotransferasa, GATM 2,36889 0,793259
mitocondrial
Inmunoglobulina cadena
8 AOAOC4DH25 kappa IGKV3D- 2,13316 0,722281
. 20
V-1l region B6
9 P02787 Serotransferrina TF 1,8639 0,714799
10 AOAOCADH3g 'MMunodlobulin cadena s s1 147643 0682085
pesada variable 5-51
11 poig34  'Mmunoglobulina cadena - 147028  0,65039
kappa
12 pos155-2  |Mnibidor CL o proteasa orppinG1 215500 0,638222
plasmaética
13 plopsg  Componente  C7odel o 182314  0,634311
complemento
Inmunoglobulina cadena
14 AO0A075B6K4 lambda IGLV3-10 2,03947 0,600659
V-1V region Bau
Antigeno de
15 P30457 histocompatibilidad HLA-A 1,40833 0,589834

HLA class | cadena alfa
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Identificacion Simbolo -Log 10 Log2 ratio

pro’:fina proteina Nombre de la proteina Gen valor p CCC/CNC
(Unitpro KB) CNC_SANO =1.5)
Inmunoglobulina cadena
16 PODP08 pesada V-1l region IGHV4-61 2,17183 0,588313
NEWM
Tabla 13.

Proteinas disminuidas en la comparacion CNC vs sano.

Identificacion -Logl0 p-  -Log2 ratio

roNt;'na proteina Norr;S::ir(]jz la s|2§r?|o value CNC/SAN
P (Unitpro KB) P CNC/SANO 0

1 P13533  Myosina-6 MYH6 2,3378 11,59525

2 Q8WZ42  Titina TTN 177671 -1,17351

3 po7951 | 'opomiosina TPM2 1,70249  -0,644971

cadena beta

Para identificar los procesos bioldgicos claves de las proteinas diferenciales se realizé un
analisis de enriquecimiento funcional usando la herramienta Gene Ontology. Como parametro

estadistico se considero una categoria significativa a aquellas que presentaron un valor de p <0.05

(Figura 26).


https://www.uniprot.org/uniprot/P07951
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Figura 26.

Analisis de enriquecimiento funcional GO de las proteinas diferenciales en la comparacion CNC
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D Source Term ID Term Name Pad; (query_T)
1 GO:MF GO:0051015 actin filament binding
2 GO:MF G0:0003779 actin binding
3 GOBP GO:0030049 muscle filament sliding
4 GOBP G0:0033275 actin-myosin filament sliding
5 GO G0:0030017 sarcomere
6 GO:CC GO:0043292 contractile fiber

Se generaron 2 nodos. El nodo 1, agrup6 moléculas de respuesta inflamatoria como: El

inhibidor C1, el componente C7 del complemento, Alpha 1 anti-tripsina, la serotransferrina y la

glicoproteina 2 alfa 1 acido, mientras que el nodo 2 asocid proteinas relacionadas con la

organizacion del citoesqueleto (Figura 27).
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Figura 27.

Red de interaccion proteina-proteina en la comparacion CNC vs sano

-Andlisis de validacion mediante Western Blot, de acuerdo con los resultados de la red
de interaccion se seleccionaron para validacion por western blot las proteinas expresadas
diferencialmente y que estuvieron asociadas a los nodos mas significativos en la comparacion CCC
vs CNC. Como se muestra en la figura 28, el western blot confirmo el nivel de expresion proteica

aumentado de las proteinas COTL1, CORO1A, LUM, ASPN y ANXAL.
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Figura 28.

Validacion por western blot de los niveles de expresion de las proteinas estadisticamente

significativas.
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Nota. Validacion de los datos proteébmicos por western blot. A) Western blot de cinco proteinas: coactosina, lumican,
coronina, asporina, y anexina. -actina es usada como control interno para normalizar la expresion. B-F) Gréfico de
barras del western blot. Expresidn relativa de las proteinas B) Coactosina C) Lumican D) Coronina 1 A. E) Asporina
F) Anexina. Los datos son presentados como el promedio + la desviacion estandar de tres experimentos

independientes. Se muestran las barras de error.
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4.4 Resultados del analisis metabolémico

Un total de 21 muestras correspondientes a las tres condiciones y con tres repeticiones
fueron analizadas por espectrometria de masas. El analisis detect6 1710 caracteristicas presentes
en el conjunto de muestras, los cuales fueron reproducibles en términos de m/z y tiempo de
retencion. Previo al andlisis estadistico de los resultados por espectrometria, se llevo a cabo la
normalizacion y transformacién de los datos. Posteriormente, se procedié a remover los
metabolitos redundantes que estuvieran presentes a través de las muestras con lo cual quedaron
690 caracteristicas que fueron usados para subsecuente analisis estadistico (Apéndice F).

A continuacion, se realiz6 un analisis multivariado de componentes principales (PCA) para
observar el comportamiento general de las muestras y describir las variables reduciendo la
dimensionalidad de los datos. EI PCA mostr6 una clara separacion entre los grupos
correspondientes a muestras de miocardio de pacientes con patologia cardiaca frente a las muestras
de los controles sanos. Sin embargo, este modelo no discrimind entre los grupos CCC y CNC, los
cuales fueron automaticamente agrupados juntos (Figura 29). En la figura se puede observar que

el componente 1 explica en mayor magnitud la varianza (PC1= 36.8%).
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Figura 29.

Grafico del analisis de componente principal que presenta los puntajes del primer y segundo

componente.
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Nota. Grafico PCA para los metabolitos detectados en los grupos con CCC, NCC y sano en modo ion positivo. La
grafica representa el puntaje de las componentes 1 y 2. Los grupos corresponden a muestras de tejido cardiaco que
fueron analizadas por el sistema HPLC-MS. Los puntos en color azul corresponden a las muestras del grupo CCC

(n=7), en negro las del grupo CNC (n=7) y en verde a los controles del grupo sano (n=7).

4.4.1 Analisis comparativo del perfil metabolémico en la comparaciéon CCC vs sano

El andlisis de PCA en esta comparacion evidencié una clara separacion de los perfiles
metabdlicos, un porcentaje de la varianza total (93,41%) fue explicado por las componentes 1y 2

(Figura 30).
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Figura 30.

Grafico de analisis de componentes principales (PCA).
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Nota. La grafica muestra los valores de la componente principal 1y 2. El porcentaje de la varianza explicado por la
componente 1 (80.1%) y por la componente 2 (6,9%). En tridngulos rojos se observan las muestras del grupo CCCy
en cruces verdes las muestras correspondientes al grupo sano. Las areas sombreadas representan un intervalo de

confianza del 95%.

En la comparacion CCC vs sano fueron identificados 40 metabolitos Tabla 14 confirmados

por estandares de referencia y 222 caracteristicas en los espectros de masa se detectaron como
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metabolitos anotados, los cuales presentaron diferencias de manera significativa (p ajustada
<0.05).

Para visualizar las variaciones en las concentraciones de los metabolitos a través de las
muestras y de las condiciones experimentales, se realizé un mapa de calor en combinacion con un
agrupamiento jerarquico. La figura 31 muestra la representacion de la abundancia de los
metabolitos identificados de forma significativa entre el grupo CCC vs control sano donde es
posible apreciar una disminucién en la concentracion de la mayoria de los metabolitos en la
condicion chagasica, mientras en la condicidn sano sus intensidades son mayores. Por otro lado,
el analisis de agrupamiento jerarquico permitié la agrupacion muy definida entre los grupos de

estudio (Figura 31).
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Figura 31.
Mapa de calor y analisis de agrupamiento jerarquico de metabolitos diferenciales entre CCC vs

Control sano.
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Nota. Las columnas corresponden a muestras y las filas a metabolitos individuales. La escala de color indica la

abundancia relativa de metabolitos siendo rojo més abundante y azul menos abundante.

El andlisis estadistico univariado t student permitio identificar las moléculas diferenciales

con significacion estadistica entre los grupos (p< 0.01) basandonos en la relaciéon masa/carga
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exacta, el tiempo de retencion, la distribucion isotopica y la correspondencia a estandares

conocidos. Posterior al procesamiento, las caracteristicas fueron clasificados como anotados o

identificados.

Figura 32.

Graéfico volcano de los metabolitos en la comparacion CCC vs control sano.
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Nota. Cada punto representa un metabolito. En el eje X se grafica la magnitud del fold change y en el eje Y la

significancia estadistica (-log p value). Los puntos que aparecen en negro representan metabolitos significativos

(p<0.01), los puntos azules corresponden a los no significativos.
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4.4.1.1 Andlisis de vias funcional y metabdlico. Un analisis de enriquecimiento del
conjunto de los metabolitos diferenciales (por sus siglas en inglés MESEA) fue usado para explorar
las vias moduladas diferencialmente en pacientes con CCC y grupo control sano. Esta
aproximacion mostro que las vias enriquecidas de manera significativa fueron el metabolismo del
aspartato, ciclo de la urea, el metabolismo de la arginina y prolina, sintesis de carnitina y efecto
Warburg (Figura 33A). En paralelo se generd un analisis de vias metabdlicas, este analisis mostro
que las vias metabdlicas méas impactadas fueron: el metabolismo de la alanina, aspartato y
glutamato, la biosintesis de aminoacil tRNA, el metabolismo de arginina y prolina, metabolismo
del propionato, metabolismo de glicerofosfolipidos, biosintesis del pantotenato y biosintesis CoA,
metabolismo del nitrégeno, metabolismo del &cido cianoamino, metabolismo de dicarboxilato y
glioxilato, ciclo del citrato, metabolismo de metionina y cisteina y metabolismo de la - alanina

(Figura 33B).
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Figura 33.
Descripcion general del enriquecimiento de vias en Metaboanalyst.
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metabolitos diferenciales y su abundancia significativa. B) Gréafico de correlacién de significancia en la afectacion de
la ruta metabdlica [Impacto en la rutavs. -log(p)] obtenidos con el mdédulo Pathways Analysis del programa
MetaboAnalyst 4.0. El color de los circulos de menos a mas (amarillo claro a rojo) y el tamafio (de menor a mayor)
se relacionan con diferentes niveles de significancia. Un valor -log(p) alto se correlaciona con un mayor impacto en
el flujo metabdlico. Se seleccionaron las vias con mayor significancia a partir de los valores de impacto de la ruta o

valor p <0.05.
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Tabla 14.
Metabolitos detectados significativamente entre los grupos CCC vs sano.
Log2 Fold Tiempo
No _ I_D Nombre _del Change miz (exp) de_l Clase quimica Valor P Ve}lor deP
Metabolito pico metabolito Ccc/ retencion ajustado
Healthy (min)
N —Acetil
1 128 e -4.75 192.0688  422.47 C7HI3NO3S  0.0001  0.0004
Metionina
2 559 Asparti 437 26307 47591  COHI6N205S  0.000  0.0001
Metionina
3 29 PC (15:0/0:0) -3.85 504307  240.79  C23H48NO7P 0000  0.0001
Liso PE
4 3 15000 -3.68 452279 25058  C21H44NO7P 0000  0.0001
5 465 L-Noradrenalina  -3.53 170.081  464.47 C8H11NO3 0.000  0.0001
6 12 Lisoleucil prolina  -3.39 2201542 56153  C11H20N203  0.000  0.0001
7 es OMmaoMlL- 55 2481120 69543 CIOMIZNOS 0000 00000
carnitina
8 277 Riboflavina -3.0 377.1445 48678  CI17H20N406  0.000  0.0000
9 34  5-Oxoprolina -2.88 130.0498  785.71 C5H7NO3 0.000  0.0000
10 213 N Formil 287 1780531  496.84  C6H1INO3S  0.000  0.0000
Metionina
11 45 Adenina -2.50 136.0617  546.22 C5H5N5 0.004 0.0128
12 92 Pirbuterol -2.36 2411541  590.07  C12H20N203  0.000  0.0000
13 19p Nacetl-D -2.34 222097  657.25 C8H15NO6 0.000  0.0003
glucosamina
14 550 Fructosa6fosfato  -2.12 258.0383  795.46 C6H14NOSP  0.000  0.0003
15 163 Tiglilcarnitina  -2.09 2441538  464.78 CI12H2INO4  0.0001  0.0006
16 300 Piridoxina (B6)  -2.07 170.081  464.47 C8H11NO3 0.000  0.0003
17 23 PC (16:0/0:0) -2.03 496.339 2494  C24H50NO7P 0000  0.0003
18 439  Acido succinico -2.00 117.0193 797.5 C4H604 0.002 0.007
19 455 Lisina -1.92 1450083  1160.9 C6H14N202  0.0008 0.0033
20 gg Hidroxisovarelil -, o 262.1643  587.18 CI12H23NO5  0.002 0.0011
carnitina
21 588 D-alanil R lactato  -1.81 160.0616  505.38 C6H1INO4  0.0004 0.0025
22 89 2 metilcitrato -1.80 207.0505  1160.39 C7H1007 0.0005  0.0021
23 388 Glicerol 3fosfato  -1.70 171.0066  744.30 C3H906P 0.0001  0.0005
24 75 L-Citrulina -1.61 136.0617  546.22 C6HI3N303  0.0007  0.003
25 64  L-Metionina -1.57 150.0583  644.53 C5H1INO2S  0.0001  0.0005
PC (16:1(92)
26 60 a1z -1.49 7585677 21342  CA2HSONOSP  0.0346 0.0752
27 367  B-alanina -1.46 88.0404  774.77 C3H7NO2 0.0011  0.0043
28 633 cis- aconitato -1.43 173.0092 736.89 C6H606 0.0114 0.0334
29 360 L-Glutamina  -1.43 1450619  784.69 C5H10N203  0.0154 0.0375
30 21 D-Valina -1.36 1180862 6326 C5H11NO2 0.0001  0.0008
31 18 Betaina -1.36 118.0862  630.34 C5H1INO2  0.0003 0.0015
32 96  Asparagina -1.31 133.0605  797.42 CAH8N203  0.0013 0.0048
33 52 L-Arginina -1.30 175110  1249.8 C6H14N402  0.0006 0.0025
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Log2 Fold Tiempo
No ID Nombre del Change miz (exp) de Clase quimica Valor P Valor de P
Metabolito pico metabolito ccc/ P retencion q ajustado
Healthy (min)
34 35 L-fenilalanina __ -1.19 166.0861  581.32 COHIINOZ 00022 0.0075
35 73 & 1.04 104.0705  796.8 CAHINO2 0.0004  0.0019
aminobutanoato
3 471  DRibosad 113 2200119  799.22 C5H1108P 0.0003 4 5022
fosfato 2
37 395 L Aspartato 1.83 132.0303  783.88 CAH7NO4 0.0031  0.0098
38 218 2 fosfo D 1.36 187.000  847.47 C3H707P 0.0073  0.0201
glicerato
gy il 2.49 260114  686.2 C11HI9NO6  0.0023 0.0078
carnitina
Acido
40 39 8.94 158.1173  804.32 C8HISNO2  0.0000  0.0000

tranexamico

4.4.2 Andlisis comparativo del perfil metabolémico en la comparacion CCC vs CNC

Para evaluar los metabolitos involucrados con las condiciones patoldgicas de los grupos
CCC vs CNC se realizé un PCA con dos modificaciones estadisticas. La primera correspondio a
un ajuste en la desviacion estandar relativa (RSD) dado el grado de variabilidad biol6gico propio
de cada tejido entre las muestras analizadas y como segunda modificacion se removio el grupo
control sano. Finalmente, con estos nuevos ajustes se realizd de nuevo un PCA el cual mostr6
diferencias claras entre los grupos mencionados (Figura 34). Asi mismo, con estos datos se realizo
un analisis de volcano plot (Figura 35) donde se pudieron detectar 12 metabolitos diferenciales de
forma significativa entre los grupos, 9 metabolitos se observaron disminuidos y 2 aumentados. Los
metabolitos que se observaron muy disminuidos fueron: triptofano-amida, 5 hidroxi-triptofano, 1
indol 3 acetamida, 4 hidroxi indol 3 acetonitrilo, 3 acetil naftil uridina, glutaril carnitina y los
restantes correspondieron a componentes putativos (metabolitos ain no identificados). Por otro
lado, solo dos metabolitos se detectaron aumentados en la comparacion CCC vs CNC fueron el

acido graso tri hidroxioctadecenoico (9, 10,13 triHOME) y N formil-quinurerina. (Ver tabla 15).
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Figura 34.
Grafico correspondiente al analisis de componentes principales (PCA) de los datos del

metaboloma del tejido cardiaco en la comparacion CCC vs CNC.
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Click and drag in the plot area to zoom in
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Nota. Anélisis de los componentes principales. Los puntos azules y negros indican las muestras provenientes del grupo
CCC y CNC respectivamente. EI gréfico muestra el componente 1 (PC1) en el eje de las ordenadas y PC2 en el eje
de las abscisas. El porcentaje de los componentes principales primero y segundo (PC1 vs PC2) corresponde a 40,3%
y los diferentes grupos discriminados por cada componente (PC1, PC2) se destacan mediante elipses de color rojo y

verde.
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Figura 35.

Volcano plot en la comparacion CCC vs CNC.
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Nota: Grafico volcano entre CCC vs CNC. La imagen presenta en el eje X el Log2 (Fold change) y en el eje Y el
Log10 transformado del valor de p de los metabolitos identificados. Cada punto indica un metabolito como valor
mz/rt. Los metabolitos expresados significativamente en la comparacién son mostrados como puntos negros. Al lado

derecho de la figura los sobreexpresados, mientras los regulados a la baja se observan al lado izquierdo.



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 156
Tabla 15.
Lista de los metabolitos expresados diferencialmente entre CCC vs CNC.
Tiempo
No D Nombre del m/z de Clase quimica Log2 Valor vebr e
metabolito  Pico Metabolito retencion q CCC/CNC P . P
. ajustada
(min)
1 1103 9,12,13- 3312473  225.76 C18H3405 2.61 2.7e-05  0.0091
triHOME ' ' : : :
2 sp NI 001181 3526 C13HISNSO3 334 000018 0.043
triptofano
3 939 GulLling 2621181 3023 C11H12N203 2259  26e-05  0.0091
triptofano
Indol-3-
4 885 ) 216.113 279 C10H10N20 -2.89 2.9e-05  0.0091
acetamida
5 347  Triptofanoamida 204.1131  330.31 C11H13N30 -5.44 2.56-07  0.00032
4-hidroxi-1h-
6 826 indol-3- 214.0973  308.67 C10H8N20 -2.90 6.2¢-06  0.0031
acetonitrilo
2- &cido
7 2299 i : 145.0506  530.78 C6H1004 -2.48 5.6e-06  0.0031
metilglutarico
8 645 D-acido 219.0471 7565 C6H1207 306  58e-06  0.0031
gluconico
9 968  Glutaril-carnitina  276.1435 657.96 C12H21NO6 -2.47 0.00014 0.038
10 233 - 204.1131  290.07 C11H13N30 -7.02 3.5e-09  8.8e-06
Triptofanoamida
Formil
11 366 o 259.1107 264.8 C9H15NO3S 4.47 0.0002  0.0046
quinurerina
12 254 NAD+ 664.1148  720.87  C21H27N7014P2 -3.45 0.0073  0.01727

Para investigar el potencial biol6gico asociado a los metabolitos identificados, se realiz6

un analisis de enriquecimiento de vias (Figura 36). Este analisis mostré que estos metabolitos

participan en algunas vias importantes como la sintesis de triacilgliceroles, la lanzadera malato

aspartato, glicerol fosfato, sin embargo, las vias metabolicas mas impactadas de manera

significativa fueron el metabolismo de la nicotinamida (p=0,008) y la que tiene que ver con el

metabolismo del triptofano (p=0.0217).
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Figura 36.

Analisis enriquecimiento de vias de los metabolitos diferenciales en la comparacion CCC vs

CNC.
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4.5 Resultados del andlisis de integracion

Esta investigacion tiene como fin encontrar alteraciones que puedan estar asociadas a los

mecanismos fisiopatoldgicos de la falla cardiaca durante la CCC. Dada la naturaleza compleja 'y
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heterogénea del sindrome de falla cardiaca y la fisiopatologia de la CCC, esta no seria delineada
por una sola émica, sino por la integracion de los resultados protedmicos y metabolémicos.
Para el analisis y la integracion de los resultados protedmicos y metabolomicos se utilizé

el software Ingenuity Pathways Analysis (IPA).

4.6 Integracion de los datos en la comparacion CCC vs CNC

4.6.1 Analisis integrado para la identificacion de vias canoénicas

El analisis de integracion se bas6é en la lista de proteinas (45) y metabolitos (12)
diferencialmente expresados en la comparacion CCC vs CNC. EIl primer analisis estuvo dirigido
a identificar las vias canonicas enriquecidas en el set de datos y estas fueron categorizadas de
acuerdo con el valor de p (Figura 37). El analisis de vias a través de IPA identificd 28 vias
significativas aplicando como criterio umbral -log (valor p) = >2.0. Todas las vias y sus niveles
relativos de expresion diferencial son listados en el Apéndice D. En la figura 37 se detallan las
primeras 21 vias canonicas de las 28 representativas clasificadas de acuerdo a -log (valor p)
(Apéndice D) Las cinco primeras vias candnicas con mayor valor de p fueron: mecanismos de
exportacion de virus de la célula hospedera (p=7.19E-05), via de sefializacion de RhoA cinasa
(p=1.07E-04), sefializacién mediante GTPasas de la familia Rho (p=1.19E-04), biosintesis de L-
carnitina (p=2.91E-04) y remodelamiento de las uniones adherentes de células epiteliales

(p=3,26E-04).
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Figura 37.

Histograma de vias canonicas afectadas en la comparacion CCC vs CNC.

Ingenuity Canonical Pathways

Epithelial Adherens Junction Signaling
Purine Nucleotides De Novo Biosynthesis Il
Cellular Effects of Sildenafil (Viagra)
B Cell Development
NAD biosynthesis Il (from tryptophan)
Lysine Degradation V

Fcy Receptor-mediated Phagocytosis in...
Actin Cytoskeleton Signaling
Regulation of Actin-based Motility by Rho
Integrin Signaling

Crosstalk between Dendritic Cells and...
Ketogenesis
Ketolysis

Canonical Pathway

NRF2-mediated Oxidative Stress Response
RhoGDI Signaling

Caveolar-mediated Endocytosis Signaling
Remodeling of Epithelial Adherens Junctions
L-carnitine Biosynthesis

Signaling by Rho Family GTPases

RhoA Signaling

Mechanisms of Viral Exit from Host Cells

o
o
5
i

15 2 25 3 35 4 45

-Logpvalue ratio

Nota. En el eje X se representa con el color azul el -log (valor p) y el ratio (CCC/CNC) con el color naranja. En el eje
Y las primeras 21 vias canonicas identificadas de forma significativa a partir de un andlisis de vias integrado de

proteinas y metabolitos expresados diferencialmente en la comparacion CCC vs CNC.

Por otra parte, el software IPA calcula para cada funcion bioldgica un puntaje estadistico
denominado “Valor de activacion Z” (Valor Z). El valor Z, es usado para inferir el estado probable
de activacion de las funciones biolégicas (aumentada o disminuida) y se basa en la comparacion
con un modelo, el cual permite asignarle direccionalidad a la via. Considerando en el analisis de

vias un valor Z mayor o igual a 2.0 para activacién significativa o menor de 2.0 para un estatus
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inhibido, unicamente, se detectaron 4 vias con estatus aumentado o inhibido; y de estas tres se
observaron estar activadas y una inhibida (Figura 38). Las siguientes vias presentaron alto puntaje
que indico su importancia funcional en la CCC: sefializacién mediante GTPasas de la familia Rho
(valor Z=2.23), sefializacion mediante RhoA (valor Z=2.0), sefializacion mediante RhoGDI (valor

Z=-2.0) y sefializacion en el citoesqueleto a traves de actina (valor Z= 2.0).

Figura 38.

Estado de activacion de las vias canonicas significativas con puntaje Z.

M positive z-score | || z-score =0 M negative -score | 11 no activity pattern available
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Actin Cytoskeleton Signaling

Nota. El valor Z representa el estado de activacion o inhibicion de una via candnica. Un valor de Z mayor de 2.0 fue
considerado significativamente activado. Un puntaje menor a 2.0 fue considerado significativamente inhibido. Los
puntajes de Z son representados por los colores naranja, azul y gris, los cuales indican activacién, disminucién o
ausencia de la actividad de la via candnica respectivamente. Las vias de sefializacion activadas son las vias

dependientes de GTPasas de la familia Rho, RhoA y sefializacion en el citoesqueleto mediante la actina.
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Adicionalmente, se generd un mapa que muestra la superposicion de las vias canonicas.
Este analisis se baso en el nimero de genes o metabolitos (candidatos identificados) que estan
siendo compartidos entre las diferentes vias canonicas. El andlisis de superposicion de vias fue
realizado a partir de las 25 primeras vias candnicas detectadas como significativas y el analisis
gener0 dos Unicas redes. La primera involucrd 18 vias mientras la segunda unicamente 7 (Figura

39). El nimero de genes compartidos para las primeras 5 vias canonicas se muestra en la Tabla 16.

Tabla 16.

Vias moleculares y nimero total de genes compartidos en cada via.

Numero de genes
Via canédnica compartidos/nimero total de
genes asociados a la via

Porcentaje de
superposicion

Mecanismos de salida de la

célula hospedadora

Sefializacién mediante RhoA 4/125 3.2
Sefializacion mediante GTPasas

3/41 7.3

de la familia Rho Sase 20
Biosintesis de la L-carnitina 2/13 15.4
Remodelamiento de las uniones

adherentes de las células 3/68 4.4

epiteliales
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Figura 39.

Representacion de la superposicion de las vias canonicas.

from Host Cells
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Nota. Las lineas que conectan a las diferentes vias candnicas significan que entre esas vias se comparte uno 0 mas
genes. La intensidad del color rojo del nodo representa la mayor significancia de la via candnica entre todos los genes
y metabolitos. Los nodos de la figura representan cada una de las vias y el color rojo brillante representa vias canonicas
mas importantes en el conjunto de genes. EI mapa de vias canoénicas fue generado por el software anélisis de vias de

Ingenuity de QIAGEN (QIAGEN Inc., https://lwww.giagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis).


https://www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis
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4.6.2 Analisis integrado para la identificacion de las funciones biologicas y enfermedades

“Biofunciones”

Para determinar si los genes expresados diferencialmente en la comparacién CCC vs CNC
cumplen un papel en funciones bioldgicas o en enfermedades, se realizé un analisis en el software
IPA, aplicando como threshold -log (valor p) > 1.30. La figura 40, muestra las diferentes funciones
y enfermedades mejor categorizadas de acuerdo con el -log del valor p. Las primeras cinco
biofunciones corresponden a: movimiento celular (p=3.31E-07-7.93E-03), trafico de células
inmunes (p=3.31E-07-7.83E-03), desarrollo y funcién del sistema hematologico (p=1.51E-06-
7.83E-03), desordenes del tejido conectivo (p=3.78E-06-7.83E-03) y desordenes en el desarrollo
(p=3.78E-06-7.93E-03). La lista completa comprende 81 funciones y enfermedades y puede ser
observada en la Tabla suplementaria (Apéndice E) junto con las moléculas involucradas en cada

una de ellas.
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Figura 40.

Clasificacion en funciones bioldgicas y enfermedades.
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Nota. Un total de 20 categorias correspondientes ya sea a una funcion biolégica o enfermedad son graficadas en el eje

Y. Por su parte, en el eje X se relaciona el valor correspondiente a -log (valor P). El threshold establecido fue > 1.30

4.6.2.1 ldentificacion de las funciones moleculares y celulares en el set de datos
protedmicos y metabolomicos diferenciales. Las principales funciones moleculares y celulares
para proteinas y metabolitos diferenciales en la comparacion CCC vs CNC se caracterizaron por
ser similares y se asociaron con movimiento celular, morfologia celular, ensamble y organizacion
celular, entre otras. En la Tabla 17 se relacionan las cinco funciones bioldgicas detectadas con

mayor significancia en la comparacion.
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Tabla 17.

Funciones celulares y moleculares detectadas en la comparacion CCC vs CNC.

Funcion Celular y molecular Rango del valor de p No moléculas
Movimiento celular 7.93E-03 - 3.31E-07 23
Morfologia celular 7.83E-03 - 1.59E-05 21
Ensamble y organizacion celular 8.38E-03 - 2.40E-05 19
Funcién y mantenimiento celular 8.38E-03 - 2.40E-05 22
Compromiso celular 7.83E-03 - 3.35E-05 17

4.6.2.2 ldentificacion de funciones y desarrollo del sistema fisioldgico en el conjunto
de datos proteémicos y metabolomicos diferenciales. El andlisis de funciones asociadas al
desarrollo del sistema fisioldgico en IPA, detectdé funciones con alto grado de significancia
estadistica. En la Tabla 18 se relacionan las funciones, el rango del valor de p y el nimero de
moléculas involucradas en cada funcién. Segun su valor de p, las principales funciones detectadas
fueron: trafico de células inmunes, funcién y desarrollo del sistema hematoldgico, del cabello y

piel, y del tejido conectivo.

Tabla 18.

Funciones asociadas al desarrollo del sistema fisiolégico detectadas en la comparacién CCC vs

CNC.
Funciony dfes_arfol_lo del sistema Rango del valor de p No moléculas
fisiologico
Tréfico de células inmunes 7.83E-03 - 3.31E-07 15
Funcmn, y desarrollo del sistema 7 83E-03 - 1.51E-06 19
hematoldgico
Funciény desarrollo del cabelloy piel ~ 6.37E-03 — 1.07E-05 7
Morfologia del tejido 7.83E-03 — 6.60E-05 21
Funcion y desarrollo del tejido 7 83E-03 _ 7 48E-05 12

conectivo
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4.6.2.3 ldentificacion de enfermedades y desérdenes en el set de datos proteémico y
metabolomico diferencial. Los resultados de este andlisis en IPA, indican que los genes
expresados diferencialmente en la comparacion CCC vs CNC se asociaron de manera significativa
a enfermedades y/o condiciones. En la tabla 19 se relacionan las cinco primeras enfermedades
asociadas de acuerdo con la significancia, el rango del valor de P y el niUmero de moléculas en

cada categoria.

Tabla 19.

Primeras cinco enfermedades asociadas al set de datos diferenciales de la comparacion CCC vs

CNC.

Enfermedades y desdrdenes Rango del valor de p No moléculas
Alteraciones del tejido conectivo 7.83E-03 - 3.78E-06 10
Alteraciones en el desarrollo 7.93E-03 — 3.78E-06 14
Desordenes hereditarios 7.83E-03 — 3.78E-06 17
Enfermedades oftalmicas 6.02E-03 — 3.78E-06 8

Anormalidades y lesiones

: 8.61E-03 — 3.78E-06 36
organismales

4.6.3 Andlisis integrado para la identificacion de redes moleculares afectadas en la

comparacion CCC vs CNC

El anélisis de redes de interaccion en IPA muestra las interacciones que ocurren entre las
moléculas del set de datos. Todas las redes fueron clasificadas usando el valor del score. El analisis
mostré que las proteinas y metabolitos candidatos se asociaron a tres diferentes redes (Figura 41).
Lared No 1 fue la mas significativa presentd un score de 46 y estuvo enriquecida en diferentes

funciones moleculares que se relacionaron con “Desarrollo y funcion de la piel y el cabello,
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morfologia celular, organizacion y ensamble celular” involucrd6 34 moléculas entre genes y
metabolitos (BST1, LCP1, IGHM, SRC, FACTIN, LDB3, MZB1, Colageno tipo I, Integrina, 1gG,
IgE, CD9, CD3, PI3K, ANXAL, CORO1A, ACTGL, LUM, IGM, TGFB, ERK1/2, ACTN, ACTB,
COTL1, DCN, FBLN2, Colageno, HLA-DRB1, PP1B, TAGLN2, L carnitina, glutation

peroxidasa y GMFB) (Figura 41A).
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Figura 41.

Analisis de redes funcionales de proteinas y metabolitos expresados diferencialmente en la

comparacion CCC vs CNC. (A-C)
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Nota. Redes enriquecidas basadas en los productos con expresion diferencial. En rosa se sefialan los genes
sobreexpresados y en verde se muestran los productos que se detectaron disminuidos de forma significativa,

respectivamente. Las lineas solidas indican conexiones directas, mientras las lineas entrecortadas conexiones

indirectas.
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La red No 2 presentd un puntaje de 31 y las funciones asociadas a esta red fueron:
morfologia celular, desarrollo embrionico y desarrollo del tejido. Finalmente, la tercera red con un
puntaje de 28 asocid funciones relacionadas con “Desarrollo y funcion del sistema cardiovascular,

morfologia de 6rganos y desarrollo organismal” (Figura 41 B y 41C).

4.6.4 Analisis integrado para identificar las funciones asociadas a toxicidad (funciones Tox)

En este analisis se determina la asociacion entre proteinas y metabolitos diferenciales con
efectos toxicos. Un total de 33 funciones Tox fueron identificadas. De estas, 16 mostraron un valor
de p>0.05. En la figura 42 se listan las funciones asociadas a toxicidad, cabe sefalar que el
conjunto de datos diferencial en la comparacion CCC vs CNC se relacion6 de forma significativa
con siete funciones de toxicidad que afectan directamente el miocardio (dilatacion cardiaca,
disfuncion y agrandamiento cardiaco, inflamacién cardiaca, anomalias cardiacas, arteriopatia

cardiaca y arritmia cardiaca) de las 16 mas significativas.
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Figura 42.
Clasificacion de las funciones tdxicas asociadas al conjunto de datos diferencial en la

comparacion CCC vs CNC

-log(p-value)
000 025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 3.00 325 350 375 4.00 425

Renal Inflammation

Renal Nephitis

Cardiac Dilation

Cardiac Dysfunction
Cardiac Enlargement
Congenital Heart Anomaly
Hepatocellular carcinoma
Liver Hyperplasia/Hyperproliferation
Liver Cirrhosis

Cardiac Inflammation
Liver Steatosis

Cardiac Arteriopathy
Renal Necrosis/Cell Death
Liver Damage

Cardiac Arrythmia

Renal Atrophy

© 2000-2012 QIAGEN. All rights reserved.

4.6.5 Andlisis integrado para la identificacion de reguladores efectores

Este tipo de analisis identifica reguladores (factores de transcripcion, citocinas o quinasas)
que podrian estar asociados directamente a blancos presentes en los datos analizados y que podrian
explicar la causa de los cambios de expresion génica, la direccionalidad del regulador o a encontrar
nuevas vias basadas en los reguladores ascendentes (redes mecanicistas). En este sentido, el
analisis permitid detectar algunos reguladores efectores como las citocinas IL-5 e IL-1B vy el
receptor acoplado a la proteina G, CCR2 los cuales podrian estar actuando como activadores

“corriente arriba” (Figura 43y 44).
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Figura 43.

Reguladores corrientes arriba IL-5y CCR2.
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forma rombo representa enzima, la forma cuadrado citocina. La grafica fue obtenida usando IPA (QUIAGEN).
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Figura 44.

Red mecanistica identificada usando IPA donde IL-15 es un regulador maestro (p=0.00213).
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Nota. El anélisis permite inferir que IL-1p activa el sefialamiento de LCP1 (Proteina citosélica 1 de linfocitos), ANXA

1 (Anexina), VIM (Vimentina) e inhibe la funcion de NAD (nicotinamida adenina dinucle6tido).

5. Discusion

En esta Tesis Doctoral se realiz6 un analisis integrado del perfil proteémico y
metaboldmico para investigar los cambios moleculares en el miocardio de pacientes con CCC
frente a pacientes con CNC. Para la discusion, se organiz6 el analisis en tres etapas: un primer
andlisis comparativo a nivel protedbmico y metabolémico entre la condicién CCC vs Control sano,

como un acercamiento inicial para explorar los cambios globales en el corazén con falla frente al
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sin falla. En segundo lugar, se realizé la comparacion CCC vs CNC, la cual nos definié un perfil
de las alteraciones especificas de la fase final de la FC en la condicion chagasica. Finalmente, la
tercera fase comprendio el analisis bioinformatico in silico e integrado de las proteinas y
metabolitos regulados de forma significativa y diferencial, en la comparacion CCC vs CNC. En
general, esta aproximacion metodoldgica mostro diferencias en la abundancia de proteinas y
metabolitos cuando se compararon ambos tipos de condiciones patoldgicas o cuando se
compararon cada una frente al grupo control. En segundo lugar, las proteinas y metabolitos
diferenciados estuvieron involucrados en multiples procesos celulares. Por tanto, es esencial
discutir como estas alteraciones moleculares en diferentes vias metabdlicas median respuestas
celulares, que actuando de manera conjunta y en determinado microambiente explican el fenotipo

de la fase final de la enfermedad.

5.1 Analisis proteémico

En los dltimos afios, la mayor parte de los estudios proteémicos en CCC han estado
dirigidos hacia la busqueda de biomarcadores de prondstico en muestras de suero o plasma en
modelos murinos y humanos. Adicionalmente, con el fin de priorizar nuevos blancos terapéuticos
se ha analizado el fosfo-proteoma en modelos de infeccién murino. Esta estrategia ha resultado
en nuevos desarrollos que han sido evaluados como posibles vias drogables (Quinasas). Sin
embargo, a pesar de estos avances aln no se conocen en conjunto las alteraciones involucran la
biologia compleja que llevan a la progresién de la enfermedad, por tanto, para abordar este vacio
en el conocimiento, nosotros utilizamos un estudio proteémico cuantitativo con marcaje isobarico

(TMT).
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5.1.1 Anélisis proteémico diferencial del miocardio entre CCC vs Controles sanos

El analisis proteémico diferencial del miocardio entre los grupos CCC y controles sanos,
nos permitié detectar 96 PED, 78 desreguladas al alza y 18 a la baja (ver tabla 8 y 9). Entre las
PED en esta comparacion, destaca la Histona H1.5 (HISTH1B). La HISTH1B, pertenece a la
familia de histonas unidoras (H1) y cumplen un papel importante en la organizacion de la
cromatina, dado que facilita la union ADN e histona dentro del nucleosoma. En nuestro estudio,
la proteina HISTH1B presento niveles aumentados en el grupo con CCC (Tabla 9). Este hallazgo
es consistente con reportes en la literatura que han mostrado asociacion entre sobreexpresion de
ciertas variantes de las histonas H1 con cambios en la expresion génica en el miocardio con falla
cardiaca (Papait et al., 2020). Ademas, la evidencia a partir de modelo murino indica que las
regulaciones epigenéticas juegan un papel esencial en el desarrollo y patogénesis de la falla
cardiaca (Liu et al., 2019). Por otra parte, se ha reportado su funcion en diferenciacion celular y
carcinogénesis (Behrends and Engmann, 2020,) sin embargo, se requieren mas estudios, dado que
estos datos se han centrado en el modelo de CMD vy es claro que diferentes tipos de cardiomiopatia
podrian tener sus propios mecanismos reguladores.

Algunas proteinas con localizacion y actividad en el citoesqueleto también estuvieron
presentes a concentraciones mas altas de lo normal, entre las proteinas detectadas destacan: y-
actina (ACTG1), coronina (CORO1A), miosina (MYLS6), vimentina (VIM) y anexina (ANXAL).
Estas proteinas también fueron detectadas en nuestro analisis in silico (Interaccion proteina
proteina- STRING) haciendo parte de la red molecular (nodo), evidenciando que actdan de forma
integrada, y que son efectores importantes en el acoplamiento eléctrico y mecénico en

cardiomiocitos, facilitando la transduccion de sefiales inter e intracelulares. Por su parte,
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COROI1A pertenece a la familia de proteinas de union a la actina, se expresa en gran medida en
las células del linaje hematopoyeético y regula la actividad celular de una manera dependiente del
calcio (Pandey et al., 2022). En el musculo cardiaco la CORO1A se localiza en regiones de
formacion activa del filamento de actina, y coordinan la dindmica de la actina mediante la
modulacion del complejo Arp2/3 - Cofilina (Cai et al., 2007). Por tanto, a nivel funcional
CORO1A vincula la plasticidad del citoesqueleto con el funcionamiento de componentes discretos
de sefalizacion del receptor de células T (TCR) (Mugnier et al., 2008). Ademas, esta proteina
promueve la diferenciacion y proliferacion de células Thl induciendo una mayor produccion de
IL-2 e IFN—y (Mueller et al., 2011). Por lo tanto, estos hallazgos son congruentes con lo observado
en la literatura e indican que el aumento en su expresion podria estar relacionada con la progresion
de la patologia. Por otro lado, las miosinas, funcionan como enlace entre la sefializacion y la
dindmica del citoesqueleto, siendo las miosinas de la clase 6 (MYL6) proteinas Unicas basadas
en actina con funcion motora encontrandose implicadas en un amplio rango de funciones celulares
entre ellas, la regulacion del citoesqueleto de actina y septina. En nuestro estudio, se encontrd
sobrexpresion de MYL6 en el grupo con CCC. Cabe sefalar, que la pérdida o sobreexpresion de
MYL6 en humanos ha sido relacionada con una variedad de patologias que incluyen
miocardiopatia, enfermedades neurodegenerativas y cancer (De Jonge et al., 2019).
Adicionalmente, se han encontrado mutaciones en MYL6 asociadas a cardiomiopatia dilatada e
hipertréfica (Carniel et al., 2005).

Otra proteina diferencial detectada en este estudio fue la ANXAs la cual hace parte de un
grupo de proteinas citosdlicas, sensores de la concentracion de Ca?* que forman uniones con
fosfolipidos de membrana cargados negativamente, participan en una variedad de procesos

intracelulares que van desde la regulacion de la dindmica de la membrana e interacciones con el
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citoesqueleto, migracion celular, proliferacion y apoptosis (Monastyrskaya et al., 2009). En
nuestro estudio, la ANXAL presento niveles aumentados cuando se compar6 CCC vs controles
sanos. La sobreexpresion de ANXAL se ha asociado a disminucion en la infiltracion de PMN e
inhibicion de la mieloperoxidasa mediante la activacion de la via de sefializacion STAT3 en
modelos murinos. En lineas generales, la desregulacion detectada en las diferentes proteinas
citoesqueléticas revela la posible asociacion de estas proteinas con cambios en la activacion y
modulacion del citoesqueleto de actina y podria pensarse que estas alteraciones tendrian
consecuencias nefastas para la funcion cardiaca y su incidencia en la progresion de la enfermedad.

Las vias moleculares responsables de las interacciones entre proteinas, elementos de la
matriz y células en el corazon aln no se conocen completamente. La matriz extracelular (ME) es
una red tridimensional, no celular, altamente dinamica que esta presente en todos los tejidos y
juega un papel critico en la homeostasis y enfermedad (Frangogianis et al., 2017). La ME no s6lo
funciona como un sistema de apoyo mecanico que preserva la integridad del tejido sino también
sirve como un centro de sefializacion para la funcion celular y un reservorio de factores de
crecimiento que pueden ser liberados como respuesta a dafio, de esta manera, modula el
comportamiento celular e incluso activa programas de reparacion. En el tejido miocardico normal,
la ME esta compuesta principalmente por colageno fibrilar (tipo I, I11), glucosaminoglicanos
(GAG), fibronectina, glicoproteinas y proteoglicanos ricos en leucina (PGRL). Los PGRL son
una gran familia de proteinas glicosiladas con una o varias cadenas de GAG y comprenden: asporin
(ASPN), lumican (LUM), biglicano (BGN), decorina (DCN) y fibulina (FBLN2). Los
proteoglicanos son capaces de interactuar con una variedad de receptores extracelulares
(receptores de tirosin quinasay los receptores Toll), factores de crecimiento, citocinas y moléculas

asociadas a la ME, ademas, los proteoglicanos pueden inducir entrecruzamiento entre varias
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familias de receptores y pueden también interactuar con los ligandos de estos receptores (Mak,
2020).

En el miocardio de los mamiferos los PGRL son producidos en los fibroblastos y su
expresion es activada por los niveles del factor de crecimiento transformante (TGF-p),
angiotensina Il, y citocinas proinflamatorias. Los PGRL se unen a varios tipos de colageno fibrilar,
y en este sentido, regulan la cinética, el ensamble, la organizacidn espacial y estabilizacién de las
fibras (Kalamajski et al., 2010). Ademas, inducen la fibrosis a través de su interaccion con TGF-
B (Merline et al., 2009). Entre los proteoglicanos la DCN regula la formacion de la fibra de
colageno e interactua con una variedad de proteinas. BGN y LUM son otros dos PGRL claves que
tienen expresion alterada en varios tipos de cancer, y que cumplen un papel en las alteraciones en
la ME durante el desarrollo de falla cardiaca, ademaés se han asociado a condiciones inflamatorias
y se caracterizan por su capacidad de union al colageno (Malemud, 2007).

En este estudio, el anlisis protedmico cuantitativo detectd sobreexpresion de LUM, DCN,
y BGN, en el grupo de pacientes con CCC frente al control sano. Estos datos concuerdan con los
reportes en la literatura, donde la expresion aumentada de proteoglicanos ha sido documentada
tanto en pacientes con falla cardiaca como en modelos murinos de sobrecarga de presion (Waehre
etal., 2011; Engebretsen et al., 2013). Nuestros datos, sugieren un posible papel de estas proteinas
en el recambio de colageno y por ende en el remodelamiento adverso del tejido cardiaco observado
en la CCC, dado que la sefializacion iniciada por la activacion de los TLRs resulta en eventos de
remodelamiento de la ME vy fibrosis. Por lo tanto, podria sugerirse que, durante la falla cardiaca
secundaria a CCC, las alteraciones en los componentes de la matriz extracelular miocardica junto
con la inflamacidn constituyen mecanismos centrales para la progresion y severidad. Por otra parte,

en la comparacién CCC vs controles sanos detectamos una coleccién de proteinas mitocondriales
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significativamente disminuidas (COX7A1, ACSS1y MT-CQ2). Este resultado es consistente con
estudios recientes en modelos murinos con infeccion por T. cruzi aguda y crénica en los cuales se
reportan alteraciones en las proteinas mitocondriales, especificamente un declive en la actividad
del complejo 11, IV y en enzimas antioxidantes (Wozniak et al., 2020).

Por otra parte, el analisis de enriquecimiento de genes (GO) del conjunto de PED mostro
que estas proteinas estan implicadas en procesos biolégicos basados en actividad estructural,
organizacion del citoesqueleto, procesos del sistema inmune y transporte mediado por vesiculas.
Empleando el programa informatico STRING se realiz6 una prediccion de las interacciones entre
las proteinas desreguladas, obteniendo asi un interactoma. En las redes de interaccion proteina-
proteina, las proteinas con mayor nimero de interacciones podrian jugar un papel clave en el
mantenimiento y balance del sistema. En la red construida con las proteinas sobreexpresadas
observamos que la ACTG1 fue la proteina con mas interaccion. ElI nodo que involucr6 mayor
numero de proteinas fue el de organizacion del citoesqueleto, procesos inmunes seguido de
organizacion de la matriz extracelular y en el caso de las proteinas con baja expresion el nodo que
involucr6 mayor numero de interacciones estuvo relacionado con el metabolismo de los
carbohidratos. Por tanto, nuestros datos permiten corroborar, como se habia descrito previamente,
que procesos celulares como organizacion del citoesqueleto, matriz extracelular y procesos
inmunes estan relacionados con la patologia (Choudhuri y Garj, 2020). Adicionalmente, nuestro
analisis GO identificd como proceso alterado el transporte mediado por vesiculas, el cual aun no
ha sido descrito como proceso desregulado en la patogénesis de la CCC. Las vesiculas
extracelulares (VE) funcionan en el mantenimiento normal de la estructura cardiaca, sin embargo,
cambian su composicién bajo condiciones patoldgicas por tanto pueden verse involucradas en el

desarrollo de diferentes enfermedades cardiovasculares (Fu et al., 2020). Un estudio reciente,
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detectd la presencia de vesiculas extracelulares, derivadas de monocitos/macrofagos, células
endoteliales y linfocitos T CD4+/CD8+ en individuos seropositivos para Chagas y con sintomas,
por tanto, estas organelas podrian ejercer un papel inmunomodulador de la respuesta inflamatoria

a traveés de la sefializacidn endocrina (De Pablos Torr6 et al., 2018).

5.1.2 Anélisis proteémico en la comparacién CCC vs CNC

El analisis protedmico de las muestras de tejido cardiaco proveniente de pacientes con CCC
frente a CNC identifico 45 proteinas expresadas diferencialmente. De estas, 35 se clasificaron
como sobreexpresadas y 10 se encontraron reguladas a la baja. Cabe sefialar, que dentro de las
proteinas sobreexpresadas detectamos un perfil de proteinas comunes a ambas comparaciones
(CCC vs sano y CCC vs CNC). Dentro de esta lista, las proteinas mas relevantes fueron: COTL1,
ASPN, CORO1A, LUM, DCN, ACTGL1, VIM, FBLN2 las cuales son considerados componentes
arquetipicos del citoesqueleto y la matriz extracelular que estan asociados al remodelamiento
cardiaco y nos indican el caracter determinante de estas alteraciones en la severidad de la condicion
chagasica.

Coactosina (COTL1), es una proteina de uniéon a la F-actina, por tanto, regula el
citoesqueleto de actina a través de la union a o y B-actina (Provost et al., 2001). Ademas, se sabe
que esta proteina interactta con 5 lipooxigenasa (5-LOX) favoreciendo su activacion y, por ende,
el estado proinflamatorio a traves de la sintesis de leucotrienos (Rakonjac et al., 2006). Por otra
parte, se ha reportado que COTL1 estd implicada en la via de sefializacion del TGF-p. En el
miocardio, la activacion de los fibroblastos principalmente por TGF-f conduce a alteraciones en

la matriz extracelular, por lo tanto, esta proteina podria cumplir un importante papel en el
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remodelamiento y progresion cardiaca. En este estudio, COTL1 present6 sobreexpresion en el
miocardio de pacientes con CCC en relacion al grupo CNC y controles sanos. Este resultado podria
sugerir un papel de la COTL1 como integrador de las sefiales extracelulares con procesos
proinflamatorios y remodelamiento durante la fase final de la CCC.

Ahora bien, un estudio reciente, utilizando un modelo de isquemia miocéardica identifico a
COTL1 como una de las proteinas que interactta con Cfast un transcrito (ARNs no codificantes
largos - IncRNA) asociado a los fibroblastos cardiacos. Los autores demuestran que Cfast inhibe
de forma competitiva la interaccion de COTL1 con TRAPL (Proteina asociada a receptor TGF-p),
es decir Cfast ocupa los sitios de interaccion de la COTL1 con TRAPL. Al quedar libre la proteina
TRAP1, esta puede unirse al complejo SMAD2/SMADA4, activando la via de sefializacion inducida
por TGF- y promoviendo asi los procesos de fibrosis (Zhang et al., 2020). En este sentido, los
autores proponen que la sobreexpresion de esta proteina (COTL1) favoreceria la union de mas
moléculas de TRAPL1 y por tanto, podria considerarse como modulador de la fibrosis. No obstante,
se requieren nuevos estudios que confirmen el papel de la COTL1 y sus mecanismos reguladores
de la fibrosis.

Por otra parte, uno de los hallazgos mas robustos en la comparacion CCC vs CNC, se
relaciona con la deteccion de un conjunto de proteinas y glicoproteinas pertenecientes a la ME.
Como ya lo habiamos mencionado, la ME del cardiomiocito se compone de una red de moléculas
y proteinas como colageno, elastina, proteinas microfibrilares, proteinas de adhesion vy
proteoglicanos (Karamanos et al., 2021). Nuestro analisis detectd sobreexpresion en cinco tipos
diferentes de proteoglicanos (lumican, asporina, decorina, fibulina y biglicano), los cuales fueron

comunes a ambas comparaciones (CCC vs sano y CCC vs CNC). Este hallazgo es consistente con
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otros estudios que han usado el analisis protedmico para investigar la variacion de proteinas en las
enfermedades cardiacas (Schecheter et al., 2014).

Lumican, decorina, y biglicano son PGRL que controlan las propiedades espaciales del
tejido en desarrollo y la homedstasis dado que ellos retienen los factores de crecimiento en el
ambiente y también regulan la fibrilogénesis (lozzo y Schaefer, 2015). Ademas, son moduladores
de los estados normales (homeostasis, reparacion del tejido y senescencia) y de las condiciones
fisiopatoldgicas (inflamacién, fibrosis, autofagia y cancer) (Diehl et al, 2021).

La asporina (ASPN) pertenece a la familia de proteinas con repeticiones ricas en leucina
(LRR) y regula la condrogénesis a través de la via de sefializacion del TGF-B. Esta proteina
también puede unirse al coladgeno y al calcio y puede inducir mineralizacion del colageno
(Kaliakatsos et al., 2006). Estudios previos, realizados en modelos murinos con remodelamiento
inducido por constriccion aortica transversa (TAC), han demostrado que la sobreexpresion de
ASPN se asocia con remodelamiento patoldgico inducido por sobrecarga (Wang et al., 2019,
Medzikovic et al., 2020). Sin embargo, en la CCC no se conoce aun el papel de la ASPN en el
desarrollo de la fibrosis intersticial. En nuestro estudio, la ASPN present6 niveles aumentados en
los pacientes con CCC frente al grupo con CNC y sanos confirmando lo observado por estudios
publicados hasta la fecha respecto a la asociacion entre los niveles aumentados de esta proteina y
el remodelamiento cardiaco.

Las coroninas pertenecen a la familia de proteinas de union a la actina y se caracterizan
porque regulan el citoesqueleto (Chan et al., 2011). CORO1A, coordina el desensamble del
filamento de actina, promoviendo el desdoblamiento de la fibra y facilitando que el complejo
cofilina- Arp2/3 inicie la disrupcion o despolimerizacion de mondmeros de actina. Si bien, parece

probable que la sobreproduccidn de esta proteina pueda contribuir al desensamble de los elementos
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contractiles y eventualmente provocar inestabilidad del miocardio. Sin embargo, como lo
mencionamos antes, estas proteinas también modulan el sistema inmune y actlan como
reguladores esenciales del balance entre sefiales de supervivencia y apoptosis en las células T
virgenes (Mueller et al., 2011). Asi la produccion aumentada de CORO1A podria estar modulando
la activacion de la respuesta inmune (Tokarz-Deptuta, et al., 2016)

A partir de las evidencias histologicas halladas en nuestro estudio en donde se observa una
amplia afectacion o pérdida de fibras miocardicas, aunado a los cambios detectados en el perfil
proteico a nivel de proteinas del citoesqueleto y matriz extracelular, podria pensarse que estos
cambios proteicos podrian estar implicados en la patogenia de la insuficiencia cardiaca con
fraccion de eyeccion reducida observada en la fase final de la CCC. En conclusion, el analisis

protedmico diferencial en el tejido miocardico de los pacientes con CCC frente a CNC y controles

sanos mostré sobreexpresion de diversas proteinas involucradas en procesos bioldgicos como:
organizacion del citoesqueleto, matriz extracelular y respuesta inmune. Nuestros datos proveen
nuevo conocimiento relacionado con los mecanismos moleculares subyacentes a la falla cardiaca
en pacientes con CCC, y permiten elucidar la dinamica de estos mecanismos, los cuales
contribuyen a la progresion de la falla cardiaca. Importante sefialar que los cambios en el perfil y
bioquimica de los componentes de la matriz extracelular podrian estar criticamente implicados en

la patogénesis de la falla cardiaca.

5.2. Analisis metabolémico

Actualmente, la falla cardiaca es considerada como un sindrome clinico complejo que

puede resultar como consecuencia de alteraciones estructurales o funcionales que conducen
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finalmente a la disfuncion del ventriculo para llenar y eyectar de las cavidades cardiacas, la sangre
atodo el organismo (Stanley et al., 2005). Evidencia reciente apoya el concepto de que alteraciones
en el metabolismo del cardiomiocito podrian contribuir a la disfuncion contractil y a la progresion

y remodelamiento caracteristico de la falla cardiaca (Sun et al., 2021).

5.2.1 Anélisis metabolomico diferencial en la comparacion CCC vs Sano

En la comparacion CCC vs controles sanos se identificaron de forma significativa un total
de 40 metabolitos. Estos metabolitos estuvieron relacionados con diferentes vias metabdlicas, de
las cuales las primeras cinco correspondieron a metabolismo de alanina, aspartato y glutamato,

ciclo de la urea, metabolismo de arginina y prolina, sintesis de carnitina y efecto Warburg. La

mayoria de los metabolitos se observaron disminuidos de forma significativa y estuvieron
relacionados con procesos de obtencion de energia como: glicolisis, ciclo del acido tricarboxilico,
via de las pentosas y fosforilacion oxidativa.

Aminoacidos como substratos metaboélicos, los aminoacidos cumplen un importante papel
en la fisiologia cardiaca actuando en el metabolismo energético, en procesos bioldgicos redox,
homeostasis del calcio y bajo condiciones de estrés prolongado o isquemia y como substratos
metabolicos. Algunos aminoacidos como el aspartato, glutamato, glutamina, asparagina y
aminoacidos de cadena ramificada (AACR) son usados preferencialmente como substratos
anaplerioticos en el ciclo de Krebs (Drake et al., 2012). Nuestro analisis metabolémico, encontrd
en el grupo CCC niveles disminuidos en la mayoria de los aminoacidos detectados, éstos fueron:
lisina, citrulina, metionina, l-alanina, glutamina, asparagina y arginina. En contraste, nuestro

andlisis detectd aumentado el aspartato (FC= 1.83 p=0,0007).
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Estos hallazgos evidencian baja disponibilidad de substratos y la incapacidad del
cardiomiocito, en esta fase tardia de la falla cardiaca de obtener energia a partir de la glicdlisis y
la oxidacion de la glucosa. En condiciones normales, el metabolismo de aminoacidos en el
miocardio produce una muy pequefia cantidad de ATP cardiaco, no obstante, en condiciones de
estres en el miocardio, los aminoacidos llegan a ser fuente importante de energia, asi como
substrato para la sintesis de moléculas de sefializacion y otras estructuras celulares. Los datos
obtenidos aqui sugieren que este aminoacido (aspartato), probablemente, esta siendo tomado del
ambiente y convertido a oxaloacetato (intermediario del ciclo Krebs) y asi luego podria ser
convertido en piruvato y consecuentemente estar siendo transportado hacia el higado para ser
introducido en la via de la gluconeogénesis.

Por su parte, el glutamato y la glutamina son reconocidos por su habilidad para convertirse
a a cetoglutarato el cual es un intermediario del ciclo de Krebs; en nuestro estudio se detectaron
niveles disminuidos de estos aminoacidos, lo cual soporta la idea de que el ciclo de Krebs no esta
siendo activado. Glutamina en particular, uno de los principales aminoacidos intracelulares en los
cardiomiocitos, juega un papel central en la biosintesis de nucledtidos y proteinas actuando como
un donador de nitrégeno y energia. La significancia biologica de los cambios en los niveles de
glutamato y glutamina son notables. La glutamina es un regulador clave de la homeostasis dado
que inhibe la degradacion de proteinas. Ademas, la glutamina es considerada un importante
nutriente biosintético y energético para los linfocitos T y B, actiia como el “combustible del sistema
inmune” (Wasinski et al., 2014), dado que una baja concentracion en sangre puede alterar la
funcidn de las células inmunes (Cruzat et al., 2018). Por lo tanto, una deficiencia en la glutamina
podria causar perturbaciones en los eventos tardios de la activacion de los linfocitos T,

particularmente, a nivel de la proliferacién y secrecion de citocinas (Ren et al., 2017). Méas aln, se
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ha demostrado que el glutamato actia como una molécula inmunomoduladora (Wu et al., 2019).
Nuestros datos muestran una disponibilidad limitada de glutamina celular, lo cual podria incidir
en el fenotipo de respuesta inmune basada en las células T, sin embargo, deben realizarse mas
estudios para validar esta hipotesis. Finalmente, la deplecion en la concentracion de AACR y sus
metabolitos no solo podrian contribuir en la patogénesis de la enfermedad, sino también tendrian
potencial como futuros biomarcadores para falla cardiaca. Nuevas aproximaciones terapéuticas
dirigidas para corregir la pérdida de la actividad catabdlica podrian ser probadas como estrategias
eficaces para detener la progresion de la FC (Nie et al., 2018).

Significancia de la sintesis de carnitina y fosfolipidos, un hallazgo interesante en este
estudio fue la disminucion observada en los niveles de diferentes_acil-carnitinas (orto-malonil I-
carnitina, hidroxi isovaleroil carnitina y tiglilcarnitina) asi como también en algunos acidos grasos
de cadena larga (AGCL). Sin embargo, se detecté mayor expresion de una Unica clase de acil-
carnitinas (metilmalonil-carnitina) en el grupo con CCC.

Las acil carnitinas, son las moléculas encargadas del transporte de AGCL a la mitocondria.
Una vez los AGCL son internalizados pueden ser utilizados como sustrato para la produccién de
energia mediante el proceso conocido como B-oxidacion de los &cidos grasos (B-OAG)
(Makrecka-Kuka et al., 2017). El transporte de AGCL desde el citosol hasta la mitocondria es
regulado por un sistema de transporte dependiente de las carnitinas e involucra la enzima carnitina
palmitoil transferasa-1 (CPT-1). La enzima CPT-1 es inhibida por malonil CoA y activada por la
presencia de acil-carnitina, de ahi que, los niveles aumentados de acil carnitinas favoreceran la
obtencion de energia (a partir de la oxidacién de los acidos grasos e incluso una mayor tasa de

sobrevivencia, tal como ha sido observado en los estudios con cardiomiocitos humanos y en
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modelos murinos de infeccion gastrointestinal causada por T. cruzi (Besikci et al., 2003; Van
Weeghel et al., 2018; Hossain et al., 2020).

Nuestros datos demuestran alteraciones en los niveles de diferentes tipos de carnitinas, la
mayoria se detectaron muy disminuidas, sin embargo, resulta interesante sefialar que un derivado
de las carnitinas, malonil carnitina, fue detectada estar aumentada. Lo anterior, podria explicarse
al menos en parte, a que este metabolito se acumula cuando hay alteracion especifica de la
oxidacion de los acidos grasos causada por la entrada alterada de ésteres de acilcarnitinas (Hoppel,
2003) por tanto, podria suponerse que los AGCL no pueden ser transportados eficazmente a la
matriz mitocondrial para su oxidacion y posterior utilizacion en el ciclo de Krebs y produccion de
cuerpos cetonicos.

Algunos estudios han mostrado que la alteracion en la B-OAG estad asociada con
cardiomiopatia (Guertl et al., 2000). Utilizando secciones de tejido cardiaco en modelos murinos
de infeccion por T. cruzi y mediante una aproximacién metabolémica se demostré una asociacion
entre disminucion de algunos miembros de la familia de carnitinas y desenlace fatal (McCall et
al., 2017). Ademas, ha sido demostrado que los acidos grasos de cadena larga y corta juegan un
papel diferencial en el metabolismo energético del musculo cardiaco, respuesta al stress y manejo
del dafio oxidativo (Chintapalli et al., 2016). De otra parte, la suplementacién con carnitina en
modelos murinos en fase aguda de la infeccion por T. cruzi, previno la mortalidad mediante la
mitigacion de las alteraciones metabolémicas inducidas por la infeccién (Hossain et al., 2020).

Cabe sefialar, que nuestros datos detectaron niveles reducidos de &cidos grasos insaturados
(Palmitoleico) y saturados (PC: 15:0/0:0) en el tejido cardiaco de pacientes con CCC. Estos

hallazgos coinciden con datos previos que muestran disminucion en la expresion de las enzimas
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miocardicas involucradas en la B-OAG en pacientes con falla cardiaca y que se sometieron a
trasplante cardiaco (Sack et al., 1996).

De otra parte, la - OAG cumple un importante papel en la regulacion de la respuesta de
las células T. Estudios recientes, confirman que B-OAG regula el balance entre las subpoblaciones
de células T efectoras pro-inflamatorias y células T reguladoras (Treg), y promueve el
mantenimiento de la subpoblacién de células T de memoria (O Neill et al., 2016). Las células Treg
presentan aumento en la B-OAG en relacién a las cels Thl, Th2 y Th17, ademas, promueve la
generacion de células Treg mientras inhiben la polarizacién de las células T efectoras (Michalek
et al., 2011). Es mas, estudios recientes mostraron que la estabilidad del linaje y funcion de las
Treg esta influenciada significativamente por las condiciones ambientales y la disponibilidad de
ciertos metabolitos, por tanto, nuestros datos podrian sugerir que los niveles disminuidos de AG,
su composicion y oxidacion podrian dar como resultado alteraciones de la funcion miocéardica y
en las funciones efectoras de las células inmunes, sin embargo, se requieren mas estudios para
comprobar esta hipotesis.

Significancia del glicolisis, es sabido que la falla cardiaca conduce a cambio en la
preferencia del sustrato desde los AG a glucosa (Lopaschuk et al., 2010). Por su parte, la glicolisis
se relaciona con la via de las pentosas, con el ciclo de Krebs y via biosintética de la hexosamina.
Nuestros resultados identificaron siete de nueve intermediarios de la via glucolitica, de los cuales
fructosa 6 fosfato y lactato se encontraron disminuidos significativamente en los pacientes con
CCC. Mientras 2 y 3- fosfoglicerato estuvieron aumentados. Otros metabolitos como glucosa y
piruvato se observaron ligeramente aumentados en el miocardio de pacientes con CCC. Estos datos
sugieren que la via glucolitica no esta operando de manera Optima. La glucosa provee una pequefia

pero significativa cantidad de ATP a traves de la fosforilacion en la via glucolitica. El piruvato
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producto final de la glicélisis puede ser reducido a lactato, transaminado a alanina, carboxilado a
oxaloacetato y mas importante oxidado a acetil CoA (Gray et al., 2014). Una escasa cantidad de

piruvato puede indicar disminucion a traves de la via glucolitica dando como resultado alteracion

en la transferencia de energia y por lo tanto alteracién en la funcion cardiaca. También, algunos

autores han reportado dificultades para controlar adecuadamente los niveles de metabolitos

derivados de la glucosa los cuales podrian estar implicados en la generacidn de especies reactivas

de oxigeno (Sarre et al., 2012). Nosotros hipotetizamos que los niveles disminuidos de los
intermediarios de la via glicdlitica podrian ser atribuidos a aumento en el eflujo metabdlico de
algunos intermediarios de la glicolisis hacia otras vias acopladas a ella tales como: la via de las
pentosas dado que la evidencia en la literatura (otras cardiomiopatias) sugiere que la presencia de
oxidantes induce el flujo de glucosa en la via de las pentosas dentro de segundos y que maultiples
ciclos de la molécula de carbon en PPP potencialmente amplifica la produccion de NADPH
(Vermaetal., 2017; Wang et al., 2022).

De otra parte, en los ultimos afios se ha alcanzado una comprensién mas holistica de la
dindmica entre el metabolismo cardiaco, la actividad funcional de cardiomiocitos y las células de
respuesta inmune. Actualmente, se conoce que las células inmunitarias (Cels T efectoras,
macrofagos) infiltradas en el tejido, experimentan cambios fenotipicos y funcionales en respuesta
a diversos estimulos y cambios en el microambiente como: disponibilidad de nutrientes, tension
de oxigeno, acidificacion y presencia de metabolitos. De hecho, a la habilidad de las celulas para
cambiar su metabolismo y alcanzar una adaptacion que le permita sobrevivir en su nuevo entorno

se ha denominado reprogramacion metabdlica (RM). La RM directamente controla la funcion de

las celulas T, y confiere a las células distintos fines funcionales. Estos cambios funcionales pueden

abarcar diversos procesos como: proliferacion, diferenciacion, y funciones efectoras. Cabe sefialar
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que estos cambios se realizan mediante la regulacién del equilibrio entre: la generacion y
utilizacion de energia, la catabolismo y biosintesis de macromoléculas, hemostasia redox,
ambiente epigenético, y transduccion de senales (O’Neill, 2016). Datos disponibles sugieren que
las Treg cambian su metabolismo dependiendo de las sefiales inmunes que reciben y de la
disponibilidad de substratos, por tanto, las Treg pueden ser susceptibles al microambiente, lo cual
es critico para su proliferacion, sobreexpresion de moléculas supresoras y migracion
(Priyadhasshini et al., 2018).

Estudios previos en pacientes con infeccion asintomatica por T. cruzi han encontrado
aumento en la frecuencia de las Treg en la sangre periférica, comparado con pacientes sintomaticos
con cardiomiopatia severa (Yang et al., 2016) sugiriendo que las subpoblaciones Treg podrian
estar involucradas en el control de las respuestas patoldgicas de las células T durante la CCC. En
particular, la glicdlisis y sus productos intermediarios podrian alterar la estabilidad y capacidad
supresora de la Treg dado que la disponibilidad de nutrientes podria modular la expresion de
FOXP3y perturbar la actividad de Treg supresoras (De Rosa et al., 2007), sin embargo, aln no es
claro el efecto de la RM de las Treg sobre la patogenesis de la CCC.

Ciclo de los acidos tricarboxilicos (ATC), en este estudio detectamos cinco intermediarios
del ciclo de los ATC, los cuales fueron: cis aconitato, acido succinico, malato, fumarato y 2
metilcitrato. Los cinco metabolitos se encontraron disminuidos de forma significativa en el grupo
con CCC. Estos datos concuerdan con un estudio realizado en modelo murino con cardiomiopatia
dilatada donde también se evidencio disminucién en la concentracion de los intermediarios del
ciclo de los ATC; asi como, en algunos tipos de carnitinas (West et al., 2016). Teniendo en cuenta
nuestros hallazgos, los cambios detectados sugieren una reducida actividad del ciclo de Krebs y

por ende, en los complejos de la cadena electrénica, lo cual podria contribuir a una capacidad
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reducida del cardiomiocito para la generacion de ATP llevando asi a una disminucion de la funcion
cardiaca.

Estrés oxidativo, estudios realizados en cardiomiocitos obtenidos de murinos con CCC han
mostrado aumento de aductos oxidativos, de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno
(RNS). Ademas, se observo disminucion en la fosforilacion oxidativa, como resultado de estrés
mitocondrial (Gupta et al., 2009). En el miocardio, uno de los principales antioxidantes es el
glutation (GSH), el cual puede interactuar directamente con especies reactivas de oxigeno o
nitrégeno (ROS/RNS) o como cofactor para varias enzimas en diferentes sistemas. El GSH es una
molécula Unica que participa en aspectos esenciales de la homeostasis celular, teniendo un rol
central en la defensa contra el dafio oxidativo. EI GSH es un tripéptido hidrosoluble formado por
los aminoéacidos: acido glutamico, cisteina y glicina que se encuentra presente en el citoplasma de
todas las células. En este estudio, se detectaron bajos niveles de 5-oxoprolina en el grupo de
pacientes con CCC. La deplecion de las reservas antioxidantes enddgenas podria resultar en una
elevada concentracion de ROS y contribuir al estrés oxidativo. Adicionalmente, el aumento del
estrés oxidativo puede alterar la liberacion de citocinas antiinflamatorias tales como IL-10, asi
como contribuir al desarrollo de procesos inflamatorios en el corazon (Cominacini et al., 2000).

Por otra parte, la via de la trans-sulfuracion merece especial mencion debido a que esta via
es particularmente activa en el cardiomiocito (Nandi et al., 2017), donde la homocisteina puede
ser sintetizada a partir de metionina y convertida a glutation (Mosharov et al, 2000). En este
trabajo, nosotros detectamos niveles disminuidos de forma significativa de N acetil N metionina,
metionina, betaina y vitamina B6 en el tejido de pacientes con CCC, lo cual sugiere una
desregulacion del sistema antioxidante, lo cual podria conducir a estrés oxidativo y alteracion en

la funcion cardiaca. Ademas, se ha sefialado que el ciclo de la homocisteina-metionina es un sensor
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metabolico y que su supresion determina la hipometilacién de histonas en enfermedades
autoinmunes y cardiovasculares (Shen et al., 2020).

Finalmente, esta comparacion demostro que en la fase avanzada de la CCC hay alteraciones
en algunas vias metabolicas y en la actividad de la cadena respiratoria (Figura 45). En general los
resultados muestran niveles disminuidos de la mayoria de los metabolitos detectados en el grupo
con CCC. Teniendo en cuenta que el metabolismo de los &cidos grasos, la glucosa y los
aminoacidos juegan un rol importante ya que estas vias modulan procesos celulares como
proliferacion, diferenciacion y respuestas inflamatorias en miocitos y componentes celulares del
miocardio no miociticos ( celulas respuesta inmune), podria suponerse que en el evento de
perturbaciones en la via de la oxidacion de los acidos grasos y en ausencia de aumento en la
oxidacion de la glucosa, otras vias metabodlicas llamadas compensadoras podrian ser activadas con
el fin de mantener el flujo a través del ciclo de Krebs para la sintesis de ATP, incluso hipotetizarse
que el aspartato esta siendo usado como un substrato glucogénico. Adicionalmente, el
remodelamiento del ciclo de Krebs podria generar cambios que alterarian el balance entre
activacion de la inflamacion versus resolucion de la misma. Asi mismo, los niveles disminuidos
observados en las moléculas antioxidantes podrian promover inflamacién en el tejido. Nuestros
hallazgos sugieren que este estatus metabolico caracterizado por disminucion en los substratos
energéticos y pérdida del balance pro y antiinflamatorio podria tener efecto profundo sobre el
fenotipo y funcion de las células T infiltrantes en el miocardio, ya que estas finalmente podrian
estar condicionando la lesion y por ende el fatal destino del estroma miocardico observado en la

fase final de la CCC.
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Figura 45.

Integracion de diferentes vias metabdlicas involucradas en la comparacion CCC vs sano.
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Nota. En rojo los metabolitos que se encontraron aumentados y en azul aquellos que fueron detectados disminuidos.

5.2.2 Analisis metabdlico CCC vs CNC

Nuestro andlisis metabolomico mostré que algunos metabolitos derivados del proceso
catabolico del triptéfano (TRYP) estuvieron desregulados. TRYP es el aminoacido esencial menos
abundante y es metabolizado a través de dos importantes vias (Figura 46). La primera, conocida
como la via de la serotonina (VS), se encarga de la conversion de triptofano a 5-hidroxitriptofano,
serotonina y melatonina. La segunda ruta corresponde a la via de la quinurenina (VQN). Una
via metabolica en la que el aminoacido esencial triptofano se metaboliza en el cofactor NAD+ a
lo largo de varios pasos enzimaticos. En estaviael TRYP es transformado en L-formil quinurenina

(L-FQ), quinurenina (QN), 3 hidroxi quinurenina (3HQN), 3- hidroxi &cido antranilico (3HAA) y
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acido quinolinico (AQ). Esta ultima via, es activada por la enzima indolamino 2,3 di oxigenasa
(IDO), la cual se localiza tanto en las células inmunitarias como en las células endoteliales (Wang
et al., 2014,). IDO es considerada como el paso limitante en la VQN, y es responsable de la
deplecion del triptofano. La IDO emerge como un regulador de diferentes condiciones patoldgicas,
entre estas el infarto de miocardio. IDO podria jugar un papel clave para regular la homeostasis
cardiaca (Melhem, et al., 2021). La expresion de IDO por parte de las células dendriticas es
regulada por la activacion del factor de transcripcion activado por un ligando, el receptor de
hidrocarburos de arilo (AHR), lo que lleva a la produccion de QN (Pallotta, et al., 2014).
Reportes previos, han relacionado la expresion aumentada de los metabolitos y enzimas de
la via de la quinurenina a diversas patologias, principalmente neuroldgicas y cardiovasculares
(Adams et al., 2012, Song et al., 2017_). Algunos metabolitos intermediarios de la VQN han sido
relacionados con importantes aspectos de la fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca, como
inflamacién, homeostasis energética, apoptosis y estrés oxidativo (Lund et al., 2020). En
particular, QN, 3HQN Y 3HAA son capaces de suprimir la proliferacién de las células, también,
han sido asociados con un efecto inmunosupresor en cancer mediado por la deplecion del TRYP
y apoptosis por acumulacion de catabolitos inmunosupresores tales como QN. Mas adn, se sabe
que la QN favorece el estrés oxidativo lo cual conlleva a la disfuncién y apoptosis de las células
endoteliales tanto in vivo como in vitro (Duran y San Martin, 2014). De otra parte, estudios en
modelos murinos, han mostrado que altos niveles de 3HAAA inducen apoptosis_en células Thly
en células T efectoras CD8" (Xu et al., 2008), bloguea la sefializacion del éxido nitrico en
macréfagos conduciendo a la expansion de las células inmunosupresoras y a la pérdida de las
celulas inmuno-competentes (Bostian y Eoff, 2016). En la infeccidn crénica por T. cruzi el perfil

de citoquinas se desplaza hacia las citoquinas Th1, como el IFN-y, y se suprimen las citoquinas
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Th2, como la IL-4 (Marin-Neto et al., 2007). Por tanto, IFN-y es liberado durante la respuesta

inmune mediada por células y es claro que niveles elevados de esta citocina inducirian una mayor

activaciéon de 1IDO y consecuentemente la formacion de algunos metabolitos derivados de la

quinurenina con actividad inmunomoduladora. En la comparacion CCC vs CNC, nuestros
resultados muestran niveles disminuidos de triptofanoamida (precursor del triptéfano) y 5-
hidroxitriptéfano (Fold change: -7.02 y -3.34 respectivamente),y aumentados de N formil
qguinurenina (precursor de la quinurenina) (Fold change: 4,47). Lo anterior evidencia que durante
la CCC el metabolismo del triptofano esta siendo direccionado a traves de la VQN y no a traves
de la serotonina. Estos resultados son concordantes con lo reportado por Gironesy colaboradores,
quienes usando modelos murinos infectados con T. cruzi encontraron alterados diferentes vias
metabolicas y/o sus metabolitos los cuales podrian estar siendo afectadas por la infeccion, entre
las vias estan: metabolismo de los nucledtidos, triptéfano, y fenilalanina (Girones et al., 2014). Asi
como también, son coincidentes con lo reportado por Hossainy col, los cuales utilizando modelos
murinos con infeccion aguda o cronica por T. cruzi detectaron de forma significativa en el intestino
grueso, niveles aumentados de fosfatidilcolina y quinureninas mientras que el triptofano se
encontré muy disminuido (Hossain et al., 2019).

En linea con lo anterior, se conoce que el aumento del catabolismo del triptéfano a QN a
través de la IDO se asocia con un desequilibrio en la funcion inmunitaria (Gaspar R et al., 2021).
La evidencia ha atribuido varias funciones inmunomoduladoras a los compuestos producidos en
la VQN, ademas, se sabe que estos metabolitos pueden ejercer efectos sobre la misma célula
productora de QN (accion cis) (Proietti et al., 2020) y sobre células distintas (accién trans) (Munn

et al., 2013), principalmente de forma dependiente de receptores.
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Uno de los receptores que es activado por la quinurenina es el receptor de arilhidrocarburos
(AhR), este receptor es expresado en ciertos subtipos de linfocitos T( LT virgenes, Thl7, Treg).
Ha sido demostrado que la activacion del receptor AhR por parte de la QN podria ser clave en la
diferenciacion de las células Th17 a Tregs. (Mezrich, JD et al., 2010). Ademas, se ha observado
que la activacion de la QN por parte de la AhR estimula la expresion de la enzima IDO1, que
genera QN al degradar el triptéfano, lo que representa un bucle de retroalimentacion positiva que
puede vincular la inflamacién con la produccién de ROS (Kaiser et al., 2020)

Otra molécula relacionada con la modulacion de la VQN es la molécula diana de
rapamicina en células de mamifero (mTOR). Este es un sensor de estrés metabolico e integrador
de sefiales ambientales (Perl, 2015). Ahora bien, si consideramos de manera conjunta la deplecion
del triptofano y el aumento de la QN, estos efectos inducen a la célula a un estrés metabdlico, el
cual es detectado por mTOR vy la cadena zeta del complejo TCR, lo que a su vez conduce a un
deterioro del metabolismo de las células T e induciria cambios en el fenotipo celular (Munn et al.,
2013). Es importante sefialar que en la fase inicial de la lesidn cardiaca las Tregs son beneficiosas
al suprimir las respuestas inflamatorias excesivas y promover la reparacion del tejido, sin embargo,
en la falla cardiaca cronica, los fenotipos y las funciones de las Tregs cambian, se transforman en
un tipo celular antiangiogénico y profibrotico.

Otros intermediarios 3HQN, y AQ ademas de la QN han sido asociados con inflamacién,
estrés oxidativo y disfuncion endotelial (Wang et al., 2017), Sin embargo, aln no se conoce
completamente, cuales serian los efectos de los intermediarios metabolismo del triptéfano sobre

la modulacién de la inflamacién en la CCC.
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Figura 46.

Modelo esquematico de las vias de degradacion del triptéfano.
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Nota. En la figura se sefialancon una flecha los metabolitos que se encontraron alterados en relacién con esta via
metabolica en la comparacion CCC vs CNC. Flecha color verde representa los metabolitos que se observaron
aumentados (N formil quinurenina, quinurenina y 3 hidroxiquinurenina). Flecha color azul indica concentracion

disminuida de 5 hidroxi triptéfano.

En este estudio, también encontramos niveles aumentados de 9,12,13 triHOME. Este
metabolito es derivado del &cido linoleico al ser metabolizado por el sistema citocromo P450.
9,10,13 triHOME es también conocido como oxilipina (lipidos oxigenados). Las oxilipinas han

sido asociadas con stress oxidativo e inflamacion. Algunos estudios indican que triHOME induce
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respuestas proinflamatorias incluyendo la generacion de citocinas inflamatorias tales como Il-1p e
IL-18 (Fuchs, 2020).) Teniendo en cuenta que la CCC se caracteriza por alteraciones en el balance
proinflamatorio vs antiinflamatorio, podria pensarse que niveles elevados de este metabolito
podria estar contribuyendo al perfil inflamatorio predominante en estos tejidos.

En general, la adaptacion metabdlica de las células inmunes esta fuertemente afectada
por el microambiente del sitio (fenotipo inflamatorio, disponibilidad de substrato energético, etc),
por lo tanto, cambios metabolicos en las células inmunes pueden contribuir a respuestas inmunes
disfuncionales. ElI miocardio bajo condiciones de estrés como las observadas durante la CCC,
conduce a la formacion de metabolitos inmunomoduladores las cuales afectaran las células de
respuesta inmune, proteinas de citoesqueleto y matriz extracelular, contribuyendo asi a la
patogénesis de la enfermedad. En cualquier caso, nuestros datos son interesantes si consideramos
gue una desregulacion del metabolismo del triptéfano en el miocardio a expensas de la sintesis de

serotonina parece estar involucrada en la progresion de la CCC.

5.3 Analisis integrado de proteinas y metabolitos diferenciales

5.3.1 Analisis integrado de proteinas y metabolitos diferenciales en la comparacion CCC vs CNC

5.3.1.1 Analisis de vias candnicas. Vias asociadas a transduccién de sefiales, el analisis
de vias canonicas de los metabolitos y proteinas expresados diferencialmente en la comparacion
CCC vs CNC, realizado en el software IPA, mostrd que cuatro de las diez primeras vias candnicas
detectadas de forma significativa estuvieron relacionadas con mecanismos de sefializacion

mediante GTPasas de la familia Rho, incluyendo las vias de sefializacion RhoA y RhoGDI
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(inhibidor de la disociacion GDP de Rho). Las GTPasas de la familia Rho son proteinas de union
al GDP/GTP, regulan la estructura del citoesqueleto, la protrusion celular y la migracion. RhoA
es una proteina esencial durante el desarrollo embrionario del corazon, su actividad la realiza
mediante la induccion de proliferacion y diferenciacion del cardiomiocito (Kaarbo et al., 2003).
En contraste, RhoGDI actia como regulador negativo de RhoA (Dirac-Svejstrup et al., 1997; Ota
et al., 2015). Estudios previos sugieren que la via de sefializacién RhoA contribuye al desarrollo
de las enfermedades cardiovasculares, incluyendo fibrosis, hipertrofia y subsecuente falla cardiaca
(Shimizu y Liao, 2016). Nuestro andlisis in silico detectd de forma significativa activacion de la
via de sefializacion (RhoA) (Score Z=>2), e inhibicién de la via de sefializacion RhoGDI (Score
Z=<2). Estos resultados estan en linea con resultados obtenidos en estudios previos, realizados en
modelos murinos donde la sobreexpresion de RhoA resulté en disfuncién atrioventricular con
dilatacion del ventriculo izquierdo y disminucion en la contractilidad (Sah et al., 1999). Mas aln,
un estudio reciente, en modelo murino de cardiomiopatia dilatada encontré que la inhibicién de
esta via (RhoA) limito el desarrollo de fibrosis miocardica (Wang et al., 2020). Por tanto, podria
pensarse que la desregulacion de esta via de sefializacion (Rho) probablemente sea critica en el
proceso fisiopatoldgico de la CCC.

Vias asociadas a mantenimiento celular, otro hallazgo del analisis de vias canonicas indico
que la via “biosintesis de las carnitinas” podria estar involucrada en la patogenia de la CCC. Este
hallazgo es consistente con un estudio previo, realizado en modelo murino de infeccioén con T.
cruzi el cual revelé cambios en la abundancia de la acilcarnitinas (Mac Call et al., 2017). La L-
carnitina regula la utilizacion de los &cidos grasos en el tejido cardiaco, por tanto, su deficiencia
suscita eventos metabdlicos que llevan a alteraciones en el metabolismo energético cardiaco. Por

otra parte, cabe sefialar que algunos investigadores han examinado el potencial benéfico del uso
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de la L-carnitina en el manejo de pacientes con cardiomiopatia dilatada (Weng et al., 2021; Sayed-
Ahmed et al., 2019) y en modelos murinos infectados con T.cruzi (Hossain et al., 2020)

Nuestros resultados evidencian alteraciones profundas en el metabolismo energético del
tejido cardiaco con CCC. Podria plantearse que como respuesta frente al desbalance en carnitinas
y AG, los cardiomiocitos activarian cambios en la expresion génica que permitiran compensar el
déficit energético. Estos nuevos mecanismos adaptivos con el tiempo podrian inducir numerosos
efectos deletéreos que van mas alla de las alteraciones en la produccién de energia y que incluyen:
aumento en la generacion de radicales libres, estimulacién de la apoptosis e induccién de la
disfuncion ventricular izquierda. Finalmente, todas estas alteraciones probablemente contribuiran
al remodelamiento patolégico del tejido.

Vias asociadas a ensamble, organizacién y migracién celular, nuestro analisis de vias
canonicas identifico de forma significativa cuatro vias asociadas a movilidad celular y
organizacion del citoesqueleto. Estas vias fueron: mecanismos de salida viral de las células del
hospedero, remodelamiento y sefializacion de las uniones epiteliales adherentes, y sefializacion de
la endocitosis mediada por caveolas y sefializacién del citoesqueleto de actina. Algunas de las
proteinas identificadas en nuestro estudio como sobreexpresadas (coactosina, actinas, miosinas,
coatomero y lamininas) y otras detectadas con tendencia a la baja o disminuidas (Proteina L1M)
estan involucradas en la movilidad, estructura, integridad, y sefializacién intercelular, asi como
también con trafico vesicular (Vafiadaki,2015). Estos resultados nos permiten suponer que los
mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes a la falla cardiaca chagasica afectan la arquitectura del
tejido, la transmisidn de sefiales mecanicas, la conformacion de los sistemas de membrana y la
organizacion de las miofibrillas y por tanto estos mecanismos tendran efectos deletéreos directos

sobre la generacion de fuerza de los cardiomiocitos. En linea con nuestros resultados se encuentran
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los estudios experimentales en los cuales se ha descrito el papel de las alteraciones del
citoesqueleto, especialmente de los microtibulos y la desmina, en la hipertrofia e insuficiencia
cardiaca (ICC) (Caporizzo al, 2020). Méas aun, hay reportes de alteraciones en la distrofina y
proteina LIM del musculo como posibles causas de la falla cardiaca (Hein, 2000).

Vias asociadas a respuesta inmune, por otra parte, partiendo del tipo y nimero de vias
canonicas detectadas en el andlisis, observamos que las vias asociadas con respuesta inmune son
determinantes durante la CCC. Nuestro analisis, encontrd tres vias canonicas asociadas a respuesta
inmune dentro de las veinte primeras, entre estas: interaccion entre las células dendriticas y
linfocitos naturales (NK), fagocitosis mediada por el FcyR, y desarrollo de linfocitos B. Estas
observaciones son consistentes con los resultados previos del analisis de interaccidn proteina-
proteina (STRING) y revelan la importancia de la inflamacion y la respuesta inmune como

mecanismos claves para el desarrollo de la CCC.

5.3.1.2 Andlisis de las principales funciones biol6gicas. Nuestro andlisis integrado en
IPA identifico las principales funciones bioldgicas afectadas a partir del conjunto de datos
expresados de forma diferencial y significativa en la comparacion CCC vs CNC y las mas
significativas fueron: circulacion de células inmunes, desarrollo del sistema hematoldgico,
desarrollo de piel y cabello, morfologia del tejido y desarrollo del tejido conectivo. Estos
resultados permiten establecer una conexion entre las alteraciones encontradas en los genes en la
fase tardia de la CCC con las caracteristicas histopatoldgicas de la enfermedad y sefialan que la
inflamacién, respuesta inmune y el remodelamiento del tejido son mecanismos criticos para el

desarrollo de la CCC.
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5.3.1.3 Analisis de las principales redes de interaccion molecular. El analisis de
interaccion muestra interacciones entre las moléculas del set de datos. Todas las redes fueron
clasificadas de acuerdo al valor obtenido. De las 3 redes identificadas, seleccionamos las dos
primeras dado que presentaron un puntaje mayor a 30.

La primera red involucrd 35 moléculas entre proteinas y metabolitos y esta red present6 un
puntaje de 46. Se pudo observar interconexion entre cerca de 10 proteinas (ACTG1, CORO1A,
ANXAL, COTL1, F-ACTIN, ACTB, TAGLNZ2, PPIB, LDB3, y LCP1) las cuales hacen parte
estructural del citoesqueleto. Las actinas B (ACTB), y (ACTG1) son proteinas altamente
conservadas y estan involucradas en la movilidad, estructura e integridad celular. Las anexinas
(ANXAL) juegan un papel importante en la respuesta inmune al regular la diferenciacion y
proliferacion de las células T activadas y la inflamacion, mientras la coactosina (COTLL1) se une a
los filamentos de actina y actGa como chaperona para la 5 lipooxigenasa. En conjunto, dichas
proteinas se encuentran involucradas en diferentes procesos bioldgicos asociados a ensamble y
organizacion del citoesqueleto, diferenciacion de células, regulacién de la polimerizacion del

filamento de actina y sintesis de leucotrienos. Por lo tanto, la desregulacion observada en nuestros

resultados del conjunto de estas proteinas sugiere que durante la CCC ocurren alteraciones del
citoesqueleto que pueden explicar el remodelado estructural observado en la lesion y la pérdida de
la funcion cardiaca asociada a la progresion de la enfermedad.

Otro nodo observado en la red No 1 es el conformado por HLADRB1, BST1, MZB1,
IGHM, IgG, IGG3, integrina. BST1 y MZB1, son proteinas que participan en la proliferacion de
las células B y la respuesta inmune humoral. La respuesta inflamatoria en el miocardio es un
aspecto importante de la patogénesis de la CCC (Reis et al., 1993). Se sabe que durante la infeccion

aguda T. cruzi infecta las células B humanas, sin embargo, el pardsito menoscaba la respuesta
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humoral mediante la induccion de apoptosis de células B inmaduras (Alves-Dos Santos et al.,
2020). Por otra parte, la respuesta humoral observada durante la infeccidn con T.cruzi evidencia
una activacion policlonal no especifica de las células B (Acevedo et al., 2018). Lo anterior podria
considerarse como dos estrategias del parasito para evadir la respuesta inmunitaria especifica del
hospedero. En nuestros resultados de interaccion detectamos un nodo que involucré a algunos
genes que codifican para la expansion de células B e inmunoglobulinas como sobreexpresados en
el grupo con la enfermedad. Lo cual nos podria indicar que la respuesta inmune adaptativa de tipo
humoral podria estar asociada a la patologia. Sin embargo, esta respuesta humoral no es exitosa en
el proceso de eliminacion del parasito. Cabe mencionar, que una de las hipotesis mas extendidas
para explicar la patogénesis de la enfermedad de Chagas es la existencia de mecanismos
inmunitarios autorreactivos desarrollados como consecuencia de la infeccién (Bonney et al.,
2015). En particular, se han encontrado evidencias de mimetismo molecular entre las moléculas
del huésped y del parasito, y se ha sugerido que esto puede llevar a la produccion de anticuerpos
autorreactivos con efectos deletéreos. Aungue es indiscutible que las respuestas autoinmunes estan
presentes en los pacientes con infeccion cronica por T. cruzi, sigue siendo controvertido si
desempefian un papel clave en su patogenia (Garcia -Bustos et al., 2021).

Decorina (DCN), fibromodulina (FBLNZ2) y lumican (LUM), pertenecen a la familia de los
proteoglicanos ricos en leucina (SLRP), los cuales se expresan en numerosos tejidos incluyendo
el corazdn y se encuentran dentro de la matriz extracelular. Ellos se unen al colageno fibrilar y
activan la fibrilogénesis (Christensen et al., 2019). En nuestro estudio, estas proteinas presentaron
sobreexpresion y en la red No 1 se observaron interconectadas entre si y con el colageno. La
expresion aumentada de estos genes demuestra su papel en el remodelamiento cardiaco. Este

resultado fue confirmado mediante el andlisis de LUM por western blot. Asi mismo, se ha



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 203

reportado que la sobrexpresion de FBLN2 esta asociada a enfermedad cardiaca (Argraves et al.,
2003). Estudios previos han implicado algunos proteoglicanos en la regulacion de la fibrosis. Los
proteoglicanos han surgido en las ultimas dos décadas como moléculas con importantes papeles
en la remodelacion de la matriz y la fibrosis en el corazon. Ademas, estudios recientes indican que
los proteoglicanos son prometedores como biomarcadores de diagndstico para la fibrosis cardiaca,
y que pueden proporcionar nuevas estrategias terapéuticas para las enfermedades cardiacas (Wang
etal., 2018).

Finalmente, nuestro analisis de interaccion en IPA detectd interconexion entre L-carnitina
y glutation peroxidasa. Diversos estudios han demostrado efecto antioxidante de la L-carnitina en
diferentes enfermedades, ya sea actuando como recolector (secuestrador) o mediante el incremento
de la actividad de las enzimas antioxidantes. De hecho, un estudio realizado en un modelo murino
de isquemia reperfusion (IR), encontr6 que la L-carnitina puede activar la via de sefializacion Nrf2
y reducir el estrés oxidativo y la apoptosis en cardiomiocitos (Zhao et al., 2020). Ademas, un
estudio reciente realizado en un modelo murino con infeccién por T. cruzi evidenci6 que algunos
miembros de la familia de carnitina y la fosfatidilcolina se relacionaron con severidad de la CCC
(MccCall et al., 2017). Adicionalmente, en modelos de falla cardiaca, los metabolitos L-carnitina y
acetil-L-carnitina mostraron asociacion con resultados adversos de la insuficiencia cardiaca aguda
(Israr et al., 2021). Sin embargo, se necesitan mas estudios para investigar el papel y las
implicaciones de los metabolitos de la carnitina en la patogenia de la CCC.

Finalmente, cabe sefialar que en la red No 1 la mayoria de las interconexiones surgidas
entre los componentes de la red convergieron en dos proteinas reguladoras: el complejo regulador

de la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) y la quinasa reguladora de sefiales extracelulares (ERK 1/2).
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Datos recientes sugieren la participacion de NFkB, ASK-1 y ERK1/2 en la sefializacion del
remodelamiento cardiaco (Santos et al., 2011).

De otra parte, la red de interaccion No 2 en IPA mostré conexion entre 29 proteinas y 3
metabolitos diferenciales en la comparacion CCC vs CNC. Estas interacciones intermoleculares
se relacionaron con respuesta celular al estrés oxidativo (SH3BGRL3, SOD1), procesos de
diferenciacion celular (HUWEL, S100A4), apoptosis (DAP) y procesos metabdlicos relacionados
con glucolisis (TKT), purinas (PAICS) y metabolismo del triptéfano (5-hidroxi-triptofano). En
esta red de interaccion, se detectd un nodo de moléculas asociado a estrés oxidativo, el cual se
caracterizo por la expresion muy disminuida de la enzima SOD. Este hallazgo es consistente con
lo reportado por Gupta et al., quienes utilizando modelos experimentales de enfermedad de chagas
en animales y humanos reportaron una disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes
glutation peroxidasa (GPx) y SOD (Gupta et al., 2009). Un estudio metabdlico previo, en el cual
utilizando muestras de tejido y plasma de modelos murinos de infeccion aguda por T. cruzi
encontraron desregulacion en la captura de glucosa, en la produccion de ROS y en el metabolismo
del triptofano (Girones et al., 2014).

El andlisis de interaccion en IPA revel6 5 potenciales reguladores (AKT, NFkB, VEGF,
ERK y P38). Estas moléculas, también son denominadas nodos debido al mayor numero de
interconexiones en la red. AKT es una proteina serina-treonina quinasa que regula cascadas de
sefializacion celular. La via PI3K-Akt-mTOR coordina la captacion y utilizacion de maultiples
nutrientes, como la glucosa, la glutamina, los nucleétidos y los lipidos y ha sido asociada con el
crecimiento y la proliferacion de las células cancerosas (Lien et al., 2016). Cabe sefalar, que la
hipertrofia cardiaca estd mediada por el sefialamiento de fosfatasas y quinasas de proteinas, como

las MAPK, las quinasas Janus (JAK) y la via PI3K/PDK/AKkt (Karlstaedt et al., 2018). Estos datos
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sugieren que las vias de sefializacion dependientes de AKT podrian estar implicadas en el
crecimiento cardiaco patoldgico y estan en linea con lo reportado por Chaanine AH et al., quienes
demostraron que la activacion a corto plazo de AKT promueve la hipertrofia fisioldgica y la
proteccion frente a la lesion miocéardica; en cambio, su activacion a largo plazo provoca hipertrofia
patoldgica e insuficiencia cardiaca (Chaanine et al., 2011).

Los miembros de la familia de la Jun N-terminal kinase (JNK) y de la p38 mitogen-
activated protein kinase (MAPK) funcionan de manera especifica para el contexto celular y el tipo
de célula para integrar las sefiales que afectan a la proliferacion, diferenciacion, supervivencia y
migracion (Wagner, 2009). La fosforilacion de P38 ha sido descrita en modelos in vitro de
infeccion por T. cruzi en fibroblastos cardiacos (Silva et al., 2019). Un estudio reciente mediante
un analisis bioinformatico del fosfoproteoma en un modelo de FC evidencia que P38 podria estar
implicado en la CCC (Wozniak et al., 2020).

Finalmente, ERK es un coactivador transcripcional y sus blancos son elementos del
citoesqueleto, receptores de membrana y proteinas de union. Dado que ERK es un mediador del
tamafo y forma del cardiomiocito, esta quinasa cumple un papel en la regulacién de la arquitectura
celular. En ese sentido, en condiciones de estrés cronico la activacion de ERK resulta en
remodelamiento hipertréfico (Gilbert et al., 2021) y se ha asociado con progresion hacia la
insuficiencia cardiaca (Gallo et al., 2019) Nuestros resultados son consistentes con lo evidenciado
por Petkova y col, quienes reportaron que la infeccion por T. cruzi conduce a la activacion de ERK
(fosforilacion) y endotelina -1 (Petkova et al., 2001). Sin embargo, el papel de la ERK en el
proceso hipertrofico es controvertido y no se ha comprendido del todo.

En general, el analisis integrativo detecto las vias de sefializacion PI3BK/AKT/mTOR, p38

y ERK como vias asociadas con la patologia. Estos resultados son consistentes con la literatura,
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dado que tras la activacion de estas vias se activan factores de transcripcién, que dan lugar a la

reprogramacion de la expresion génica cardiaca (Sugden y Clerk, 1998)

5.3.1.4 Analisis de los reguladores anteriores. En la comparacion CCC vs CNC, el
analisis de los reguladores anteriores en IPA sefial6 un estado de activacion para tres reguladores
(IL-5, IL-1B y CCR2) con alta puntuacion de confianza. Los reguladores detectados constituyen
un marco de referencia para aclarar la dinamica entre los componentes y mecanismos subyacentes
a las alteraciones patoldgicas de la CCC. El analisis muestra que los tres reguladores (IL-5, CCR2
e IL-1B) ejercen su accion moduladora a través de la interaccion con diferentes proteinas diana y
como resultado de esta accion promueven el movimiento de las células mieloides, de los fagocitos
y la proliferacion de células del sistema linfatico.

La IL-5 es producida principalmente por las células Th2 y mastocitos. Se sabe que esta
citocina induce la diferenciacion de linfocitos T y B, y que es una molécula esencial para
activacioén, proliferacion y sobrevivencia de los eosindfilos. Por otra parte, un hallazgo
caracteristico de las lesiones miocardicas durante la CCC es la presencia de abundante infiltrado
inflamatorio, constituido por varios tipos de células inflamatorias, incluyendo los eosinofilos.
Molina y col, mediante analisis inmunohistoquimico de lesiones (ventriculo izquierdo) de
pacientes con CCC establecieron una correlacion entre la presencia de eosindfilos y la severidad
de la miocarditis chagasica. Ademas, los mismos autores en un estudio posterior, identificaron
depdsitos de las principales proteinas cationicas de los granulos de los eosindfilos entre las fibras
miocardicas en las areas necroticas de los casos cronicos, indicando degranulacion y que estas
células se encontraban activadas (Molina y Kierszenbaum,1987). En nuestro analisis, la IL-5 fue

identificada como un regulador activado de proteinas involucradas en la formacion de la matriz
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extracelular. La IL-5 induce en el eosinofilo la secrecion de diversos factores como: TGF-j,
proteina basica mayor, enzimas hidroliticas y peroxidasas eosinofilicas, sin embargo, aln no se
conoce completamente la asociacion entre: infiltracion de eosindfilos y deposito de proteinas de
matriz extracelular. Un estudio realizado en un modelo experimental de fibrosis indicé claramente
que las citocinas producidas por las células Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) contribuyeron a la fibrosis en
algunos tejidos (Borthwick et al., 2013).Estudios previos realizados en modelos murinos han
establecido una relacion causal entre el aumento en la expresion de IL-4, con fibrosis y disfuncion
(Peng, et al., 2015). Nuestro ensayo de integracion sugiere que la IL-5 podria estar involucrada
en la regulacién del remodelamiento y fibrosis a traves de la degranulacion de eosinéfilos usando
vias dependientes de TGF-B para inducir fibrosis cardiaca.

Nuestro analisis también identific6 CCR2 e IL-1p como reguladores que fueron detectados
estar activos en la comparacion CCC vs CNC. El receptor CCR2 es expresado en los macrofagos
y la subpoblacion de macréfagos que expresa (CCR2*) se caracteriza por secretar altos niveles
del mediador proinflamatorio IL-1p en contraste, a los bajos niveles en la subpoblacion CCR2"
(Lafuse et al., 2020). Un estudio previo, realizado en macréfagos aislados de explantes cardiacos
de sujetos con falla cardiaca chagasica, mostro dos distintas subclases de macréfagos: CCR2 y
CCR2" (Sanmarco, 2018). Otro estudio, mostr6 asociacion entre la abundancia de macraéfagos
CCR2* y disfuncién sistélica ventricular izquierda y remodelamiento adverso en sujetos con falla
cardiaca (Bajpai et al., 2018). Cabe sefialar, que un estudio previo realizado en nuestro grupo de
investigacion encontro variantes en los genes 1l-18, CCR2 y CCR5, asociadas con severidad de la
CCC (Machuca et al, 2014). Por otra parte, reportes recientes informan sobre la importancia de la
activacion del inflamosoma NLRP3 como un importante mecanismo en la patogénesis de la

cardiomiopatia en humanos. EI NLRP3 cuando es activado (ROS), induce la activacion de la
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enzima proteolitica caspasa-1. La caspasa-1 a su vez, regula la conversién de citocinas pro-1L-13
a IL-1B, lo cual conduce a una respuesta inflamatoria (Tong, et al., 2020). La IL-1p es una citocina
inflamatoria asociada con peor pronostico en FC (Revuelta- Léopez et al., 2020). Ademas, este
mecanismo ha sido asociado a deterioro de varias enfermedades cardiovasculares tales como:
arritmias, infarto de miocardio y fibrosis cardiaca (Zhou et al., 2021) por lo tanto, podria
considerarse la IL-1B como un nuevo blanco para la prevencién y el tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares. En general, nuestros resultados sugieren que, tanto IL-5, IL-1p
como CCR2, serian moduladores de la respuesta inflamatoria, ademas de activar genes que juegan
un papel critico en la regulacion de la matriz extracelular (DCN, LUM, ASP y VIM) y produccion
de mediadores inflamatorios secundarios como quimiocinas y ciclooxigenasas inductoras de
prostaglandinas que sostienen la inflamacion de forma prolongada.

Propuesta de un modelo, con base en nuestros hallazgos nos permitimos plantear un
modelo integrador de los mecanismos moleculares subyacentes a falla cardiaca durante la CCC.
Este modelo involucra un conjunto de anomalias metabdlicas y no metabolicas que sefializan e
inciden en los componentes del estroma miocardico, en el estado de las células inmunitarias
(células T y macréfagos, entre otros) y por ende en el destino del tejido cardiaco. Sefiales
proinflamatorias derivadas del infiltrado inflamatorio podria promover la degradacion del
triptofano a través de la via de las quinureninas, ocasionando deplecion del triptéfano y un aumento
en algunos metabolitos intermediarios de esta via como la quinurenina. Este microambiente,
aunado al déficit de energia y al estrés oxidativo presente en el cardiomiocito en esta etapa de la
enfermedad resultaria en una reprogramacion metabdlica (RM) de las células inmunes como
mecanismo adaptativo para sostener su funcion. Esta RM se realizaria a traves de un proceso de

sefializacion metabolica bidireccional entre el cardiomiocito, células del estroma y las celulas
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inmunes. Esta adaptacion conlleva cambios en el fenotipo efector de las celulas inmunes y resulta
en disfuncion del balance inmune, lo cual, a su vez conduciria a perpetuar el proceso inflamatorio,
a activar aun mas los procesos de fibrosis y remodelamiento cardiaco (Figura 47).

Este estudio evidencia una situacion metabolica compleja en el miocardio chagasico,
determinada por la deficiencia de substratos energéticos y el desbalance en la respuesta inmune.
Asi mismo, los resultados apoyan la idea de una interaccién entre metabolismo e inmunidad, dado
que el metabolismo del cardiomiocito afecta al estado y destino de las células inmunitarias y
contribuye asi a la progresion y severidad de la CCC. Esta investigacion amplia nuestra
comprension de los mecanismos moleculares subyacentes a la falla cardiaca durante la CCC,
proporciona una comprensién integradora del inmunometabolismo que promete revelar nuevas
formas de regulacién bioldgica y representa una oportunidad para avanzar en la identificacion de

nuevos blancos para el desarrollo de tratamientos especificos para la enfermedad.
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Figura 47.

Modelo integrador de los mecanismos moleculares subyacentes al desarrollo de la CCC.
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Nota. La parte central de la figura corresponde al estroma miocérdico durante la fase tardia de la falla cardiaca

secundaria a CCC. EIl estroma patolégicamente alterado durante la CCC estd constituido por areas de tejido

miocardico aln conservadas y areas con fibrosis, células de respuesta inmune (Infiltrado inflamatorio) y células no

miocardicas (células del endotelio vascular y fibroblastos). El dafio o muerte del cardiomiocito producto del

desbalance en los substratos metabolicos y déficit de ATP, genera metabolitos y especies reactivas de oxigeno (ROS)

que activan al endotelio y a las células inmunes a producir citocinas proinflamatorias (INF-y). A su vez, esta citoquina

podria activar la enzima IDO que induciria el catabolismo del tript6fano a través de la via de las quinureninas. Los

niveles aumentados de quinurenina y el desbalance energético podrian inducir reprogramacién metabélica en las

células del infiltrado inflamatorio con el consecuente (Th17 a Treg) diferenciacion y activacion de nuevas funciones

efectoras que favorecerian la activacion de los fibroblastos, el deposito de fibrina y remodelamiento cardiaco.
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6. Conclusiones

Este es el primer estudio que usa una estrategia 6mica dual en miocardio humano con CCC
para evaluar las alteraciones protedmicas y metabolomicas. Los resultados de este estudio
evidenciaron alteraciones en los niveles de expresion de proteinas y metabolitos.

1. A nivel proteémico, las diferencias observadas en el miocardio con CCC frente a los
controles con o sin cardiomiopatia permitieron identificar sobreexpresion de algunos genes
candidatos: COTL1, LUM, CORO1A, ASPN y DCN. Adicionalmente, detectamos algunos
metabolitos claves involucrados en la patofisiologia de la enfermedad. Los metabolitos formil-
quinurenina, quinurenina, NAD y 9,12,13, trihome se encontraron aumentados, mientras, 5
hidroxi-triptofano, triptofanoamida y L- carnitina fueron detectados muy disminuidos en el grupo
CCC.

Los resultados obtenidos del andlisis integrado de los datos proteémicos y metabolémicos,
indico que el ambiente patofisiologico detras de la CCC comprende un espectro de alteraciones en
la respuesta inflamatoria e inmune, en la reorganizacién del citoesqueleto, asi como cambios en el
metabolismo energético y en el sistema antioxidante, resultantes en fibrosis, remodelamiento
adverso y disfuncién contréctil.

Los procesos moleculares subyacentes a la progresion de la FC involucran reacciones
inflamatorias e inmunoldgicas que incluyen, regulacién del citoesqueleto de actina y alteraciones
en la proliferacién y diferenciacion a través de la interaccion con proteinas de matriz extracelular.
Por lo tanto, nuestro analisis in silico sugiere que hay un alto grado de interconexion entre la

respuesta inflamatoria y fibrética.
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2. Nuestros resultados metabdlicos muestran una disminucion en la concentracion relativa
de la mayoria de los metabolitos detectados (acidos grasos, carnitinas, metabolitos del ciclo del
acido tricarboxilico, y del sistema antioxidante. La mayoria de los aminoacidos detectados con
excepcion del aspartato, se encontraron disminuidos, por lo que podriamos sugerir que durante la
falla cardiaca de un paciente con CCC hay alteraciones en los substratos energéticos del
cardiomiocito. Adicionalmente, se evidencio alteraciones en el metabolismo del triptofano a traves
de la via de las quinureninas. Este hallazgo representa la primera vez que el metabolismo de las
quinureninas ha sido relacionado como un mecanismo asociado a la severidad de la CCC.

3. De acuerdo con los niveles desregulados de los metabolitos detectados, podria sugerirse
que hay alteraciones en algunos procesos metabolicos como la B-oxidacion de los &cidos grasos y
el metabolismo de la glucosa (Glicolisis y oxidacion de la glucosa). Por lo tanto, basado en lo
anterior, podria plantearse que existe un déficit de energia durante la fase tardia de la falla cardiaca
en los pacientes con CCC.

4. Esta disminucion en los procesos metabdlicos como glicélisis y oxidacién de la glucosa
podrian conducir a esos cardiomiocitos a implementar nuevas vias como la gluconeogénesis lo
cual podria resultar en un desacoplamiento metabdlico que conduciria a un aumento en el lactato,
sodio y calcio lo cual podria conducir a alteraciones en la contractilidad, signos caracteristicos y
muy frecuentes en los pacientes con CCC.

5. En general, nuestros resultados sugieren que, tanto IL-5, IL-1B como CCR2, serian
moduladores de la respuesta inflamatoria en CCC, y constituyen un vinculo con la generacién de
fibrosis ya que pueden participar en la regulacion de la matriz extracelular y junto con la

desregulacion de la via de sefializacién (Rho) probablemente constituyen nuevos opciones
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terapéuticas para el desarrollo de tratamientos inmuno moduladores de los procesos
fisiopatoldgicos involucrados con la progresion hacia falla cardiaca.

6. Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten evidenciar que la fase tardia de la
falla cardiaca durante la CCC se acompafia de alteraciones en mecanismos proinflamatorios,
metabdlicos e inmunes, concomitante con un aumento del estreés oxidativo y procesos de muerte
celular.

Finalmente, este estudio ha evidenciado nuevos conocimientos sobre los posibles
mecanismos moleculares asociados con la progresion de la cardiomiopatia chagasica. Sin
embargo, se requiere una investigacion mas profunda de la conexion entre los mediadores

inflamatorios, la degradacion del triptéfano y la CCC.
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Apéndices
Apéndice A. Listado de estandares para metabolomica
Apéndice Al.
Peak . Detected Delta Expected Actual Adductl
NUM Compound Name Formula  Polarity m/z (PpM) RT RT He
1 Melatonin C13H16N202  + 233.12782 -2.71 4.7 439 14605654
2 Phenylhydrazine C6H8N2 + 109.07604  0.16 5.2 4.85 207554
3 Nicotinate C6H5NO2 + 124.0392  -0.85 6.6 7.36 5775970
4 Pyridoxine C8H11NO3 + 170.0809  -1.57 7.9 7.6 16862102
5  riboflavin C17H20N406  + 377.14484  -1.92 8.7 8 273342
6  Adenine C5H5N5 + 136.0614  -2.72 9.7 9.1 12315417
7 Creatinine C4H7N30 + 114.06588 -2.71 10 9.35 13615360
8  L-Phenylalanine COH11INO2 + 166.08601  -1.45 10.3 9.61 2807353
9  L-Leucine C6H13NO2 + 132.10197  0.52 109  10.12 1064938
10  4-Aminobenzoate C7H7NO2 + 138.05478  -1.27 116  10.96 241298
11  Inosine C10H12N405  + 269.0874  -2.39 109  10.39 458804
12 2-Phenylglycine C8HINO?2 + 152.07051  -0.62 7.8 7.57 4278420
13 Selenomethionine C5H11NO2Se  + 192.00868  -0.26 113 1063 7799
14 L-Methionine C5H11NO2S + 150.05827  -0.35 114 1073 1828408
15  Imidazole-4-acetate C5HB6N202 + 127.05006  -1.1 11 11.02 4069483
16  L-Tryptophan C11H12N202 + 205.09666  -2.39 11.6 10.9 1101550
17 NAceyl-D- C8H15NO6 + 22200673 22 116 1096 177321
glucosamine
18  Cytidine C9H13N305 + 24409229  -2.1 11.7 1118 599867
19  Guanine C5H5N50 + 152.0565  -1.2 121 11.63 456373
20  L-Valine C5H11INO2 + 118.08627  0.15 121 1143 795361
21 L-Proline C5HINO?2 + 116.0705  -0.88 123 11.63 4856877
gp  Sm-glycero-3- C8H20NO6P  + 25810968 -1.63 132 1241 9013790
Phosphocholine

23 L-Threonine C4HINO3 + 120.06564  0.97 13.3 12.8 175286
24 gf(;;i‘Hydey'L' C5HINO3 + 13206551 0.1 133 1274 1552365
25  N2-Acetyl-L-lysine C8H16N203 + 189.12344  0.39 136  12.83 3446143
26  D-Glucosamine C6H13NO5 + 180.08669 0.2 13.8 12.9 18432
27 L-Glutamine C5H10N203 + 147.0762  -1.47 136  13.07 1282309
28  Taurine C2H7NO3S + 126.0219  -0.35 135 1348 54322
29  L-Aspartate C4H7NO4 + 134.04451  -2.05 132 13.07 26613
30  L-Asparagine C4H8N203 + 133.0607  -0.52 138 1328 56673
31  beta-Alanine C3H7NO?2 + 90.05492  -0.34 139 1328 251797
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EIZB;L( Compound Name Formula  Polarity De:s;:zted (nglr:]a) Exrlf_f_ted Ag_l:_al Adgiﬂl
32 Glycine C2H5NO2 + 76.03932 0.22 14 13.59 6105
33 L-Serine C3H7NO3 + 106.04989  0.18 14.1 13.73 40450
34  Ethanolamine phosphate C2H8NO4P + 142.02631  -0.45 13.7 13.28 10652
35  L-Citrulline C6H13N303 + 176.10284  -0.7 14.1 1355 887346

meso-
36  2_6Diaminoheptanedioa C7H14N204 + 191.10268  0.22 15.2 14.63 77076

te
37  L-Lysine C6H14N202 + 147.11296  1.06 13.6 12.83 39450
38  Phenolsulfonphthalein  C19H1405S - 353.04965  2.08 4.9 5.7 1779369
39  Thymidine C10H14N205 - 241.08347 195 7 6.57 164854
40 MOPS C7H15N0O4S - 208.06546  2.68 6.4 7.07 717803
41  Deoxyuridine C9H12N205 - 227.06778 191 8.2 7.88 83059
42 pyrazinoate C5H4N202 - 123.0202 1.64 8.5 8.92 15729
43 (R)-3-Hydroxybutanoate C4H803 - 103.04026  1.87 8.7 9.24 46341
44 3" _5'-Cyclic AMP SlOH12N506 - 328.0462 2.93 9.1 9.15 7379
45 Uridine C9H12N206 - 243.06273  1.93 10 9.59 84491
46  D-glucose C6H1206 - 179.05629 1 134 13.67 2736
47  Orotate C5H4N204 - 155.0101 1.75 9.8 10.24 332646
48  Xanthine C5H4N402 - 151.02634  1.24 11 11.07 8296
49 3—.4_ C8H804 - 167.03519  1.23 12.1 12.48 6839

Dihydroxyphenylacetate
50 Phthalate C8H604 - 165.01935 0.1 12.4 12.79 840143
51  D-Gluconic acid C6H1207 - 195.05122  1.01 12.7 12.65 332839
52  UMP C9H13N209P - 323.02936  2.38 12.4 12.42 115983
53  L-Glutamate C5HI9NO4 - 146.04604  1.06 12.9 12.82 34015
54  Methylmalonate C4H604 - 117.01943  0.86 13 13.22 145219
55 CMP C9H14N308P - 322.04529  2.22 13.1 13.05 82960
56  (R)-2-Hydroxyglutarate C5H805 - 147.02998  0.59 13.1 13.33 313313
57  L-Cysteate C3H7NO5S - 167.99734  0.77 13.6 13.81 377288
58  D-ribose 5-phosphate  C5H1108P - 229.0121 0.97 13.4 13.36 24159
59  Malonate C3H404 - 103.00381  1.29 135 13.74 122287
60 D-Galacturonate C6H1007 - 193.03534  -0.19 14.1 14.02 42880
61  Fumarate C4H404 - 115.00365 -0.3 13.6 14.02 20677
62  D-glucose 6-phosphate C6H1309P - 259.02271  1.02 13 13.95 15256
63  D-Galactarate C6H1008 - 209.02995 -1.61 14 1451 40518
64  Phosphoenolpyruvate ~ C3H506P - 166.97514  0.27 14.3 1458 120261
65  cis-Aconitate C6H606 - 173.00897  -1.09 145 1496 157740
66  D-Erythrose C4H804 - 119.03515 1.4 11.6 10.98 3519
67  Maltose C12H22011 - 341.1098 2.54 14.3 13.64 4707
68  2-oxobutanoate C4H603 - 101.02458  1.63 6.1 6.6 94861
69  2-Methylcitrate C7H1007 - 205.0352 -0.85 14.3 1451 321319
70  3-Hydroxyphenylacetate CBH803 - 151.04036  1.93 8.3 9.21 28799
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Apéndice A2.
Eliar:]( Compound Name Formula  Polarity De:s;:zted (?)Iil:) Exrlf_f_ted Ag}lj_al Adg'iCtl
1 Melatonin CI3HI6N202  + 23312782 -2.71 47 439 14605654
2 Phenylhydrazine C6H8N2 +  109.07604 0.16 5.2 485 207554
3 Nicotinate C6H5NO2 + 1240392 -0.85 6.6 736 5775970
4 Pyridoxine C8H1INO3 + 1700809 -157 7.9 76 16862102
5 riboflavin C17H20N4O6  + 37714484 -192 87 8 273342
6  Adenine C5H5N5 + 1360614 -2.72 9.7 9.1 12315417
7  Creatinine C4H7N30 + 114.06588 -2.71 10 9.35 13615360
8  L-Phenylalanine C9H11INO2 + 166.08601 -1.45 10.3 9.61 2807353
9 L-Leucine C6H13NO2 + 13210197 052 109 1012 1064938
10  4-Aminobenzoate CTH7NO2 + 13805478 -127 116 1096 241298
11 Inosine CLOHI2N4O5  +  269.0874 -239 109 1039 458804
12 2-Phenylglycine C8HINO2 + 15207051 -0.62 7.8 757 4278420
13 Selenomethionine CSH1INO2Se  +  192.00868 -026 113 1063 7799
14 L-Methionine C5H11NO2S + 15005827 -0.35 114 1073 1828408
15 Imidazole-4-acetate ~ C5HEN202 +  127.05006 -1.1 11 11.02 4069483
16  L-Tryptophan C11H12N202 + 205.09666 -2.39 11.6 10.9 1101550
17 N-Acetyl-D-glucosamine C8H15NO6 + 22200673 -22 116 1096 177321
18  Cytidine COH13N305 + 24400229 -21 117 1118 599867
19 Guanine C5H5N50 + 1520565 -12 121 1163 456373
20 L-Valine C5H11INO2 + 11808627 015 121 1143 795361
21 L-Proline C5HINO2 + 1160705 -0.88 123  11.63 4856877
gp  Sh-glycero-3- C8H20NOGP + 25810068 -163 132 1241 9013790
Phosphocholine
23 L-Threonine C4HINO3 + 12006564 097 133 128 175286
24 gfc;?;‘i'Hydroxy'L' C5HINO3 + 13206551 -0 133 1274 1552365
25 N2-Acetyl-L-lysine C8H16N203 +  180.12344 039 136  12.83 3446143
26  D-Glucosamine C6H13NO5 + 180.08669 0.2 13.8 12.9 18432
27 L-Glutamine C5H10N203 + 1470762 -147 136 1307 1282309
28 Taurine C2H7NO3S + 1260219 -0.35 135 1348 54322
29 L-Aspartate C4H7NO4 + 13404451 -205 132 1307 26613
30  L-Asparagine C4H8N203 + 1330607 -052 138 1328 56673
31  beta-Alanine C3H7NO2 + 9005492 -0.34 139 1328 251797
32 Glycine C2H5NO2 + 7603932 0.22 14 1359 6105
33 L-Serine C3H7NO3 + 10604989 018 141 1373 40450
34  Ethanolamine phosphate C2H8NO4P + 142.02631 -0.45 13.7 13.28 10652
35  L-Citrulline C6H13N303 + 17610284 -0.7 141 1355 887346
g6 Meso-2.6- . C7H14N204 + 10110268 022 152 1463 77076
Diaminoheptanedioate
37  L-Lysine C6H14N202 + 14711296 106 136 1283 39450
38  L-Arginine C6H14N402 + 17511801 -0.23 223 2091 253897
39  Phenolsulfonphthalein ~ C19H1405S . 353.04965 2.08 4.9 57 1779369
40  Thymidine CLOH14N205 -  241.08347 1.95 7 6.57 164854
41 MOPS C7H15NO4S . 208.06546 2.68 6.4 707 717803
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Peak Compound Name Formula  Polarity Detected Delta Expected Actual Adductl

Num m/z (ppm) RT RT H+

42 Pyruvate C3H403 - 87.00889 1.39 7.2 8.4 31429

43 Deoxyuridine C9H12N205 - 227.06778 191 8.2 7.88 83059

44 4-Coumarate C9H803 - 163.04036 1.79 7.2 8.33 346056

45  pyrazinoate C5H4N202 - 123.0202 1.64 8.5 8.92 15729

46  (R)-3-Hydroxybutanoate C4H803 - 103.04026 1.87 8.7 9.24 46341

47  3'_5'-Cyclic AMP C10H12N506P - 328.0462 293 9.1 9.15 7379

48  Uridine C9H12N206 - 243.06273 1.93 10 9.59 84491

49  D-glucose C6H1206 - 179.05629 1 13.4 13.67 2736

50 Orotate C5H4N204 - 155.0101 1.75 9.8 10.24 332646

51  Xanthine C5H4N402 - 151.02634 1.24 11 11.07 8296

52 3—.4_ C8H804 - 167.03519 1.23 12.1 12.48 6839

Dihydroxyphenylacetate

53  Phthalate C8H604 - 165.01935 0.1 12.4 12.79 840143
54  D-Gluconic acid C6H1207 - 195.05122 1.01 12.7 12.65 332839
55 UMP C9H13N209P - 323.02936 2.38 12.4 12.42 115983
56 L-Glutamate C5HINO4 - 146.04604 1.06 12.9 12.82 34015
57  Methylmalonate C4H604 - 117.01943 0.86 13 13.22 145219
58 CMP C9H14N308P - 322.04529 222 13.1 13.05 82960
59 (R)-2-Hydroxyglutarate C5H805 - 147.02998 0.59 13.1 13.33 313313
60 L-Cysteate C3H7NO5S - 167.99734 0.77 13.6 13.81 377288
61 D-ribose 5-phosphate C5H1108P - 229.0121 0.97 134 13.36 24159
62 Malonate C3H404 - 103.00381 1.29 135 13.74 122287
63 D-Galacturonate C6H1007 - 193.03534 -0.19 14.1 14.02 42880
64  Fumarate C4H404 - 115.00365 -0.3 13.6 14.02 20677
65 D-glucose 6-phosphate  C6H1309P - 259.02271 1.02 13 13.95 15256
66 D-Galactarate C6H1008 - 209.02995 -1.61 14 1451 40518
67  Phosphoenolpyruvate C3H506P - 166.97514 0.27 14.3 14.58 120261
68 cis-Aconitate C6H606 - 173.00897 -1.09 145 14.96 157740
69 D-Erythrose C4HB804 - 119.03515 14 11.6 10.98 3519

70  Maltose C12H22011 - 341.1098 2.54 14.3 13.64 4707

71  2-oxobutanoate C4H603 - 101.02458 1.63 6.1 6.6 94861
72 2-Methylcitrate C7H1007 - 205.0352 -0.85 14.3 14.51 321319
73 3-Hydroxyphenylacetate C8H803 - 151.04036 1.93 8.3 9.21 28799

Apendice A3.

Elﬁ:j Compound Name Formula Polarity Derts;:zted (I[D)?)Irﬁl) EerJ?e_Itzted AgflJ_al Ad:_j'LiCtl
1  Thiopurine S-methylether C6H6N4S +  167.03848 -0.66 6.39 5.94 3994723
2 Nicotinamide C6H6N20 + 123.05518 -0.86 9.4 9.11 17748
3 Pyridoxal C8HINO3 +  168.06546 -0.35 14.32 13.41 2840
4 6-Methylaminopurine C6H7N5 + 150.07729 -0.91 13.14 12.64 2579
5  Picolinic acid C6H5NO2 +  124.03922 -0.72 8.03 8.63 552002
6  thymine C5H6N202 + 127.05021 0.04 7.18 7.04 176831
7 Hypoxanthine C5H4N40 +  137.04572 -0.53 9.4 9.84 694656
8 Betaine C5H11NO2 + 118.08602 -1.98 13.39 12.61 4452
9  cytosine C4H5N30 +  112.05049 -0.42 15.42 14.66 2055
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Peak Compound Name Formula Polarity Detected Delta Expected Actual Adductl
Num m/z (ppm) RT RT H+
10 L-isoleucine C6H13NO2 + 132.10179 -0.86 12.58 12.49 4917
11 Ala-Gly C5H10N203 +  147.07625 -1.16 9.69 10.16 162592
12 Guanosine C10H13N505 +  284.09821 -2.6 11.13 11.56 12617
13 1-Aminocyclopropane- 10N, + 10205492 -0.38 1459 139 1367
1carboxylate
14 AMP C10H14N507P +  348.06958 -2.24 12.56 11.86 393271
15 NAD+ C21H27N7014P2 +  664.11548 -1.38 11.41 11.92 46419
16  Phenol C6H60 + 95.04906 -0.81 571 5.77 2012
17  L-2-Aminoadipate C6H11NO4 + 162.0761 0.07 13.79 12.83 355023
18 Taurocholate C26H45N0O7S - 514.28442 0.05 4.83 4.26 1596909
19 Phenylacetylglycine C10H11NO3 - 192.06676 0.73 5.94 5.73 4660581
20 Phenylpyruvate C9H803 - 163.04025 1.14 5.72 5.57 1528
21  succinate semialdehyde C4H603 - 101.0245 0.8 6.4 6.26 4794
22 3-(a- C9H804 - 179.03506 0.46 5.79 6.69 53061
Hydroxyphenyl)pyruvate

23 FMN C17H21N409P - 45509833 2.17 9.52 10.34 107234
24  L-Gulono-1_4-lactone  C6H1006 - 177.04059 0.72 9.35 8.4 1242
25 dIMP C10H13N4O7P - 331.04575 2.3 11.37 12.32 69755
26  sn-Glycerol 3-phosphate  C3H906P - 171.00676 2.12 12.08 12.82 49242
27  sucrose C12H22011 - 341.1095 1.65 12.34 13.08 122554
28 Mesaconate C5H604 - 129.01945 0.95 6.11 5.63 34952
29  2-Oxoglutarate C5H605 - 145.0143 0.35 7.15 7.72 190231
30 (S)-Malate C4H605 - 133.0143 0.38 14.43 13.81 308325
31 3-Phospho-D-glycerate C3H707P - 184.98576 0.55 14.68 14.09 11416
32 (R)-Lactate C3H603 - 89.02455 151 9.28 9.61 45571

Apéndice A4.

Ziar:]( Compound Name Formula Polarity De:sf;ed (?)EIT% Exp;e_tl:_ted Ag_Lll_al Adglftl
1  Thiopurine S-methylether ~ C6HBEN4S + 167.03848 -0.66 6.39 5.94 3994723
2 5-Methylthioadenosine C11H15N503S +  298.09631 -1.75 10.47 8.03 12521
3 Nicotinamide C6H6N20 +  123.05518 -0.86 9.4 6.57 10620987
4 Pyridoxal C8HINO3 + 168.0658 1.64 1432 1143 15081
5  6-Methylaminopurine C6H7N5 + 150.07719 -1.52 13.14  10.29 20760
6  Deoxyadenosine C10H13N503 +  252.10873 -1.51 11.77 9.25 63707
7  Pantothenate C9H17NO5 +  220.11763 -1.45 7.02 8.54 4523750
8  Picolinic acid C6H5NO2 +  124.03922 -0.72 8.03 8.63 552002
9  thymine C5H6N202 + 127.05021 0.04 7.18 7.04 176831
10 Adenosine C10H13N504 +  268.10327 -2.83 12.09 10.22 2647
11 Hypoxanthine C5H4N40 +  137.04572 -0.53 9.4 9.84 694656
12 5-Oxoproline C5H7NO3 + 130.04977 -0.73 7.65 10.16 2759800
13 HEPES C8H18N204S +  239.10573 -1.15 7.19 10.07 4101776
14 L-Kynurenine C10H12N203 +  209.09193 -0.64 11.96  10.13 760547
15 Betaine C5H11NO2 + 118.08598 -2.3 1339  10.45 17240884
16 cytosine C4H5N30 + 112.05032 -1.92 1542 1258 260327
17 FAD C27H33N9015P2 +  786.16211 -2.93 9.3 10.45 199426
18 L-isoleucine C6H13NO2 + 13210185 -0.4 1258 10.86 2287879
19  Methylcysteine C4HINO2S + 136.04243 -1.77 12.83 10.96 183055
20 Ala-Gly C5H10N203 +  147.07634 -0.54 9.69 11.2 334526
21 Guanosine C10H13N505 +  284.09821 -2.6 11.13 1156 12617
22  dAMP C10H14N506P + 33207498 -14 1325 11.26 1143736
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Peak Compound Name Formula Polarity Detected Delta Expected Actual Adductl
Num m/z (ppm) RT RT H+
03 L-Aminocyclopropane-1- 17000 + 10205479 -1.65 1459 11.59 178416
carboxylate
24 L-Carnitine C7H15NO3 + 162.11238 -0.55 15.25 13.1 3412
25 L-Tyrosine CI9H11INO3 + 182.08118 0.04 1325 11.92 164446
26 4 . C7H15NO2 +  146.11754 -0.12 14.94 13.1 30626
Trimethylammoniobutanoate
27  AMP C10H14N507P +  348.06958 -2.24 1256 11.86 393271
28 NAD+ C21H27N7014P2 +  664.11548 -1.38 1141 11.92 46419
29 Glycylglycine C4H8N203 +  133.06059 -1.32 9.91 12.4 56084
30 Phenol C6H60 + 95.04909 -0.57 5.71 3.89 8712
31 L-Alanine C3H7NO2 + 90.05505 11 14.44 12.9 97998
32 Choline phosphate C5H14NO4P + 184.07329 -0.18 17 1459 5710
33 dCMP CI9H14N30O7P +  308.06366 -1.8 1436  12.67 18392
34 L-2-Aminoadipate C6H11NO4 + 162.0761  0.07 13.79 12.83 355023
35 L-homoserine C4HINO3 + 120.06552 0.01 14.42  13.07 639567
36  N-Acetylornithine C7H14N203 +  175.10757 -0.82 15.62  12.93 1600615
37 4-Aminobutanoate C4HINO2 + 104.07043 -1.71 15.25 132 736224
38 L-Cystathionine C7H14N204S +  223.07434 -1.63 16.7 14 18038
39 Choline C5H13NO + 104.10681 -1.72 15.44 1249 67522
40  L-Ornithine C5H12N202 + 133.09706 -0.7 20.2 18.27 51609
41  Taurocholate C26H45NO7S - 514.28442 0.05 4.83 426 1596909
42  Lipoate C8H1402S2 - 205.03647 1.09 5.55 436 382174
43  Phenylacetylglycine C10H11NO3 - 192.06676  0.73 5.94 5.73 4660581
44 Phenylpyruvate C9H803 - 163.04021 0.86 5.72 457 179700
45  succinate semialdehyde C4H603 - 101.02442 0.04 6.4 447 20632
46  N-Acetylglutamine C7H12N204 - 187.07248 0.26 8.74 10.15 542738
47 3-(4- C9H804 - 179.03506 0.46 5.79 6.69 53061
Hydroxyphenyl)pyruvate
48 FMN C17H21N409P - 45509833 217 9.52 10.34 107234
49  L-Gulono-1_4-lactone C6H1006 - 177.04068 1.24 9.35 12.14 87749
50 Orotidine C10H12N208 - 287.05234 0.87 9.83 11.61 225929
51  N-Acetylneuraminate C11H19NO9 - 308.09918 1.55 1418 11.97 111201
52 dUMP C9H13N208P - 307.03415 154 10.63  12.04 126375
53 allantoin C4H6N403 - 157.03676  0.29 1157 13.12 10307
54 dIMP C10H13N4O7P - 331.04575 2.53 11.37 12.32 69755
55 sn-Glycerol 3-phosphate C3H906P - 171.00676 2.12 12.08  12.82 49242
56  sucrose C12H22011 - 341.1095 1.65 12.34  13.08 122554
57 Mesaconate C5H604 - 129.01945 0.95 6.11 5.63 34952
58 2-Oxoglutarate C5H605 - 145.0143  0.35 7.15 7.72 190231
59 GMP C10H14N508P - 362.05167 261 12.16  13.29 53358
60 (S)-Malate C4H605 - 133.0143 0.38 1443  13.81 308325
61 3-Phospho-D-glycerate C3H707P - 184.98576  0.55 14.68  14.09 11416
62 GDP C10H15N5011P2 - 442.01816 2.5 12.09 1454 40456
63 CTP CI9H16N3014P3 - 48197809 1.77 11.84 1464 20448
64 (R)-Lactate C3H603 - 89.02455 151 9.28 9.61 45571
Apéndice Ab.
E?ﬁ:]( Compound Name Formula  Polarity Dertre]z;:zted (?)E)Irﬁl) EXF:.IC_tEd Ag_llj_al Ad:_jllicu
1  lipoamide C8H15N0OS2 + 206.06648 -1.45 8.16 8.16 4380
2 Isonicotinic acid C6H5NO2 + 124.0392  -0.85 9.04 9.76 58773
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Peak Compound Name Formula  Polarity Detected Delta Expected Actual Adductl

Num m/z (ppm) RT RT H+
3 O-Acetylcarnitine C9H17NO4 + 204.12283 -0.99 13.63 14.34 1461
4 L-Homocysteine C4HINO2S + 136.04256 -0.87 12.68 13.54 46672
5  5-Aminolevulinate C5HINO3 + 132.06548 -0.33  15.85 14.9 3697
6  glutathione C10H17N306S  + 308.09039 -2.24 1251 13.37 44760
7 Acetylcholine C7H15NO2 + 146.11729 -1.79 1444 1459 10252627
8 L-Cystine C6H12N204S2  + 241.03072 -1.7 11.76  11.38 2345
9  Homocystine C8H16N204S2  + 269.0618 -2.33 12.68 1354 45671
10  Mercaptoethanol C2H60S + 79.02124  0.36 8.45 8.73 324477
11 Benzoate C7H602 - 121.02918 -2.65 5.7 6.1 1474828
12 D-Glucono-1_4-lactone C6H1006 - 177.0405 0.2 8.39 8.18 26674
13  Acetoacetate C4H603 - 101.0244 -0.18 1142 1228 5213
14 D-Fructose C6H1206 - 179.05634 1.25 1142  12.28 13927
15 Orthophosphate H304P - 96.96952 -1.01  13.67 13.46 432896
16  D-Fructose 6-phosphate C6H1309P - 259.02237 -0.28 1248 1339 429049
17  pyrophosphate H407P2 - 176.93585 -0.55 13.67 1349 126201

Apéndice A6.

Eﬁ;lq( Compound Name Formula Polarity Dertslczted (ngllfr?) Exp:_?ted Ag_l;al Adgllicu
1  lipoamide C8H15N0OS2 + 206.06628 -2.42 8.16 6.24 28596
2 2-Aminobutan-4-olide C4H7NO2 + 102.05485 -1.05 16.42 1375 1936
3 Isonicotinic acid C6H5NO2 + 124.03896 -2.82 9.04 7.6 13805807
4 O-Acetylcarnitine C9H17NO4 + 204.12297 -0.31 1363 11.21 1138460
5 L-Homocysteine C4HINO2S + 136.04256 -0.87 12.68 13.54 46672
6  5-Aminolevulinate C5HINO3 + 132.0654 -0.91 1585 13.34 10369
7 g;gt‘;‘i“r?éL'G'“tamy"'—' C8H14N205S + 25106023 -155 1026 1239 265422
8  glutathione C10H17N306S + 308.09039 -2.24 1251 13.37 44760
9  Acetylcholine C7H15NO2 + 146.11729 -1.79 14.44 1459 10252627
10 L-Cystine C6H12N204S2 + 241.03067 -1.89 1176 13.58 48745
11 Homocystine C8H16N204S2 + 269.0618 -2.33 12.68 1354 45671
12 S-glutathionyl-L-cysteine ~ C13H22N408S2 +  427.09399 -2.78 1156 1375 6354
13 Mercaptoethanol C2H60S + 79.02111 -1.29 8.45 6.45 60915253
14  Glutathione disulfide C20H32N601252  + 613.15784 -2.29 1147 13.82 293345
15 Bis-gamma-glutamylcystine C16H26N4010S2 + 499.1156 -1.42 1129 1413 52539
16 Benzoate C7H602 - 121.02918 -2.65 5.7 6.1 1474828
17  D-Glucono-1_4-lactone C6H1006 - 177.0405 0.2 8.39 8.18 26674
18 Acetoacetate C4H603 - 101.02444 0.19 11.42 8.62 8007
19  D-Fructose C6H1206 - 179.05634 1.25 1142 1228 13927
20 Orthophosphate H304P - 96.96952 -1.01  13.67 13.46 432896
21  Itaconate C5H604 - 129.01936 0.24 6.42 8.18 86410
22 D-Fructose 6-phosphate C6H1309P - 259.02237 -0.28 1248 13.39 429049
23 2-phospho-D-glycerate C3H707P - 184.98552 -0.77 1239 1391 427577
24 pyrophosphate H407P2 - 176.93585 -0.55 13.67 1349 126201
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Apéndice B. Analisis histopatologico de los tejidos de miocardio

Apéndice B1. Distribucion de la abundancia del infiltrado inflamatorio en tejido cardiaco de

pacientes con CCC

RA LA RV w Septum
*k *k
*k
754
* *%
*
£ 5
<
% I ccc
g B nce
2
o
25- l J
o J
T T T T T T T T T T
Diffuse Infiltrate Focal Infiltrate Diffuse Focal Diffuse Focal Infiltrate Diffuse Infiltrate Focal Diffuse Focal

Nota: Comparacion del infiltrado inflamatorio (focal y difuso) en el tejido cardiaco de pacientes con CCC y CNC.
Significancia estadistica * P <0.05; ** p <0.01; *** p< 0.001. Abreviaciones: RA: auricula derecha; LA: auricula

izquierda; RV: ventriculo derecho; LV: ventriculo izquierdo.
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Apéndice B2. Distribucion de fibrosis, hipertrofia y elongacion entre los grupos CCCy CNC

A) Interstitial Fibrosis

LA Lv RA RV Septum
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B) Perivascular Fibrosis
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C) Necrosis
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D) Collagen Deposits
Septum

N . . . . '
) . I
50+
T T
CCC NCC

E) Elnngation Hypertrophy
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Apéndice C. Tabla con el analisis Gene Ontology en la comparacion CCC vs sano.

Proceso biologico (GO)
Identifif:acidn Descripciondela via Namero de d::i:lcalr?:i:;:‘:o
dela via (ID) genes (FOR)
GO: 0018146 Proceso biosintético keratan sulfato 5 1.35e-07
G0:0030199 Organizacién colageno fibrilar 3 0.00365
G0:0031581 Ensamble hemidesmosoma 2 0.0325
GO:0043436 Procesos metabdlicos oxoacidos 6 0.0227
GO: 00031581 Proceso catabdlico keratan sulfato 2 0.0325
Funcion molecular (GO)
GO:0005198 Actividad de molécula estructural 8 5.74e-06
GO:0005201 Constituyente matriz estructural 4 0.000238
extracelular
G0:0003945 Actividad N acetyllactosamina 2 0.00413
sintasa
G0:0003831 Actividad 3-N acetyl glucosamina 2 0.00515
glucopéptido
Componente celular (GO)
GO: 0044421 Parte de la region extracelular 13 1.13e-05
G0:0005576 Regién extracelular 13 3.19e-05
G0:0031012 Matriz extracelular 6 3.196e-05
GO: 0070062 Exosoma extracelular 12 6.88e-07
GO:005796 Filamento queratina 4 0.000482
Vias KEGG
00533 Biosintesis glicosaminoglicanos 3 4.14e-05
00514 Biosintesis de otros tipos 2 0.0221
de O-glicano
00601 Biosintesis de glicoesfingolipidos 2 0.0221
005110 Biosintesisde N glicanos 2 0.0398

264



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO 265

Apéndice D. Tabla con las vias candnicas obtenidas a partir del andlisis integrado de las

proteinas y metabolitos en la comparaciéon CCC vs CNC

Ingenuity Canonical Pathways “log(p- Ratio Molecules
value)

Mechanisms of Viral Exit from Host Cells 4.14 0.0732 ACTB,ACTG1,LMNB1
RhoA Signaling 3.97 0.032 ACTB,ACTG1,ARPC3,PPP1R12B
Signaling by Rho Family GTPases 3.92 0.0203 ACTB,ACTG1,ARPC3,PPP1R12B,VIM
L-carnitine Biosynthesis 3.54 0.0154 L-carnitine, NAD
Remgdelmg of Epithelial  Adherens 3.49 0.0441 ACTB.ACTGLARPC3
Junctions
Caveolar-mediated Endocytosis Signaling 3.36 0.04 ACTB,ACTG1,COPE
RhoGDI Signaling 3.31 0.0215 ACTB,ACTG1,ARPC3,PPP1R12B
NRF2-mediated Oxidative Stress Response 3.29 0.0212 ACTB,ACTGL1,PPIB,SOD1
Ketolysis 3.2 0.105 BDH2,NAD
Ketogenesis 3.15 0.1 BDH2,NAD
Crosstalk_ between Dendritic Cells and 313 0.0333 ACTB,ACTGLHLA-DRB1
Natural Killer Cells
Integrin Signaling 3.08 0.0187 ACTB,ACTG1,ARPC3,PPP1R12B
Regulation of Actin-based Motility by Rho 3.05 0.0312 ACTB,ARPC3,PPP1R12B
Actin Cytoskeleton Signaling 3.03 0.018 ACTB,ACTG1,ARPC3,PPP1R12B
Fcy Receptor-mediated Phagocytosis in 3 0.03 ACTB.ACTGLARPC3
Macrophages and Monocytes
Lysine Degradation VV 2.96 0.08 glutaric acid,NAD
NAD biosynthesis Il (from tryptophan) 2.74 0.0625 L-formylkynurenine, NAD
B Cell Development 2.64 0.0556 HLA-DRB1,IGHM
Cellular Effects of Sildenafil (Viagra) 2.54 0.0208 ACTB,ACTG1,PPP1R12B
ﬁurme Nucleotides De Novo Biosynthesis 953 0.0488 NAD PAICS
Epithelial Adherens Junction Signaling 2.46 0.0195 ACTB,ACTG1,ARPC3
Tryptophan Degradation 111 (Eukaryotic) 24 0.0417 L-formylkynurenine, NAD
Cdc42 Signaling 2.35 0.0178 ARPC3,HLA-DRB1,PPP1R12B
MSP-RON Signaling Pathway 2.22 0.0339 ACTB,ACTG1
ILK Signaling 2.2 0.0156 ACTB,ACTG1,VIM
Clathrin-mediated Endocytosis Signaling 2.17 0.0153 ACTB,ACTG1,ARPC3
Actin Nucleation by ARP-WASP Complex 2.05 0.0278 ARPC3,PPP1R12B
Sorbitol Degradation | 2.01 0.2 NAD
Agrln_ Interactions at Neuromuscular 197 0.025 ACTB.ACTGL
Junction
Glycine Biosynthesis 11 1.93 0.167 NAD
UF)P-D-xy!ose and UDP-D-glucuronate 186 0.143 NAD
Biosynthesis
Choline Degradation | 1.86 0.143 NAD
Glycerol-3-phosphate Shuttle 1.86 0.143 NAD
Death Receptor Signaling 1.86 0.022 ACTB,ACTG1
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Ingenuity Canonical Pathways “log(p- Ratio Molecules
value)
Communlcatlon between Innate and 181 0.0206 HLA-DRBLIGHM
Adaptive Immune Cells
Retinoate Biosynthesis Il 1.81 0.125 NAD
Proline Degradation 1.81 0.125 NAD
Taurine Biosynthesis 1.81 0.125 NAD
FAK Signaling 1.8 0.0204 ACTB,ACTG1
Branched-chain a-keto acid 176 0111 NAD
Dehydrogenase Complex
Threonine Degradation 11 1.76 0.111 NAD
Methylglyoxal Degradation VI 1.76 0.111 NAD
VEGF Signaling 1.74 0.019 ACTB,ACTG1
Paxillin Signaling 1.72 0.0185 ACTB,ACTG1
B-alanine Degradation | 1.71 0.1 NAD
Pyruvate Fermentation to Lactate 1.71 0.1 NAD
2-ketoglutarate Dehydrogenase Complex 1.71 0.1 NAD
Superoxide Radicals Degradation 1.71 0.1 SOD1
2-amino-3-carboxymuconate
Semialdehyde Degradation to Glutaryl- 1.71 0.1 NAD
CoA
4-aminobutyrate Degradation | 1.71 0.1 NAD
Virus Entry via Endocytic Pathways 1.68 0.0177 ACTB,ACTG1
Phenylethylamine Degradation | 1.67 0.0909 NAD
D-glucuronate Degradation | 1.67 0.0909 NAD
4-hydroxyproline Degradation | 1.67 0.0909 NAD
Phenylalanine Degradation I (Aerobic) 1.67 0.0909 NAD
Acetyl-CoA Biosynthesis | (Pyruvate 163 0.0833 NAD
Dehydrogenase Complex)
Ascorbate Recycling (Cytosolic) 1.63 0.0833 NAD
NAD Biosynthesis 111 1.63 0.0833 NAD
qutamate Degradation Il (via 4- 163 0.0833 NAD
aminobutyrate)
CD28 Signaling in T Helper Cells 1.6 0.016 ARPC3,HLA-DRB1
L-DOPA Degradation 1.6 0.0769 NAD
Pentose Phosphate Pathway (Non-oxidative 16 0.0769 TKT
Branch)
NAD Salvage Pathway Il 1.6 0.0769 NAD
Glycine Cleavage Complex 1.6 0.0769 NAD
Arginine Degradation | (Arginase Pathway) 1.6 0.0769 NAD
Serine Biosynthesis 1.57 0.0714 NAD
Aspartate Degradation |1 1.57 0.0714 NAD
Granzyme B Signaling 151 0.0625 LMNB1
Inosine-5'-phosphate Biosynthesis 11 1.51 0.0625 PAICS
Tryptophan - Degradation to 2-amino-3- 151 0.0625 L-formylkynurenine
carboxymuconate Semialdehyde
4-hydroxybenzoate Biosynthesis 1.51 0.0625 NAD
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Ingenuity Canonical Pathways “log(p- Ratio Molecules
value)
NAD Biosynthesis . from  2-amino-3- 148 0.0588 NAD
carboxymuconate Semialdehyde
Serotonin and Melatonin Biosynthesis 1.48 0.0588 5-hydroxytryptophan
2-oxobutanoate Degradation | 1.48 0.0588 NAD
Sl'JperpathV\-/ay of Serine and Glycine 144 0.0526 NAD
Biosynthesis |
Lysine Degradation 11 1.44 0.0526 NAD
Glucose . and Glucose-1-phosphate 141 0.05 gluconolactone
Degradation
NAD Phosphorylatlon and 141 0.05 NAD
Dephosphorylation
Mitochondrial L-carnitine Shuttle Pathway 1.39 0.0476 L-carnitine
Urate B_losynthe5|sllnosme 5'-phosphate 137 0.0455 NAD
Degradation
Pentose Phosphate Pathway 1.37 0.0455 TKT
Guanosine Nucleotides Degradation 11l 1.37 0.0455 NAD
Glucocorticoid Biosynthesis 1.37 0.0455 NAD
Mineralocorticoid Biosynthesis 1.37 0.0455 NAD
Tec Kinase Signaling 1.37 0.012 ACTB,ACTG1
Tight Junction Signaling 1.37 0.0119 ACTB,ACTG1
Fatty Acid a-oxidation 1.35 0.0435 NAD
Germ Cell-Sertoli Cell Junction Signaling 1.34 0.0115 ACTB,ACTG1
Methylglyoxal Degradation 111 1.32 0.04 NAD
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Apéndice E. Lista de funciones bioldgicas generado por la integracion de los datos

protedémicos y metabolomicos.

Category p-value Molecules
5-
Cellular 3.31E-07- hydroxytryptophan, ACTB,ACTG1,ANXA1,ARPC3,BST1,CD9,CORO1A,
Movement 7.93E-03 CRIP2,DCN,FBLN2,HUWE1,IGHM,LCP1,LMNB1,LUM,PPIB,S100A4,S
ERPINB1,SOD1,TAGLN2,TKT,VIM
5-
I?r?fl;?cekﬁgl 37%13'2%73 hydroxytryptophan, ACTB,ANXA1,BST1,CD9,CORO1A,DCN,IGHM,LCP
' 1,LMNB1,LUM,PPIB,S100A4,SERPINB1,SOD1
Hematological
System 151E.06.  S-hvdroxytryptophan, ACTB,ANXALBST1,CD9,CORO1A,DCN, HLA-
Development 7 83E-03 DRB1,IGHM,LCP1,LMNB1,LUM,MZB1,NAD
. ,PP1B,S100A4,SERPINB1,SOD1,VIM
and Function
Connective 3.78E-06-
Tiss(ljje 7.83E-03 ACTB,ACTG1,ANXA1,ASPN,DCN,LCP1,LUM,PPIB,S100A4,SOD1
Disorders '
Developmenta 3.78E-06- ACTB,ACTG1,ANXA1,ASPN,DCN,HLA-DRB1,HUWE1,L-
| Disorder 7.93E-03 carnitine,LDB3,LUM,PPIB,SOD1,TKT,VIM
Hereditary 3 78E-06- ACTB,ACTG1,ASPN,CORO1A,DCN,HLA-
Disorder 78303  DRBLHUWELIBASTIGHM.L-
carnitine,LDB3,LMNB1,LUM,PPIB,SOD1,TKT,VIM
Ophthalmic — 3.78E-06- 515 ACTG1,ANXALDCN,LUM,SOD1,TKT.VIM
Disease 6.02E-03
ACTB,ACTG1,ANXA1,ASPN,BST1,CD9,COPE,CORO1A,COTL1,CRIP2
Organismal 3.78E-06- ,DAP,DCN,FBLN2,H2AC1,H2AC7,H2BC14,HLA-
Injury and éGlE-O3 DRB1,HUWEL,IBA57,IGHM,L-
Abnormalities ’ carniting,LCP1,LDB3,LMNB1,LUM,MZB1,NAD
,PDLIM5,PPIB,PPP1R12B,RPL3,S100A4,SERPINB1,SOD1, TKT,VIM
Skeletal and 3 78E-06- ACTB,ACTG1,ANXA1,ASPN,CD9,COPE,DCN,HLA-
Muscular 7.83E-03 DRB1,IBA57,IGHM,L-carnitine,LCP1,LDB3,LMNB1,LUM,NAD
Disorders ’ ,PDLIM5,PPIB,RPL3,SOD1,VIM
Neurological 5 48E-06- ACTB,ACTGl,ANXAl,COPE,COR(_)_lA,DCN,HLA-
Disease 8 61E-03 DRB1,HUWEL,IBA57,IGHM,L-carnitine, LMNB1,LUM,NAD
,RPL3,5100A4,SOD1,VIM
Inflammatory 7 49E-06- ACTB,ANXAl,ASPN,BSTl,QI_Z)Q,COROlA,COTLl,DCN,HLA-
Response 7 83E-03 DRB1,HUWEL,IGHM,L-carnitine,LCP1,LMNB1,LUM,MZB1,NAD
,PPIB,S100A4,SERPINB1,SOD1, TAGLN2,TKT,VIM
Hair and Skin 1 07E-05-
Development ) BST1,DCN,FBLN2,LMNB1,LUM,PPIB,VIM
. 6.37E-03
and Function
Auditory 1.13E-05-
Disease 7 83E-03 ACTB,ACTG1,ANXA1,SOD1
Dermatologica 1 13E-05-
| Diseases and ) ANXA1,DCN,HLA-DRB1,IGHM,LUM,VIM
L 6.84E-03
Conditions
ACTB,ANXAL1,ARPC3,ASPN,BST1,CD9,CORO1A,DCN,glutaric
Cell LS9E-05- 4 cid HUWEL IGHM,L-
Morphology 7.83E-03 ! ' ;

carnitine,LCP1,LDB3,LMNB1,LUM,PDLIM5,PPIB,S100A4,SOD1,VIM
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Category p-value Molecules
ASS%?TI]LLJlI;;nd 1.59E-05- ACTB,ACTGl,ANXAl,ARPCS,BSTl,CDQ,COROlA,DCN,IGHM,L-
Organization 7.83E-03 carnitine,LCP1,LDB3,LMNB1,LUM,PDLIM5,PPIB,S100A4,SOD1,VIM
Cellular 2 AE-05- ACTB,ACTG1,ANXA1,ARPC3,BDH2,BST1,CD9,CORO1A,DAP,DCN,I
Function and 8.38E—03 GHM,L-carnitine,LCP1,LDB3,LMNB1,LUM,NAD
Maintenance ' ,PPIB,S100A4,SERPINB1,SOD1,VIM
Cellular 3.35E-05- ACTB,ACTG1,ANXA1,BST1,CD9,CORO1A,COTL1,DCN,HLA-
Compromise 7.83E-03 DRB1,HUWE1,LDB3,NAD ,S100A4,SERPINB1,SOD1,TAGLN2,VIM
Psychological - 3.4E-05- \rp ANXA1,COPE,DCN,LMNB1,LUM,RPL3,S100A4,SOD1,VIM
Disorders 7.83E-03
Inflammatory 5.64E-05- ACTB,ANXA1,ASPN,DCN,IGHM,L-
Disease 7.83E-03 carniting,LCP1,S100A4,SERPINB1,SOD1, TKT
Renal and
Urological E;%gEE%%- DCN,IGHM,L-carnitine
Disease
Tissue 6.63E-05- AN)_(Al,BSTl,CD9,COROlA,DCN,GMFB,HLA-DRB].,IGHI\/I,L-
Morphology 7 83E-03 carnitine,LCP1,LDB3,LMNB1,LUM,MZB1,NAD
,PDLIM5,S100A4,SERPINB1,SOD1, TKT,VIM
Cellular 7 48E-05- ACTB,ACTGl,ANXAl,BST]..,FIDQ,CORO:LA,COTLI,DCN,HLA-
Development 7 83E-03 DRB1,HUWEZ1,IGHM,L-carnitine,LCP1,LDB3,LMNB1,LUM,MZB1,NAD
,5S100A4,SOD1,VIM
Cellular 7 48E-05- ACTB,ACTG1,ANXA1,BST1,CD9,CORO1A,COTL1,DCN,HLA-
Growth and 7.83E-03 DRB1,HUWEL1,IGHM,L-carnitine,LCP1,LDB3,LMNB1,LUM,MZB1,NAD
Proliferation ’ ,5100A4,SOD1,VIM
Connective
Tissue 7.48E-05- ACTB,CD9,DCN,HUWEL1,IGHM,L-
Development 7.83E-03 carnitine, LMNB1,LUM,PPIB,S100A4,SOD1,VIM
and Function
Tissue 7 48E-05- ACTB,ACTGl,ANXAl,BSTl,CDQ,COTLl,DCN,HUWEl,IGHM,L-
Development 7 83E-03 carnitine,LCP1,LDB3,LMNB1,LUM,MZB1,NAD
,PPIB,S100A4,SOD1,TKT,VIM
Me'lt_altF))cl)(ljism 2%%%’_%%’ ANXAL,CD9,COTLL,IGHM,L-carnitine, MZB1,S0D1,VIM
M“:’)T;iﬂle 7.94E-05-  ANXAL,BDH2,CD9,COTLLglutaric acid,GMFB,IGHM,L-
. . 8.38E-03 carnitine,MZB1,NAD ,PPIB,SOD1,VIM
Biochemistry
Skeletal and
Muscular .
System 1.05E-04- ACTG1,ANXA1,CD9,DCN,IGHM,L-carnitine,LDB3,LMNB1,LUM,NAD
5.88E-03 ,PDLIM5,PPIB,S100A4,SOD1,VIM
Development
and Function
ACTB,ACTG1,ANXA1,ASPN,BST1,CORO1A,COTL1,CRIP2,DAP,DCN,
Cancer 1.12E-04- FBLN2,H2AC1,H2AC7,H2BC14,HLA-
7.83E-03 DRB1,HUWEZ1,IGHM,LCP1,LDB3,LUM,PDLIM5,PPP1R12B,RPL3,S100
A4,SOD1,VIM
ACTB,ANXA1,CD9,CORO1A,DAP,DCN,glutaric acid, GMFB,HLA-
Ce'éaf/?\t/gf”d 17'%%%'_%%' DRBL,HUWEL,IGHM,L-carnitine, LCP1,LMNB1,LUM,MZB1,NAD
,PPIB,RPL3,S100A4,SERPINB1,SH3BGRL3,SOD1,TAGLN2 VIM
Embryonic 1.68E-04- ACTG1,ANXAL1,ARPC3,ASPN,BST1,CD9,DCN,HUWEL,IGHM,LCP1,L
Development 7.83E-03 DB3,LMNB1,LUM,MZB1,SOD1,TKT,VIM
;S:amgcaer:g 175E-04-  ACTB,ANXALCD9,COROLA DCN,HLA-DRB1,IGHM,L-
7.83E-03 carnitine,LCP1,LUM,PDLIM5,PPIB,S100A4,SOD1,VIM

Interaction
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Category p-value Molecules
Immunologica 1.99E-04- ACTB,ACTG1,ANXA1,CORO1A,DAP,DCN,H2AC1,HLA-
. DRB1,HUWEZ1,IGHM,LCP1,LUM,MZB1,PDLIM5,PPP1R12B,S100A4,SO
| Disease 8.16E-03
D1,TKT,VIM
Antimicrobial 2.05E-04-
Response 2.05E-04 DCN,IGHM
Protein 2.26E-04- ANXA1,ARPC3,BDH2,CORO1A EIF4H,IGHM,L-carnitine, MRPS27,NAD
Synthesis 5.88E-03 ,PPIB,RPL3,5100A4,SERPINB1,SOD1,VIM
Organ 2.91E-04- ANXA1,DCN,GMFB,HUWE1,IGHM,LDB3,LMNB1,LUM,PDLIM5,5100
Morphology 7.83E-03  A4,SOD1,TKT,VIM
Lymphoid
Tissue 3.95E-04- ANXA1,BST1,CD9,CORO1A,DCN,HLA-
Structure and 7.83E-03 DRB1,IGHM,LCP1,LUM,MZB1,NAD ,PPIB,S100A4,SOD1,VIM
Development
. ACTB,ACTG1,ANXA1,DCN,gluconolactone, HUWE1,IGHM,L-
Organismal 4.32B-04- carnitine,LCPl,LDBS,LMNBl?LUM,PPIB,SlOOA4,SERPINBl,SODl,TKT
Survival 1.13E-03 VIM
5_
Organismal 4,73E-04- hydroxytryptophan,ACTB,ACTG1,ANXA1,ASPN,BST1,CD9,DCN,GMFB
Development 7.83E-03 ,HUWEZ1,IGHM,L-carnitine,LCP1,LDB3,LMNB1,LUM,MZB1,NAD
,PDLIM5,S100A4,SOD1,TKT,VIM
Nervous
System 4.82E-04- ACTB,ACTG1,ANXA1,CD9,CORO1A,COTL1,glutaric
Development 7.83E-03 acid, GMFB,HUWE1,L -carnitine, LMNB1,LUM,S100A4,SOD1,TKT,VIM
and Function
Protein 5.04E-04- .
Degradation 5.04E-04 L-carnitine, SOD1
. ACTB,ACTG1,ANXA1,CORO1A,DAP,DCN,H2AC1,HLA-
Hematological 5.45E-04-
Disease 7.03g-03 ~ DRBLHUWELIGHM,L-
carnitine,LCP1,LUM,PDLIM5,PPP1R12B,RPL3,S100A4,SOD1,TKT,VIM
Respiratory 5.45E-04-
Disease 7 83E-03 ACTB,ANXA1,CD9,S100A4,SERPINB1, TKT
Post-
Translational 5.67E-04- ARPC3,CORO1A,L-carnitine,SOD1
e 7.83E-03
Modification
Cell Cycle 7.02E-04- DCN,IGHM,LMNB1,5100A4,SOD1,VIM
7.83E-03 ' ’ ' ' ’
Meggﬁ)?ism %_%EEE'_%‘; ANXA1,GMFB,IGHM,L-camitine,PPIB,SOD1,VIM
Tumor 1.01E-03-
Morphology 7.83E-03 DCN,IGHM,VIM
Cardiovascula 1.04E-03- ANXA1,HLA-DRB1,IGHM,L-
r Disease 7.93E-03 carnitine,LCP1,LDB3,LUM,PDLIM5,SOD1,TKT,VIM
Cardiovascula
r System 1.19E-03- ACTG1,ANXA1,CD9,DCN,FBLN2,HUWEL1,IGHM,L-
Development 7.83E-03 carnitineg,LDB3,LMNB1,LUM,NAD ,PDLIM5,S100A4,SOD1, TKT,VIM
and Function
Organ 1.19E-03- ACTG1,ANXA1,ASPN,BST1,CD9,DCN,IGHM,LCP1,LDB3,LMNB1,LU
Development 7.83E-03 M,MZB1,SOD1, TKT,VIM
Cell Signaling %%%EE%%' ANXA1,ARPC3,CORO1A,DCN,IGHM,NAD ,PPIB,S100A4,SOD1
Hematopoiesis 17%23EE%%' ANXA1,BST1,CD9,CORO1A,DCN,IGHM,LCP1,LUM,MZB1,SOD1
Free Radical 1.92E-03- .
Scavenging 5.88E-03 L-carnitine,SOD1
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Sateqory p-value Molecules
'\Tﬂgﬁ;:;;?{ 18'%23%.%%' ANXA1,BDH2,DCN,GMFB,IGHM,L-carnitine, NAD ,PPIB,S100A4,50D1
Antigen 1.96E-03-
Presentation 588E-03 ~ DCNIGHMLCPI
C,\ﬁgggﬁgﬁe 17%63EE%% glutaric acid,IGHM,NAD ,TKT
Cell-mediated
1.96E-03-

e 196E-03  ANXAL
Response
Cellular
Response to 1.96E-03- ACTG1

; 3.92E-03
Therapeutics
DNA
RZ?)FC))IIH?S::;?IO 16926.'3LEE%% glutaric acid, HUWEL,IGHM,NAD ,PPIB,S100A4,SOD1,VIM
n, and Repair
Dental 1.96E-03-
Disease 196603  DCN
Digestive
System 1.96E-03-

Development 6.02E-03 ASPN,DCN,HUWEL,TKT,VIM

and Function
Endocrine
System 1.96E-03-
Development 1.96E-03
and Function

ANXA1
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Apéndice F. Tabla con los datos generales del analisis metabolémico.

272

peak id Mass RT 1.mzXML 2.mzXML 3.mzXML 4.mzXML 5.mzXML 6.mzXML 7.mzXML 14.mzXML 15.mzXML 16.mzXML 18.mzXML 19.mzXML 20.mzXML 21.mzXML polarity
1 162.11 706.22 2.8E+07  5E+07  3.9E+07  5E+07 3E+07  4.8E+07  5E+07 5.7E+07 TE+07 6.6E+07  5.9E+07 6E+07 6E+07 5.8E+07  positive
2 323.22 705.65 30047.5 745577 90207.9 3E+05 49158 548278 425286 1899844 3E+06 2691559 2064651 2E+06 3E+06 2247688  positive
3 165.12 706.65 12047.6 22863 16387.8 21557 15977 22070.7 21069 28944.8 31323 27879.1 28037.7 25047 24659 28574 positive
4 20452 706.05 7549.03 14126  9458.35 11949 7658.7  11833.1 11697 15517.9 20598 16406 18810.9 15966 16912 16230.6  positive
5 312.47 705.81 5061.85 8045 5991.97 8514 44209 941801  9297.7 11055.7 11580 11942.1 10423.1 9371.7 10380 10823.6  positive
6 132.08 771.69 2.1E+07 4E+07 3.8E+07 4E+07 3E+07 3.7E+07 3E+07 5.1E+07 4E+07 4.6E+07 4.7E+07 4E+07 5E+07 4.5E+07  positive
7 263.15 771.39 134762 2E+06 1310283 2E+06 772878 1639618 797547 3608276 3E+06 3180627 3149908 3E+06 3E+06 2849421  positive
8 525.28 77141 NA 422782 NA 2E+05 NA 158828 37655 895398 682176 734223 856158 604693 546690 596577  positive
9 39421 77115 NA 110931 NA NA NA 53794.3 NA 196052 156974 147306 169705 134228 121254 140252  positive
10 134.08 771.25 80155.6 149114 126426 1E+05 92757 128185 96776 184142 161641 149548 157658 162626 138718 145935  positive
11 28513 7717 NA 28049 16657.4 23992 12016 18329.5 10314 31891.2 27570 29809.9 33532.5 32215 28646 33042.6  positive
12 258.11 743.19 2.2E+07 4E+07 2.6E+07 3E+07 2E+07 2.1E+07 1E+07 3.9E+07 3E+07 5E+07 4.1E+07 4E+07 4E+07 3.7E+07  positive
13 516.22 742.78 180728 87698  48968.8  1E+05 17764 25231 9378.6 287414 217452 437499 395657 206579 338831 171514  positive
14 26112 742.6 132337 36820  24526.1 31743 13541  17042.8 10565 29811.6 27788 40143.6 30885.7 31548 40575 28351.3  positive
15 229.15 561.34 715325 9E+06 4678698 5E+06 2E+06 9868646 9E+06 4.8E+07 4E+07 4.4E+07 4.3E+07 4E+07 5E+07 4.3E+07  positive
16 457.3 560.87 NA 45873 11268.2 12004 NA 37144.6 56598 1668489 2E+06 1343751 1094088 1E+06 2E+06 1233950 positive
17 24115 555.81 448255 128452  75385.6 64337 44708 201718 130004 721298 745539 777338 559894 802944 775074 706090  positive
18 231.16 561.35 2478.27 30283 17069.9 14299 6922 370015 30114 169104 157975 135671 150036 145393 169216 146596  positive
19 231.16 561.51 2080.17 28114 16050.8 17321 7896.2 33717.8 31405 147849 150488 138843 136615 142378 138172 133123  positive
20 457.28 561.43 NA NA NA NA NA NA NA 34415.6 30820 29957.7 22571.8 25507 39131 27946.7  positive
21 118.09 632.6 6416450 6E+06 3579078 5E+06 2E+06 1E+07 5E+06 1.3E+07 1E+07 9883952 1.9E+07 1E+07 1E+07 1.1E+07  positive
22 137.05 591.11 8279034  7E+06 6395232  1E+07 1E+07  15E+07  1E+07 1.8E+07 1E+07 17E+07 9742596 2E+07 1E+07 1.3E+07  positive
23 273.08 591.09 36256.4 39968 28908 86797 86202 200321 117384 255886 184844 353047 108300 256621 130685 170970  positive
24 295.07 591.47 80612 79292 67930.3 2E+05 129314 148642 135610 177282 123428 122430 124572 187894 100763 124892  positive
25 130.05 785.71 4149670 1E+07 7718271 1E+07 6E+06 9195367 9E+06 1.2E+07 1E+07 1.2E+07 1.2E+07 1E+07 9E+06 9363555  positive
26 229.15 692.07 187371  4E+06 1896368  2E+06 650918 3427694  3E+06 NA 1E+07 14E+07  1.1E+07 1E+07 NA NA positive
27 202.18 464.13 7202599  6E+06 4364816  3E+06 3E+06 4172110  3E+06 1449153 2E+06 1072515 1437898 1E+06 1E+06 1776214  positive
28 166.09 581 823939 1E+06 1279477  3E+06 2E+06 2612037  3E+06 4187140 3E+06 5129098 2647055 3E+06 TE+06 5611302  positive
29  190.09 580.49 4338.56 NA 7249.99 14073 8867.2  10984.3 13247 21603.3 14259 23632.7 13142.6 12884 30719 23590  positive
30  496.34 251.32 676333 1E+06 1332693  2E+06 5E+06 3167920  2E+06 7998852 8E+06 4869800 5914067 9E+06 1E+07 7137887  positive
31 975.68 24832 NA NA NA NA 70283  22074.3  6993.6 319636 308569 112894 90334.9 344753 455608 327907  positive
32 52537 243 751935 62579 725342 68839 203677 210179 97437 290838 320680 176224 200809 327416 344244 280925  positive
33  509.38 240.47 1980.65 10327 16523.5 9393 72010  51316.3 28717 138231 117343 85261.3 38885.4 178084 100349 102800  positive
34 933.63 249.92 NA NA NA NA 22531 NA NA 86439.6 90247 23921.7 36306.1 90723 142629 93908 positive
35  499.35 25222 2927.94 5319.2  6338.64 6702 20744 17289.9 10327 44650 42358 24438.1 30009.6 42328 49950 34940.7  positive
36  511.36 247.38 249364  5876.4  7927.57 4247 23659 14738 9661 28227.8 26479 14163.6 16475.3 26611 29338 21645.7  positive
37  505.35 246.54 NA 12125 NA 1725 7937.3  3498.29 NA 12873.7 9335.8 9291.68 7592.89 10008 12550 10123.6  positive
38 504.31 244.77 965.28 NA NA 1363 NA 2405.16 NA 8420.28 4637.6 6347.53 8054.29 7804.4 8549.2 6932.93  positive
39 158.12 804.32 1004675 1E+06 1043372 1E+06 9E+06 7501687 5E+06 NA NA NA NA NA NA NA positive
40  114.07 564.88 4174470 8E+06 4163020  8E+06 4E+06 7285654  5E+06 7921908 7E+06 8023256 6067653 8E+06 6E+06 8643372  positive
41 132.1 607.98 1018931  2E+06 1374025  4E+06 2E+06 1737055 3E+06 4706608 4E+06 5678767 2631838 3E+06 7E+06 5889972  positive
42 184.07 754 4100859  4E+06 3010880  4E+06 3E+06 6006678  5E+06 6845740 4E+06 4614121 7541056 6E+06 7E+06 4854182  positive
43 116.07 695.61 6556867 5E+06 3462628  5E+06 S5E+06 4832044  4E+06 1004351 5E+06 6829488 4186283 4E+06 4E+06 4580487  positive
44 123.06 375.01 3969406 6E+06 3794730  6E+06 2E+06 6667421  4E+06 4405410 3E+06 3027111 2901148 3E+06 2E+06 2099209  positive
45  357.25 1008.5 63353 3E+06 1318765  3E+06 432939 2409164  3E+06 6353357 6E+06 4380289 4076833 3E+06 3E+06 3690086  positive
46 369.25 1007.3 NA 27485 10587.8 25910 4157.4 27968 14324 45736.7 35414 28820.9 28059.8 22962 28435 25634.9  positive
47 308.09 748.49 1056851  6E+06 2251437  4E+06 833006 3358576  4E+06 4446554 5E+06 1378035 3907124 3E+06 3E+06 3951508  positive
48 126.02 808.71 3507378 6E+06 4134187  6E+06 2E+06 4841258  4E+06 4002512 4E+06 3889484 2771519 3E+06 3E+06 3348410  positive
49  251.04 808.47 609515 1E+06 759002 1E+06 222707 1017173 672406 658234 750126 666785 367955 499686 419558 500883  positive
50 127.02 808.49 21399.8 40477 28553 39432 13105 31671.5 24161 23765.7 28285 27055.7 17527.2 18851 20071 21657.3  positive
51 17512 1249.4 327808 986352 478433 1E+06 721510 823368 926681 1618923 2E+06 1597781 1398874 1E+06 3E+06 2133156  positive
52 349.23 1249.7 660.46 7994 2293.29 7804 41957  6287.62  6476.9 13411.8 14028 14910.4 12028.7 9276.3 28572 17514 positive
53  386.21 1249.3 7812.8 16173 10622.7 19078 17053  18527.1 18249 19530.5 18640 21446.9 18873.6 17951 23607 23195.6  positive
54  219.08 1249.8 568.56 4782.6  1674.81 4626 2418.7  3486.48 42385 7271.37 9053.9 9191.68 6786.99 6071.2 12350 9335.66  positive
55  348.07 715.66 901558 5E+06 965391  6E+05 9448.3 981097 594592 812872 793299 276246 2463988 2E+06 448756 597273  positive
56  136.06 54538 145387 406670 881179  2E+06 88338 3670902  2E+06 5101890 4E+06 1490097 4833140 5E+06 4E+06 3943406  positive
57  148.06 767.63 2093404  2E+06 1821437  2E+06 834829 2585608  4E+06 2857009 1E+06 3328570 1639456 2E+06 3E+06 2475163  positive
58 269.09 621.83 1251646 3E+06 1726477 4E+06 1E+06 3073041 3E+06 2998298 3E+06 1503134 2388474 3E+06 3E+06 2794320  positive
59  537.17 622.66 346764 2E+06 771750  3E+06 257019 2160809  2E+06 2380438 3E+06 634901 2092679 2E+06 2E+06 2205776  positive
60  544.34 24216 107276 106036 107705  2E+05 178234 270676 219064 376464 468650 325093 237963 271957 583500 793153  positive
61 182.08 715.56 245990 465860 567776 1E+06 722462 1218988 1E+06 1180199 1E+06 3353418 863125 1E+06 2E+06 1673253  positive
62 160.13 700.87 669465 1E+06 834989 B6E+05 337700 1201432 976433 3498360 2E+06 1053942 1939045 1E+06 2E+06 1311309 positive
63 41521 225.24 636558 574512 1116154 1E+06 1E+06 413993 1E+06 331227 976771 1101950 1270113 1E+06 2E+06 1899885  positive
64  220.12 517.23 520908 1E+06 332244  4E+05 304964 1277709 380767 1186213 2E+06 3234801 1340603 2E+06 1E+06 1137244 positive
65  246.11 517.12 5045.01 8616 2913.03 3501 2609.6  11352.6  2964.4 8540.19 12964 212323 11672.7 16359 7984.2 7816.13  positive
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peak id Mass
66 302.2
67 229.15
68  146.12
69  150.06
70 151.06
71 130.05
72 758.57
73 78458
74 770.6
75 785.65
76 85.028
77 205.12
78 230.16
79 248.11
80 231.16
81 72.081
82  104.07
83  262.16
84 328.22
85 249.15
86  276.18
87  122.08
88 276.18
89 156.08
90 176.1
91  522.35
92 14711
93 223.02
94 207.05
95  203.14
96  761.59
97  780.59
98  813.68
99  809.59
100  764.56
101 780.55
102 774.6
103 280.09
104  703.57
105  130.09
106 203.15
107 106.05
108 219.1
109  120.07
110  133.06
111 205.15
112 216.06
113 203.18
114 203.05
115  165.08
116 307.08
117 613.16
118 246.21
119 153.07
120  176.88
121 178.87
122 232.84
123 316.78
124 370.75
125  414.74
126 276.83
127 298.81
128  376.79
129 5147
130 576.7
131  552.66
132 454.7
133 614.66
134 180.87
135  354.78
136 278.83

RT 1.mzXML 2.mzXML 3.mzXML 4.mzXML 5.mzXML 6.mzXML 7.mzXML 14.mzXML 15.mzXML 16.mzXML 18.mzXML 19.mzXML 20.mzXML 21.mzXML polarity

283.34
661.66
703.22
644.9
644.71
600.57
214.91
211.99
210.87
222.53
607.05
607.24
691.87
695.61
691.39
684.99
796.97
586.68
591.36
619.49
515.2
829.1
561.01
787.15
809.71
245.67
1159.4
1157.6
1160.1
676.55
213.14
209.9
221.32
211.25
211.78
212.33
212.16
739.08
228.09
678.69
1054.8
818.68
594.99
763.52
797.56
960.01
794.75
461.2
873.92
754.39
835.46
834.91
426.31
434.52
1116.3
1116.7
1115.7
1110.7
11113
1109.7
1111
1112
1110.4
1112
1114.2
1112.5
1109.8
1112.1
1115.2
1112.6
1110.9

957220
17613.9
1282791
313918
1803.96
124783
394973
59618.7
4580.95
4153.78
440925
15992.4
17351.2
6202.06
NA
364370
1091904
241863
NA
146165
88979.4
791491
106200
1745523
154647
119570
30313.6
1040.38
412.74
83262.7
163158
NA
28794.8
13491.6
NA
5924.49
5006.39
695746
580830
24566.3
74069.8
117196
106588
151577
70281.2
72887.3
103744
876583
670715
133975
164218
53477.2
540319
65651.6
440166
94472.1
81886.4
39314
40052.1
25748.9
22626
13769.8
18822.1
13907.4
8586.49
10406.5
6999.36
7220.95
6508.33
4280.3
5902.13

2E+06
759819
2E+06
347920
1876
NA
61326
5825.2
2397.3
17138
416616
17869
460277
45629
13275
933528
2E+06
NA
3174.2
214308
681654
1E+06
322842
77357
302420
221123
338635
6207.4
3861.6
767242
24005
2061.3
5026.8
928.06
889.09
NA
907.66
613134
177747
128723
483555
299598
617894
220904
153752
492155
276493
NA
557586
477184
541215
171678
682711
398958
451212
98179
83384
39554
33807
22069
21173
15538
15258
11356
7277.2
7516.9
5828.3
5607.9
5587.1
4469.8
5764.2

407137
289515
1843437
459734
243431
214625
1267343
212857
113722
18508.6
263038
11999.2
225901
42407.9
6344.63
494676
1174570
247802
947.67
193760
374550
1748869
387190
381378
136939
236669
149239
2845.13
1625.96
337085
1022085
206150
120248
90529
41278.7
39276.1
60845.7
644124
882495
57082.6
307932
288864
384033
207474
147743
191147
187916
479528
728478
180963
292950
85540.6
332328
114509
310466
68000.2
53547
24876.5
19495.7
12810.3
13464.7
123105
9939.21
6770.12
4320.8
5197.98
3711.89
3323.83
3796.38
3913.39
3436.35

5E+05
3E+05
1E+06
1E+06
6428
5E+05
4E+05
39618
11060
6914
1E+05
5721
2E+05
26630
5334
1E+06
1E+06
5E+05
4273
1E+05
6E+05
45823
4E+05
1E+06
2E+05
4E+05
3E+05
6739
2966
3E+05
2E+05
7984
25859
8941
7299
6592
5486
8E+05
5E+05
1E+05
4E+05
4E+05
6E+05
2E+05
2E+05
5E+05
3E+05
4E+05
5E+05
76109
9E+05
3E+05
4E+05
2E+05
5E+05
99850
86767
28600
20438
15061
15728
14943
12738
8082
5135
5140
3956
4568
5511
4240
3981

393478
79846
652254
587397
3201.4
214789
2E+06
392976
123382
33267
287657
11670
72842
18299
NA
567027
889845
171739
NA
299578
408240
1E+06
424666
69254
349072
757803
135023
3508.5
1426.9
71433
1E+06
99959
163455
104956
84000
66773
44543
668257
979456
40137
132774
225110
364491
242560
139568
67338
90496
398353
721306
787244
81742
25491
210643
63678
437202
94570
78065
36223
31405
20823
20139
14527
14481
12128
6754.1
6851.8
6521
6072.9
5627.9
4892.7
4991.4

1170466
579081
1709869
726163
3744.97
324285
358228
51705
12531.3
10505.7
874411
31482.4
416680
40925.4
13412.9
742091
897381
883702
2162.5
146381
470235
1259860
398937
84975.3
181182
563747
278429
6498.19
2639.84
880311
341845
18750.3
69824.6
15945.7
10509.1
10909.8
9925.74
389823
1354304
244098
671174
351632
568761
252351
254247
324866
129085
507131
601412
788458
332201
185359
341234
434513
758652
166260
132809
39149.9
39768.8
34333.4
28851.3
22220.4
20869.8
18144.7
12312.3
9970.18
9708.17
8839.27
8459.71
7205.88
7129.04

754331
687870
2E+06
646570
4061.5
390097
1E+06
341373
134597
12398
191903
9120.3
390565
24980
10792
790607
1E+06
708131
3645.5
305182
698513
50611
441272
75598
387423
603466
247074
5415.7
2666.7
669532
1E+06
125247
111481
127435
120180
85782
58807
412582
663013
44463
466426
329613
505683
314531
154971
303376
110877
317865
539994
577795
311502
146153
198083
325817
430591
96106
78246
32211
28474
17736
16415
14269
12674
9256.1
6070.4
6530.7
5273.9
4467.4
4943.2
4926.7
4423

165649
2543492
2291472
1598864
10328.4
748772
713536
68089.7
27310.4
12589.5
434087
21228
2024543
184862
55130
1359663
466214
943367
8776.04
379781
760517
1366959
304489
170713
NA
1544035
600703
9813.24
6448.95
650786
197954
8475.67
43186.1
9463.63
5120.43
5374.48
4767.88
739861
904858
NA
575277
NA
821293
326049
346969
538403
881401
170766
446579
49667.3
585597
173272
145166
240722
519892
116277
95793.1
39452.3
32808.2
23546
21810.3
15530.2
16636.4
12295.2
7524.51
7964.71
6213.74
6914.34
5872.54
4671.73
5538.04

374275
3E+06
2E+06
1E+06
7763.3
999837
1E+06
221685
89420
15883
362667
16602
2E+06
161423
44427
1E+06
1E+06
2E+06
11027
302478
1E+06
1E+06
777815
177641
313092
1E+06
740417
12493
7666.8
487047
598219
41224
52085
60080
25620
20082
18968
846588
550585
124152
446578
663161
1E+06
607686
301978
503175
592334
231612
508863
98271
684723
255640
158603
160846
612559
131334
95248
41245
36890
25094
22192
19257
17294
13275
8508.4
10154
7175
7625.2
6979.3
5357.4
7042.3

276446
3071838
2418487
2287353
14623.6
2642346
1761649

276730
81716.4
19784.8

447879
24075.3
1749932

170718
44307.7
1980283

427350
1764597

10795
82401

204769
1612196

152701

375661

608719
1174000
1100080
15231.4
8419.02

777494

446587
18971.1
51919.6
41492.5
14049.5
15124.6
9964.36

466178

480567

152977
1136423
1014522

741125

945291

942459

887651

862883

128025

863762
6424.15

154847
65924.8

110916

154671
63318.6

13359
6054.65
NA
NA
NA
NA
6271.73
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
2286.19
NA

269525
2971257
2614367
1066464
5147.83

NA
1837431

252643
64408.6
10728.7

839871
33642.8
2315633

325232
21903.3

NA

475773
1897395
9776.73
442350
1146938
1523536
448091

166721

659221

812614

539737
6828.27
5421.12

335143

573462
32325.7
37404.6
55531.5
28347.3
19452.6
13333.3
1365845

258813
1210186

346308

372258

863947

380697

200848

500639

857959

162282
409800
98456.5

589393

121111

150026
80228.7

249365
49732.1
30095.7
9046.78
5421.86

3917.2

6670.5
11791.8
3940.91
1859.84
1732.01
1626.68

NA

568.51
2704.23
2931.44
1916.72

190741
2E+06
2E+06
1E+06
6443.8
1E+06
2E+06
231890
102880
23911
494452
20850
2E+06
271963
43456
1E+06
551777
2E+06
7090.8
260169
545631
185158
807800
154197
552444
1E+06
358960
5929.4
4387.6
288699
616985
27285
93901
45260
16920
16292
14108
514797
870767
103939
300191
420507
1E+06
478163
288132
452517
683132
154928
730398
11812
515403
183355
145449
45680
576227
124900
89408
34413
28685
19698
21077
19792
15509
10677
7017
6202.8
5151.5
5829
6445.2
5678.5
5012.5

303595
2E+06
3E+06
2E+06
13476
709590
2E+06
200959
60416
22815
177616
9815.2
1E+06
178573
39254
2E+06
606543
1E+06
4627.6
223973
770434
123386
419475
180052
958479
1E+06
778925
20319
8157.5
408220
395251
29418
62890
40210
28658
18916
9636.2
1E+06
763620
62552
482049
667719
604064
622754
481917
412865
857943
148749
453897
102356
402578
87390
147727
65998
434669
93246
73964
31461
26463
15763
15171
12052
11576
8889.8
5351
5400
4996.5
4485.8
4965.4
37211
3766.5

470029
2233112
2198460
1917730
12789.9
860139
1085556
99246.3
37970.4
19523.9
255323
11738.1
1616150
225363
41094.4
1633160
632432
1083900
7018.78
636629
1338427
150820
1205424
138601
1702459
1070323
662582
15022.4
5893.54
475625
324200
29612.9
69753
26531.1
22907.5
11326.8
7929.92
1260116
857519
76690.9
392123
331751
612868
545382
323358
310247
509292
214853
572032
137402
442516
87215.7
204369
71952.6
600121
127487
99398.8
38092.4
29397.6
19654.8
18447.7
15334.5
13760.8
11339.8
6360.26
7796.17
5527.24
5148.38
6369.93
5077.57
4472.22

positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
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peak id Mass
137  318.78
138  132.08
139 128.95
140  168.95
141 234.92
142 27491
143 340.88
144 380.87
145 3189
146  446.85
147  424.86
148 208.94
149 296.92
150 552.81
151  486.84
152  530.83
153 3149
154  508.85
155  636.79
156  486.86
157  592.83
158  570.85
159  698.79
160 583.32
161 621.3
162  76.076
163  508.38
164  98.984
165 124.09
166 192.07
167  156.08
168  230.16
169  316.21
170 360.24
171 124.06
172 142.03
173 247.09
174 284.1
175 227.11
176 302.12
177  134.03
178  86.096
179 627.53
180  904.59
181  887.56
182  837.55
183  812.54
184  863.56
185  651.53
186 33357
187 212.1
188  104.07
189 23311
190  243.18
191 265.2
192 113.06
193 149.08
194 230.1
195  244.15
196  162.06
197 290.15
198 316.21
199 132.1
200  104.07
201 132.07
202 227.13
203 37231
204 134.04
205 110.03
206  559.15
207  118.06

RT 1.mzXML 2.mzXML 3.mzXML 4.mzXML 5.mzXML 6.mzXML 7.mzXML 14.mzXML 15.mzXML 16.mzXML 18.mzXML 19.mzXML 20.mzXML 21.mzXML polarity

1113
862.59
987.27
987.47
984.72
983.83
983.44
983.93
982.45
982.94
983.92
983.15
982.94
983.44
982.85
982.95
983.23
982.75
982.78
981.95
983.54
982.75
983.03
223.34

222.3
612.15
240.44
804.26
670.96
423.43
872.06
591.09
238.36
245.33
423.79
796.54
599.76
700.46
795.26
586.44
508.48
697.92
197.89
197.64
197.29

196.9

196.7
198.34
196.53
674.68
540.14
671.17

724.4
238.02
249.07
598.74
599.78
790.21
464.94
434.37
875.61

257.3

355.1
734.99
534.99
564.24
255.77
784.45
789.96
617.42
825.03

4986.78
6526.04
242692
110451
97687.8
61867.9
34674.6
13828.1
18181.9
10345.3
7004.3
8710.78
7784.85
5084.75
4405.64
2941.22
3124.3
2719.31
2026.32
2328.96
1835.33
1918.54
1214.96
22896.6
2273.55
90201.3
8389.67
12637.9
48505.8
4945.7
123513
2910.24
286128
12808
83242.6
259485
29878.3
129109
231017
11492.5
353749
51749.4
206879
160598
76527.8
26981.9
24750.4
10397.6
2187.57
NA
272648
51459.8
23155.1
233157
25286.1
21045.9
NA
130592
18191.4
73487.4
14889.1
76511.7
12897
47623.7
18119.6
NA
7943.63
207584
46112.7
213102
234158

4226.2
504016
356666
156108
149992
98495
56712
23404
27561
17918
9783.4
12527
9675.1
7667.7
6723.2
4275.1
5036.6
3798.5
2750.6
2922.4
2764.1
2853
2151
177312
11246
124496
39554
35946
375226
2644
51612
96711
297937
12518
157288
281415
193152
194551
434553
97407
93362
363935
256800
197682
108073
38410
15668
27265
3864.8
13734
NA
184775
293812
301622
36879
82104
3968.7
132513
62064
17148
328926
65260
177669
130319
11782
NA
10910
131342
76752
101197
94461

2705.87
166483
304564
139579
124401
68867.8
35868.6
13580.6
20437.4
9566.77
6326.26
9389.24
7675.61
3961.05
3755.2
2708.14
3365.92
2160.26
1601.95
2176.73
1738.39
1622.72
1088.04
23694.3
3907.78
16852.7
53930.7
17980.3
253704
7984.87
204414
38082.9
237809
9364.59
330303
214669
74305.3
121148
318823
49797.2
159554
461156
399418
309136
159323
75851.5
37834.1
22077.4
8160.47
3827.81
221119
73302.8
42142.7
104251
15883.8
36184.7
2700.28
161393
27952.4
25701.7
83822.1
159005
33995.6
81570.5
16954.2
58262.9
24825.9
117240
196402
127009
87238

3406
89696
2E+05
1E+05
79655
45278
21450

8111
12296

6272

4214

5920

5664

2590

2472

1855

2035

1537

1107

1483

1137

1165
880.8
92868
14212
1E+05
32578
29730
2E+05

9044
6E+05
46840
5E+05
12535
5E+05
3E+05
3E+05
5E+05
5E+05
2E+05
2E+05
87296
2E+05
1E+05
66277
16259
11752
11581

1518
14213
2E+05
2E+05
1E+05
2E+05
19161
83539

5264
63330
61562
21281
2E+05
1E+05
3E+05
75543
22063
2E+05

7026
2E+05
1E+05
1E+05
1E+05

4155.5
21141
421860
192676
191699
128038
79034
39389
37832
31064
18201
16936
15297
12758
12013
8153.2
7849.3
6301.8
5008.9
5145
4833.3
4580
3614.6
35746
5716.9
55773
280797
13985
9945
44512
30074
17718
446378
15979
190052
121623
19602
74071
232744
74323
175393
160287
197557
118254
55876
39964
20770
6529.1
3712.6
2732.4
192674
33345
14672
221876
19909
75254
4750.1
81911
26711
43085
30596
109655
24614
79097
16275
47190
54975
56571
63964
121050
55746

6323.7
76444.7
420048
202647
186915
120686
74262.7
34632.5
38538.3
26456.2
16412.2
17017.7
14995.2
10127.2
9550.21
6051.82
7195.58
5590.09
4108.91
482251
4026.69
3774.88
2714.88
158239
16007.6
126744
188233
10306.7
196074
449948
74907.2
102630
262811
9231.55
404906
509780
59908.9
500478
338465
149044
461076
319791
443469
350835
182052
52940.5
32987.6
21993.2
7557.21
16166.9
233915
278786
90788.1
95629.4
9689.59
87936.5
6660.72
106474
111637
54990
252380
49498.9
13694.1
84492.5
32657.7
153460
59469.9
204005
205904
112121
160938

3843.1
84701
314711
144190
135375
87067
52031
21930
25961
15966
10475
12398
9583.5
6481.6
6419.1
4448.4
4700.6
3973.8
2693.1
3146.5
2940.7
2748.4
1692.3
25393
10260
78315
106173
25296
309523
8804.5
48607
101780
447257
15489
384406
322785
75244
344583
418992
111569
367246
66328
320353
216248
132507
54663
34779
15925
9774.1
13786
195282
121899
118392
173535
20103
72977
5814.4
58904
91012
49056
179876
171806
61364
100114
20628
102747
30759
92009
151732
96806
74401

4365.97
748160
408062
192766
188210
125480
73528.5
33753.7
35111.5
27213.4
15049.9
16163
14224.2
9124.48
10197.3
6100.98
6732.36
4706.08
3790.44
4446.13
3648.82
3529.18
2741.63
704662
38149.8
NA
524865
NA
NA
262223
96033.3
555776
169405
5876.48
339168
262903
33496.7
224466
NA
333643
392233
106879
395966
308346
168741
42750.7
28427.6
25178.9
3846.74
330162
237709
130176
99464.5
54165.5
4620.02
168201
14322.6
NA
173495
47125.5
333898
44469.2
6330.49
NA
36262.7
185900
11640.8
NA
118803
90905.8
61474.7

4651.4
154729
459870
217571
201978
129108
80080
35033
38474
25515
14464
18153
13345
9663.2
9684.4
6045.6
6992.5
4105.9
4309.2
4039.3
3456.4
3463.6
2359.1
512497
33411
NA
433580
37322
204247
550307
89147
358581
212616
7436
234946
194194
81830
177837
234441
232081
399575
64183
376130
295052
157526
55208
26888
31718
6082.3
301245
220033
145782
79747
68480
7768.3
321853
25696
127528
363045
44744
213710
63020
5148.9
149088
37934
207745
19001
14098
62027
88574
51406

NA
681141
406330
188670
171723
109631
63883.1
26816.2
29623.9
18669.3
12055.8
14772.7
11606.7

7721
7528.54
5041.95
5827.24
4086.31
313221

3758
3168.87
2759.18
1773.36
603084
55108.3

NA
349717
15913.9
542100
314698
208702
366450
219896
8673.54
358914
219140
99712.3
50650.1
450399
314822
462399
64636.6
192211
137817
66047.9
33334.4
16096.2
27996.2
3138.16
35735.2
291238
90328.3
27969.5
76280.3
6322.91
124105

NA
365602
131762
360260
122933
63781.5
4433.99
293593
45044.2
278783
6716.53

67749
101047
111325
85556.9

1099.24
316110
353558
165423
153843
98418
55869.6
23165.3
33439
17724
12268.2
13688.9
14449.8
7314.24
7208.27
5233.64
5013.1
4697.77
3161.61
4222.03
2929.88
3321.61
2418.66
252269
15835.7
NA
155603
94042.6
NA
411165
82044.9
375475
441622
15351.6
291942
119836
29662.5
196916
301612
140037
190230
383472
218393
158324
74201.8
28097.2
18385.6
12694.8
2026.65
423099
294540
135847
60671.4
170094
16509.9
243093
16649.9
264291
206517
67716.1
192788
82405.3
5513.9
45393.1
31477
161960
15352.4
18777.3
48206.2
121612
46984

4438.3
141479
442704
209537
197900
134566
81926
40404
41252
29856
19966
18512
16641
11994
11278
7302.7
7636.9
7370.7
5253.3
5738.2
5091.1
4754.8
3442
554888
36484
NA
659211
22981
173390
590402
90841
467849
228607
77155
257726
185775
61305
217383
174222
191747
422550
192935
375658
289206
149294
66725
41216
28956
6731.2
340559
231283
88506
35458
76731
6800
149013
13023
146956
142372
62745
142731
57172
4869.3
51898
28506
210461
10397
25126
54423
113093
72749

3796.4
317459
411552
197993
174536
111659
70120
30029
35688
21970
13327
15582
13054
8789.2
9197.1
5205.2
6217.3
4361.1
3140.9
4279.1
3164.1
3483.5
2456.4
611894
42216
NA
393119
13831
NA
412208
118599
350353
447279
16241
203991
215686
50073
227914
230520
336887
403516
171707
387881
295093
141115
41423
42008
27197
4136.6
186798
159542
75344
121649
130411
11983
233485
18188
148307
247633
90520
138011
92429
10472
NA
48217
206899
8511
29846
69944
80933
39803

5070.04
144720
433080
198134
186149
114239
71810.9
32848
34166.4
25374.6
15080.6
15950.2
13580.4
9896.24
10074.2
6555.93
7199.89
4903.26
4474.95
4215.56
3837.84
4034.07
2846.89
515812
34057.9
NA
406319
15741.4
34392.5
374572
85346.6
367846
536997
20934.9
199459
161276
60261.8
128589
289278
255754
377181
200329
373449
267680
142637
50029.4
337133
28782.7
6438.87
243806
236758
92496.9
118667
186879
15826.5
167819
12464.8
127264
216322
35032.4
273299
NA
7898.41
NA
45753.1
269781
13972
NA
34114.6
79896.4
63019.2

positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
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peak id Mass
208 133.1
209  184.07
210  246.17
211 27219
212 136.05
213 215.02
214 186.11
215  189.07
216 2221
217 287.22
218 187
219  158.15
220 24115
221  385.13
222 494.32
223 262.14
224 202.07
225 163.13
226  752.56
227  116.07
228  85.028
229  191.05
230 399.14
231  182.05
232 346.22
233 390.25
234 654.33
235  247.06
236 173.04
237 169.06
238 335.07
239 136.06
240  189.12
241 239.15
242 245.08
243 24115
244 241.15
245  153.08
246  147.05
247 206.05
248  172.13
249  247.18
250  271.09
251 267.06
252 148.1
253 191.1
254 241.2
255  166.09
256  599.5
257  189.13
258 298.19
259  487.21
260  489.11
261  115.05
262 298.1
263 283.17
264 330.07
265 178.05
266  540.43
267  220.08
268  163.13
269  274.09
270  242.64
271 319.16
272 430.24
273 144.07
274 252.16
275  87.044
276 2131
277 729.59
278 377.14

RT 1.mzXML 2.mzXML 3.mzXML 4.mzXML 5.mzXML 6.mzXML 7.mzXML 14.mzXML 15.mzXML 16.mzXML 18.mzXML 19.mzXML 20.mzXML 21.mzXML polarity

1091.3
778.96
363.12
427.81
562.23
892.61
653.85
655.98
657.14
218.04
847.51
1016.3
587.62
705.89
253.73
869.48
593.8
246.58
208.44
436.2
755.49
506.97
804.66
663.05
260.61
244.98
206.47
699.35
670.91
784.68
816.23
819.39
685.37
285.95
574.81
635.5
681.14
715.4
685.83
754.64
684.03
1084.1
542.11
575.61
669.06
739.42
520.12
645.45
194.57
1278.7
1040.3
1043.8
767.25
440.8
365.69
277.81
748.6
497.62
198.79
740.93
267.54
719.56
854.94
855.14
218.04
705.3
1067.5
715.52
666.95
223.84
486.85

12023.1
222576
21525.3
102511
8041.43
5812.57
720.19
12058.7
1628.21
73193.7
6180.81
80021.2
14959.4
79433.8
10409.6
7827.98
12922.6
64541.6
20860.7
13903.5
22928.1
146433
55063.2
4380.06
86170.9
7582.8
36999.3
27357
20836.4
76790.7
9319.37
3550.04
9343.31
42778.7
22952
9347.78
117443
24750.7
8810.23
112787
3772.73
8184.89
15259
33329.6
6236.61
6330.75
67078.1
3584.96
10974.3
4181.73
12808.4
1741.8
62603.9
15422.1
95513.6
37481.9
56771.2
2148.71
20840.4
7850.82
21055.6
23980.5
20642.5
1072.66
26469.6
9035.39
4772.74
39757.3
45339.3
15095.9
NA

71925
36538
96710
138024
37826
50784
6445.6
35436
7735
66531
21719
149342
34047
62699
19895
121026
91239
76828
6854.1
31995
52778
122985
63839
37437
105219
9009.3
20582
104125
101162
77511
17994
72367
47002
48996
118168
27809
39321
44639
18064
24539
108789
40463
NA
71065
55205
34253
93174
60115
6052.2
43062
78652
18265
78402
NA
17970
30935
71351
47773
2361.6
43998
18462
28548
64017
11797
10832
16228
49810
84465
42480
14456
5270.8

34811.4
17852.6
36540.1
75158.5
8592.04
5601.19
2010.43
24702.3
2395.56
69265.5
23174.4
80839.1
14969.1
91613.7
34451.3
35377.6
50292.1
48329.6
152554
30008.8
33970
68209.1
71452.8
13370.6
37379.1
5671.81
34869.1
41044.7
48553.6
63837.7
7607.43
8800.44
25584.8
28680.5
17480.3
10896.5
15509.2
44450
20195.2
37381.4
2102.62
211433
8663.32
26660.7
18432.4
39906.5
77584.5
8383.89
50590.5
12946.3
22393
6160.88
58986.1
10836.1
12554.4
30781.7
65616.9
4018.62
12385.5
25204.9
39710.8
12092.7
27947.1
5709.02
20453.4
20776.1
12686.5
53556.8
35377.6
43939
2476.25

91971
36233
50285
95631
22536
13047
1912
90032
12887
1E+05
29008
1E+05
23405
2E+05
39289
1E+05
97372
87002
8010
54838
26500
86965
64757
20531
68395
7163
76279
1E+05
1E+05
61249
12700
28418
46381
35625
76584
14568
17395
78378
39843
29538
2037
51775
21578
45755
32494
16935
90672
22418
5616
33725
85748
15288
81385
65819
30856
32604
65979
7029
27142
36943
24123
36667
54025
9521
86432
16175
38044
38653
44307
26791
6982

17247
22901
26047
206879
14633
21245
4921.8
31858
3421.8
65374
30093
93105
14022
133436
82674
13913
48336
35670
136690
19386
28466
15898
32345
27711
32879
6572.6
26360
24311
49312
136259
5473.2
2183.4
14881
28576
21186
6172.8
5452.5
36829
14452
40243
26623
11140
17171
29911
11919
7320.3
58852
7944.9
99824
24668
17092
3810.5
17327
37250
3639
33395
25025
10164
15873
8299.7
16524
13830
12268
2669.8
41430
12320
3966.5
64723
29315
81943
6246.9

56395.6
30295.8
208929
71003.6
34159.1
84510.1
5433.96
49673.8
8045.85
78698.5
88676.7
86660.7
53376.7
93518.1
53564.5
112201
78533.3
87381.7
16894.5
68598
31888.3
14433.3
53417.9
61625.1
64102
6281.88
46540.5
87985.6
69231.1
72005.1
22847.4
26522.3
51401.9
85327.5
82774.6
35544.7
36833.6
35077.4
34805.6
43293.1
21786.1
45451.7
42529.6
71615
26724.2
46068.7
101211
34142.3
16551.8
13684.8
64507.3
10978
90076.4
97324.2
32152.6
93692.8
65016.4
62031.4
32191.8
40777.5
21086.8
41436.8
65254.4
13596.5
34043
16598.1
30704.2
59943
33034.5
46033.3
8091.85

85023
44176
65910
147350
15223
5895.6
3936.8
43101
7185.8
45782
19574
143885
43623
85056
51289
70128
65251
37774
114481
69896
56785
113320
64797
37065
62773
7764.7
23283
75029
74419
95651
19116
18180
36409
41958
50191
20203
27177
45513
13507
48592
7001.8
39374
24210
28220
40954
37917
68955
8663.6
34801
20874
66569
10130
98531
63341
15791
24907
75792
7480.6
44377
46467
12671
27527
50673
8041
55047
13516
21254
51184
35984
22767
5341.4

73596.2
64671.3
121439
96095.4
88246.7
4068.73
14364.7
83332.6
24716.8
63920.4
20831.6
48700.1
166592
55928.9
111983
163711
21618
45861.9
13589.7
71216
108468
138750
29336.4
28852.4
13111.7
NA
54892.6
105908
115919
82776.6
25997.1
38072
NA
47289.6
78872.3
95554.3
111859
91741.2
53190.1
42478.7
7719.26
83500
32453.9
62350.7
50208
13525.4
86912.7
47285.6
12929.5
26974.6
54257.2
7009.81
46552.1
41164.3
36697.8
35432.2
44957
70954.8
26781
66883.2
16671.7
84319.1
74778.7
14260.7
24041.1
17242.5
43462.6
58168.1
70700.4
42223.9
53828

58911
19575
207040
123398
128606
3695.1
196409
74354
27772
57330
7068.1
65377
122230
54698
102527
78110
158103
26701
71206
70700
52099
48770
145386
23208
21848
NA
58520
93658
106415
87977
79998
41894
70121
46041
61436
107049
102931
87755
91340
29641
12984
73414
35871
65226
41396
19846
95580
31997
22650
41796
42807
6760.2
49466
49772
45745
30703
60681
60463
47347
33318
17958
58225
86856
13611
38502
22298
50613
62717
60470
47981
44415

223820
39009.1
148698
49678
205248
4537.12
12162.3
144908
37264.6
31660.7
8707.93
43529.5
109859
92373.2
88353.9
52345.7
85573.6
44183.2
38957
56342.8
32249.7
1183.9
30133.4
17777.1
15772.3
NA
47190.5
89003.2
71475.4
85254.2
134649
22824.3
123320
30405.4
22362.3
116489
116113
99240.6
57855
36566.9
12226.9
107105
51703
36317.4
55877.6
13555.2
81937.5
33766.4
33934.4
78984.3
42293.3
7500.9
39119.9
73584.4
6330.38
21528.4
27471.7
92982.6
84418.4
37944.3
20335.3
90152.8
87873
9742.29
56165.4
18000.6
19860.4
76824.2
46671.8
22504.7
79416

82226.4
48435.3
72290.9
53418.8
113492
5754.17
14750.4
43160.9
20914.3
94813.9
8260.49
65321.8
126918
33336.5
79110.3
64470.6
131010
53855.4
65090.6
65215.6
NA
63288.9
47295.7
4749.43
23326.6
3103.19
43957.9
86673.7
137265
92489.4
25365.3
32464
81835.1
43022.6
74261.3
107708
116373
66422.5
36567.9
63036.9
9716.43
104020
12881
68905.7
40381.6
18622.5
101418
78754.7
9943.39
99616.7
42740.9
7875.8
81950.1
26730.2
23182.3
31184
45208
43414.8
60786.1
25361.8
20696.2
62345.8
89848.7
8958.7
88663.9
20920.2
32789.8
74465.9
80518.2
24304
15832.8

36779
30096
119633
113305
130917
4015.6
64926
65741
23416
34979
7980.8
41814
150726
43396
81972
59857
160641
34209
43627
61468
29431
15020
90238
23936
15724
NA
24750
92906
65596
85068
53507
36784
64555
19700
22034
106409
110957
66606
114807
35895
28907
63461
27593
22266
32053
21179
96923
43981
33705
59743
36703
73135
48840
65854
36343
13346
57412
51096
92468
46490
18041
44619
74626
8038
65618
17948
28984
57952
50167
43784
40775

70378
33302
52765
119909
60751
1612.6
193749
105266
22658
33879
9163.5
52271
116756
74905
111063
52341
70315
27655
41548
152305
125653
145963
44338
13394
23930
4099.9
34898
77571
72763
77599
25686
29547
NA
28546
50735
66378
81352
68428
34926
53335
19591
63400
49692
26506
28762
17154
62492
76063
22500
52688
40845
5754.7
65739
24699
26968
33544
NA
46338
65391
56583
13205
51236
55375
5824.1
47801
17647
37628
85499
80389
50563
54689

59863.7
26297.4
66721.4
153456
72673.2
3411.87
11763.8
93473
22780.9
45767
8240.47
69355.4
107050
47431.4
102873
97932
77123.5
42021.5
27846.1
100771
149285
127345
46779
13136.5
37835.3
4166.27
49349
92304.8
65376.9
74199.1
19185.2
28438.1
57648.9
30523.2
57330
72445.3
92311
114980
72875.5
30071.6
18629.6
75881.8
23530.9
29155.1
20966.8
27356
66162.1
99830.1
15987.8
61039
45385.9
7488.24
72087.1
53736.7
26799.5
36591.8
51716.3
37704.4
51780.1
38992.2
23513.2
55332.4
57416.6
7721.01
59640.5
21368.6
37150.6
54698.5
82833.3
40512.6
41955.6

positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
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peak id Mass
279  189.13
280  243.65
281 134.04
282 291.08
283 159.07
284  791.56
285  432.28
286 44041
287 1441
288  288.14
289  228.11
290 2511
291 266.14
292 191.07
293  250.05
294  313.06
295  283.02
296 2917
297  599.39
298  158.15
299 202.14
300 97.028
301 375.11
302  265.11
303 105.1
304 116.03
305 371.23
306 234.16
307 95.06
308 351.16
309  119.02
310 188.12
311 375.22
312 78854
313 814.56
314  813.55
315  140.07
316  124.05
317 29217
318 575.5
319  601.52
320 630.56
321 104.11
322 1981
323 442.29
324 569.33
325  463.8
326  880.59
327 148
328  432.27
329 362.76
330 204.11
331 124.05
332 175
333 186.15
334 347.23
335 262.05
336 85.028
337 107.05
338 130.03
339 249.07
340  234.08
341  343.16
342 186.15
343 324.06
344 210.09
345  119.08
346 460.27
347 114.04
348  159.05
349  144.07

RT 1.mzXML 2.mzXML 3.mzXML 4.mzXML 5.mzXML 6.mzXML 7.mzXML 14.mzXML 15.mzXML 16.mzXML 18.mzXML 19.mzXML 20.mzXML 21.mzXML polarity

11485
856.05
852.56
852.66
228.11
196.82
257.59
213.47
669.78
667.55
757.31
437.2
462.8
794.4
11311
853.56
839.15
1332.7
216.31
235.18
582.43
800.71
851.61
1184.3
1121.4
788.13
263.2
493.28
758.68
718.68
662.07
888.46
888.59
195.82
195.38
195.8
634.47
376.66
635.75
196.17
197.5
197.38
412.96
874.21
207.65
207.69
208.89
199.9
809.62
606.58
264.61
232.15
423.1
589.84
625.83
1026.2
753.38
784.07
818.43
423.11
847.41
973.38
764.2
631.2
813.89
794.88
629.41
225.3
575.83
271.98
425.22

2476.41
NA
15102
10008.2
18737.9
65647.1
NA
30363
4400.68
575.14
20229.3
NA
3336.34
5643.05
41800.9
9127.03
32746.1
45320.2
8619.44
39037.4
2431.78
9850.49
NA
2397.08
3533.96
31974.8
17053
3110.85
55278.6
3040.01
5752.66
8137.68
3154.82
24728.6
23006.7
11489.2
10586.5
46079.9
3764.78
8511.12
8008.01
NA
32934.3
18120.4
6966.28
3692.77
1702.65
13764.7
43463.3
NA
2315.84
30596.8
32763.5
39760.2
1742.71
976.18
32931.4
8380.47
3059.15
9348.71
2386.31
29676.5
20416.4
1776.67
18862.9
14703.3
14995.8
19213
6641.31
12190.9
5409.52

19697
20092
53317
40661
25538
20308
11454
5573.8
16050
4628
16384
15228
21012
24963
42633
24612
44909
62004
751.86
35766
8502.8
22223
16283
7880.3
6688.1
19571
7245.8
14278
16044
44576
38094
23726
8951.2
13985
6688.4
8234
14134
29701
5070.9
6923.4
10743
3167.5
21044
37028
819.74
NA
NA
38368
28661
NA
NA
15496
17027
24967
7158.8
73233
13314
19480
8506.9
NA
29530
20261
17277
6406.8
30303
30876
8344.4
7789.4
NA
4817.1
12171

9262.76
10985.7
20147.4
14666.7
21821.1
65382.2
NA
18233.8
11118.7
1432.69
37222.9
2902.21
7401.13
13516.6
40837.4
14419.3
31489.6
17083.5
7169.68
31314.9
5903.97
19665.3
1322.68
3604.21
4516.73
16386.4
13652.6
8521.95
46376.3
7425.39
22091
10457.9
3903.19
34276.3
21228.6
182413
6619.78
20655.6
5577.14
18592.3
9102.76
3738.47
31060.1
29230.2
NA
NA
NA
27088.1
39582.7
NA
4608.57
5382.73
27266.4
23349.4
2936.13
3034.18
15730.3
12803.2
8292.23
5503.32
9670.67
18555.1
24471.1
2936.13
16463.1
20459.4
9039.94
12496
8785.8
5665.29
13120.1

15701
26584
73949
54118
21331
20027
16004
38350
13157
1735
21362
12332
4706
24264
46966
34899
42320
34370
26044
37112
2098
31194
59058
16107
9863
31064
8120
4852
54270
10650
25964
25794
9795
14150
7385
5393
7144
43382
6482
6827
4549
NA
45120
44709
17276
4630
3004
16885
26812
NA
3179
28475
39793
32899
NA
9900
22951
15989
11649
2675
28598
25486
18571
867.7
28095
32643
13032
23475
23488
NA
21805

10542
3856.9
13167
8646
10183
41123
43399
25252
21545
731.85
6761
5503.6
1888.2
9807.6
44756
15383
21139
29335
23033
20793
5886.6
18442
3495.8
3264.1
5436.6
7289.8
15630
5784.9
27303
3235.2
13478
3977.8
NA
26025
14780
9948.9
9553.9
9219.9
5142.4
NA
7261.8
NA
23233
28042
6594.8
NA
NA
8287.5
30941
NA
41778
20043
13536
34495
5452.2
2462.7
9909.2
11575
6258.5
14880
6840.1
22484
18652
5452.2
NA
14949
4716.5
13996
77311
8542.6
8370.4

23254.3
19008.9
54267.1
47943.5
9520.27
71345.6
70516.3
35554.7
17040.8
2205.36
10520.6
39777.6
26171.6
19409
58265
38998.7
1563.31
31042.2
15299.1
24908.7
10931.9
34392.4
5421.01
6654.01
22955.3
20881.4
39745.9
19175.4
28486.5
25385.8
33555.7
35979.7
13915.6
31162.9
21191.4
15425.6
18944.4
30843.8
5127.47
19615.1
10081.4
3745.99
35411.8
37265.9
5249.63
4348.53
NA
32031.8
30603.3
NA
2383.41
40594.3
26789.9
29128.4
8048.83
8633.9
13528.6
14869.9
9872.14
6854.9
24774.6
23929.4
14426.6
8048.83
14115.7
20928.3
25584.6
6801.31
23507.3
24897.2
15243.2

17575
20270
29095
21829
23708
40766
NA
26436
26171
2101.4
9573.5
5032.8
16331
11641
46661
21306
41201
24087
25406
33411
3894.4
33273
8050.7
7772.9
7646.6
10806
10573
15514
20371
16033
19144
18910
8257
32551
30667
16728
14017
20646
5283.1
20234
11467
5633.2
21060
23253
6271.7
4088.1
NA
20847
34616
NA
20864
22550
30648
34149
3345
10675
17416
14224
9319.2
2612.8
12968
22076
20784
3244.9
17661
26737
12017
7813.8
13936
14597
15509

29622.4
75330.4
56765.2
40150.2
117116
32037.7
25452
24695.3
42967.1
8368.28
27588.1
33499.4
52835.9
64196.9
52915.3
19525.6
55232.8
28403.9
15214.3
20669.5
7779.07
NA
9649.27
32636.7
11475.1
NA
10923.7
17870.7
17892.6
NA
34567.6
22895.5
9865.35
33742.8
12109.2
13067.9
9106.62
21506.1
11338.5
19973.2
10040.7
8020.96
31642.2
34952.8
10461.6
4054.36
2443.72
36895.4
23961.3
43125.2
2566.4
25517.9
25742.4
29244.3
6549.35
10629
23065.9
29951.7
26295.1
7473.64
35146.6
18810.3
11741.4
3990.87
NA
32646
31042.6
3065.01
17412.3
6148.16
16406.3

24275
69625
54727
40018
7672
27753
21434
37512
63975
14112
23356
66396
65613
52109
55420
31850
29951
33558
26556
12130
12210
5361.4
6420.7
24037
17175
16331
10618
25350
23538
47320
21115
26915
11464
25044
16485
11806
18367
15179
37448
23110
14278
7869
31711
29296
20108
6955.1
4956
43267
32447
30260
6572.4
14646
18752
22104
7433.4
19420
22661
18942
17318
4042.5
29961
19038
17337
6584.1
21496
14268
31284
8483.7
15585
12367
17462

39756.9
52622.9
18711
11161.2
26545.4
24289.4
10905.3
35135.5
67395.9
18490.3
67144.3
36389.7
11882.4
26221.8
29519.4
11994.9
3430.85
2323.71
50047.5
171123
6280.24
2905.48
NA
32304.4
57513.2
56611.5
5147.56
477721
26023.3
53096.4
20336.3
24265.8
8683.26
41988.8
13237.2
7997.79
51592.2
15208.8
4307.4
23649.9
16473.3
4600.18
27166.6
38711.4
16073.2
5744.22
2913.09
40171.7
32096.9
30781.9
4393.2
34330.9
23814.9
26238.5
4531.08
28042.1
26039.8
15313.1
33563.4
10687.2
13816
22825.9
21969.6
4531.08
5885.89
27510.7
23737.8
11052.4
NA
30004.3
25114.7

19173.7
61966.2
56386.8
38948.8
74565.5
16122.5
11430.4
39029.8
53678.5
9494.99
35639.8
30679
11097
36334.8
63999.2
20042.5
62583.5
6756.77
46177.8
26018.5
16612.7
17227.4
39385
21449.1
13561
NA
7170.58
20992.5
23999.5
33116
51106.9
20931.2
7229.64
15120.2
9284.61
7724.72
31571.1
13173.2
NA
14689.4
5843.04
4344.63
28062.5
27090.2
43931.2
9960.46
9906.4
17298.4
23322
31120.7
6236.35
13056.3
23403.7
24694.5
6896.79
39649.7
29919.5
29092.2
10390.6
7874.61
23382
22610.7
25830.9
6292.13
18676.5
20519.4
7698.18
20048.1
NA
6379.8
25345.2

16676
34587
28582
20097
3237.1
39187
10026
67809
45211
7285.2
51524
53876
27912
37640
61267
21121
4370.1
32120
61823
12467
19785
3694.8
24335
17575
18987
14688
6336.4
28794
21281
48753
43784
16685
5972.3
45989
28386
18239
10416
13249
21102
46638
17343
8629.5
33206
28502
40788
8275
6830.2
39768
34793
23287
10624
12641
22386
29217
11347
16500
38886
10814
12672
6705.7
18260
21988
27166
10909
13602
10818
23681
7045.6
NA
10754
19302

32424
21907
44814
30352
5797.3
30310
17691
35419
58607
5579.3
21393
13513
12815
43189
39798
12904
50137
27210
45217
9814.2
15097
10474
3184.3
35873
6952.5
24993
10486
4315.2
25598
54623
41597
18093
6906.1
40744
25128
21927
17365
13000
18438
34841
16569
8658
44450
31166
30537
7270.1
5363.8
37545
20036
32270
7811.8
15719
15497
15055
11082
28253
21907
36295
21245
6788.9
18960
17696
12773
6822.8
12286
13792
32594
17638
15712
7322.5
24352

27404.7
37379.3
43137
31270.4
NA
30813.7
21052.8
35031.9
51299.6
5898.7
46379.1
30012.4
21788.8
47136.2
49820.6
17757.1
56844.4
30294
48329.3
12061.2
12145.7
12397.8
10502.5
20533.3
13267.6
16401.4
12331.6
16086.3
24780.2
48639
39768.8
25838.2
10500.6
35290.9
21035.4
15239.5
10737.1
11640.2
47329.4
33887.6
10098.3
6696.61
36161.4
38064.6
35922.2
7788.16
6132.77
38897.8
29247
33134.2
9646.36
NA
17343.6
18087.7
7893.71
18188.1
14554.9
38440.7
13643.9
6887.07
24375
20167.2
15063.2
6379.57
13438.1
17208.3
29207.8
19429.4
12618.2
NA
24122.1

positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
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peak id Mass
350  150.08
351  159.61
352 97.028
353 204.09
354 269.12
355  164.09
356  134.08
357  255.06
358 88.039
359  221.15
360 221.15
361  170.08
362 144.07
363  114.06
364 572.3
365  221.08
366  295.23
367  74.071
368  163.06
369 362.28
370  313.27
371 112.05
372 309.2
373 279.23
374  114.05
375 342.24
376 144.1
377 24415
378 298.1
379 195.11
380 185.07
381 290.17
382 307.04
383 299.26
384 239.14
385  444.03
386 330.07
387  168.07
388 493.29
389 325.18
390  168.07
391 277.15
392 198.09
393 240.11
394 193.13
395  290.21
396  347.17
397 78.956
398 144.93
399  172.07
400  440.36
401 206.08
402 3582
403 176.96
404 246.24
405  78.956
406 286.11
407 297.24
408  303.24
409 21821
410 14294
411 84911
412 549.49
413 233.65
414 204.07
415 151.1
416 232.1
417 3023
418 17213
419  338.34
420 284.14

RT 1.mzXML 2.mzXML 3.mzXML 4.mzXML 5.mzXML 6.mzXML 7.mzXML 14.mzXML 15.mzXML 16.mzXML 18.mzXML 19.mzXML 20.mzXML 21.mzXML polarity

808.64
11171
757.53
755.36
579.34
808.75
7717
806.94
839.31
950.05
958.69
464.19
532.03
813.72
217.17
807.74
218.49
409.2
286.34
222.53
207.67
789.43
983.44
213.09
536.75
542.36
295.47
364.51
806.14
537.75
753.57
753.82
640.97
206.71
436.79
878.03
860.49
660.45
206.4
1109
465.13
677.46
595.06
814.2
1053.7
1054.9
855.63
1086.1
1065.4
812.3
222.03
479.24
1166.1
816.94
20.05
1140.8
657.5
213.8
1353.8
69.54
910.29
1085.2
196.59
975.85
269.9
415.53
232.73
429.49
495.11
14131
1085.2

3032.18
380.44
5309.9

16862.8

7847.15

3739.97

10297.7

5763.57

3163.52

1286.31
931.65

1981.21

7299.89

3855.08

NA

3351.93

20964.7

12189.4

11619.2

2520.03

3059.44

17845.1

9328.31

8655.71
6794.8

NA

1158.06
670.19

8647.67
626.37

8777.69

NA

16735.9

8032.29

13044.1

6269.04

5200.06

1106.61

3188.36

15736.2

3048.57

NA
9890.69
NA
NA
NA

1335.34
8008.9

4748.87

2115.31

2053.22

NA
980.99
4400.6

8706.13
5637.3
532.83

444518
208.19

6901.73

3800.24

6101.69

1462.07

NA

3880.46

3291.57

5442.83

2159.27
323.41

4632.12
689.82

15044
4622.4
6846.2
11966
16324
26825
22929
6190.2
8099.9
14978
11588
4176.8
23506
7755.4
2742.1
5942.8
6469.2
11686
2073.1
9612.2
8484.7
13459
8466.6
20115
6688.8
2035
2196.5
6787.1
17114
NA
11332
6962.1
7650.1
2697.5
6748.2
16654
13511
4323
16263
13485
9357.2
4511
5259.9
3122.7
2610.2
3630
10591
8194.4
4966.4
3748.3
1848.9
3263.3
8066.1
7020.7
9128.7
5954
6429.6
1520.1
3375.1
8185.6
4745
7241.9
1806
6525.8
3046.1
5296.8
2825.5
NA
NA
5036.8
2346.4

10044.4
838.46
9078.74
9208.96
10854.5
8649.39
21748.8
3239.24
3013.1
3635.05
3383.63
1415
11216
3592.28
NA
7179.77
10400
9860.44
7920.4
NA
4670.2
9361.69
6927.64
6658.23
6235.17
939.36
22126
1822.22
11370.7
1287.69
7489.29
NA
10140.4
6310.84
7834.06
8370.87
8951.72
NA
2080.95
11160.8
1635.07
NA
9059.98
NA
844.22
995.8
3834.06
6862.33
4873.86
2124.99
4065.58
3253.05
5451.65
5412.33
8738.91
5471.93
2386.68
5322.55
864.7
7532.01
5403.22
3683.6
5448.88
2139.64
2848.45
5579.17
4260.23
5325.84
1175.89
3992.36
932.47

7938
1912
6083
13498
11041
8142
17683
14880
10910
10302
8767
2809
11875
4206
3295
10966
19936
20864
2932
8872
6067
11030
5733
7108
8587
2186
1986
5828
15943
1151
9684
NA
10364
9624
7315
10362
9704
6243
9338
11606
6544
NA
9424
NA
2767
1420
5417
7736
5411
10542
7036
4751
7386
6648
9210
5861
3891
2506
5492
7652
5710
3862
1407
5398
3499
6346
4490
1414
685
4363
2115

4216.6
753.24
2339.4
11453
7304.3
NA
15322
NA
5040.4
1994.4
1994.4
2029
7918.3
1438.1
NA
3724.6
10862
5806.2
12230
4251.1
8740.2
5670.6
12593
14944
5989.6
696.48
3830.8
1830.4
3105
971.65
5261.5
NA
11158
8549.2
11331
925.62
5533.9
1675.3
2670.2
13945
1721
650.89
3104.5
NA
614.81
853.63
1142.9
8217.4
4610
NA
10495
2321.8
4079
6415.1
9348.7
6447.6
1116.1
5039.8
NA
7430.2
6364.3
5440.9
NA
696.85
6931.8
3109.5
3451.5
6121.5
462.42
42111
521.17

5465.66
1722.49
5612.53
11156.2
14876.6
7575.8
19912.6
6612.79
7515.6
7691
6359.01
5561.41
10701.3
3747.08
2798.79
6673.84
16008.3
19978.3
9013.12
10112.5
5153.27
12273.7
10559.5
12156.5
15354.4
2061.37
2081.73
8104.88
6400
5302.24
NA
NA
10293.5
12819.8
8198.98
8071.06
13309.6
2996.48
10047.3
11331
2325.41
1554.04
13582.4
NA
1987.81
1717.55
10330
7506.86
6316
3778.02
6649.35
10452.7
5646.05
6917.7
8201
6102.33
3566.07
8276.12
3934.11
7215.49
8054.97
4756.62
5783.57
5574.02
5541.17
4720.91
4104.54
1394.9
1348.3
4264.04
2376.86

7528.9
2310.7
3838.8
9024.2
21374
11305
13212
3299.9
4701.3
7101.8
5673.4
5217.7
23041
7621.8
NA
6350
8182.2
5989.4
6604.2
6274.6
8942.2
11687
9877.1
9404.3
8199.4
1349.1
1883.8
2305.8
11597
1500.2
12690
NA
7122
8050.5
6835.5
8358.8
16477
4442.9
6471
13193
42976
3454.2
9641.8
NA
3262.3
1553.9
5774.9
7885.6
5115.9
2580.9
9396.9
4846
6292.6
8835.4
91445
5398.1
2636.3
6685.8
5271.2
7579.7
7561
34765
5544.6
2493.4
2887.4
4454.4
3602.3
4997.3
566.32
4393.6
1675.6

24678.6
15701.6
13613.6
16066.9
17795.9
NA
14058.9
5145.06
7868.31
25018.1
24555.2
11007.3
11757.8
5529.57
10067.1
NA
9332.08
8890.23
11886.5
17318.6
19031.3
18414.5
9348.88
13314.3
13551.5
12588
7150.28
8632.91
10277.4
7756.86
15623.1
9080.82
8706.74
9768.92
6897.95
4414.29
8923.2
11935.9
15342.3
13253.8
6097.13
10261.6
6226.12
6607.54
10559.5
6310.83
6991.76
7979.6
5377.05
4451.22
3501.73
NA
8448.57
4954.75
8909.09
5189.4
6722.95
5317.09
8168.32
7659.64
4898.47
4471.98
4236.89
5536.06
1779.97
3392.22
4407.74
5759.32
2913.07
4319.33
5608.31

21774
22614
8241.8
13642
12417
15564
19006
7632.8
14713
15223
14060
13226
22014
5898.2
14136
20929
3952.7
9805.6
16827
12314
7629.2
15887
8770.2
6626.5
16129
13749
17192
17154
16910
12330
10010
11270
12375
9400.8
82175
7403
13168
14159
7788.7
13943
6143.1
7621.4
NA
14192
14089
10305
8140.3
10595
7936.5
5247.1
4084.1
7498.3
9001.9
9644.9
8559.5
5580.6
6455.4
3894.6
7180.3
7700.3
3960.3
4502.2
5255.8
6409.2
2882.1
4389.5
3382.6
2996.3
6003.9
3817.2
5172.8

28370.5
8583.99
15299.1
28209.9
21057.9
14474.3
24767
26345.5
25600.2
15417.9
15110.4
24532.1
17640
12376.5
22293.7
13230.8
6404.47
8769.03
20593.6
18009.8
14126.9
11894.1
12388
17547.8
17425.2
10050.2
10156.3
6862.71
3130.93
10189
12500.7
11940.7
14583.2
8583.09
7968.53
1933.1
7352.1
16450.2
11706.6
2421.36
2406.38
13954.2
8307.13
7903.35
10336.6
10788.4
5087.16
9081.45
5341.14
4578.53
8062.62
NA
7486.84
7945.55
9242.5
9081.45
5750.72
3150.96
2348.94
7378.87
7012.08
3248.05
2973.48
5683.5
4372.52
4435.35
6193.24
6175.8
1937.47
4563.16
852.45

21150.8
28887.8
21019.3
15021.8
19149.5
4525.3
23869.5
NA
8154.11
20310.4
19709.3
9669.23
17535.8
15816.4
3239.85
12629.8
2936.82
8860
877352
6512.65
4092.38
15263.1
10164.2
722353
12893
7809.92
7402.19
10660.7
10707
17083.5
16707.2
13095.8
15781.7
6522.7
7723.36
6417.81
6753.57
12051
2461.71
8902.5
4652.94
6496.25
8987.69
14000.9
9397.26
12299.5
4707.73
8196.95
4453.23
3530.53
9676
NA
9997.45
5808.67
8926.92
8196.95
7196.09
3341.66
3748.09
7335.13
4190.33
2647.48
2068.09
5474.2
4855.74
4849.68
5466.28
1143.95
3499.22
497111
3192.31

29010
15801
12240
11687
11363
13651
26626
4317.2
3981.3
16773
15603
14771
23528
14265
10492
14162
2887.1
9030.8
12252
13494
8718
11058
11651
8116.4
11346
5718
9261.2
2451.6
91735
9660.5
15001
8590.9
16564
12855
8665.9
3706.7
13081
11545
7910
13560
3986.5
7433.7
6809.5
10117
6648.9
5537.1
6364.4
8037.9
5164.3
3535.8
9141.5
9302.2
9176.3
8774.3
9275.8
7270.3
5681.5
3110.7
3524.1
7394.3
3100.1
6140.7
4626.8
4081.3
2381
3520.1
2832.4
4987.8
3729.1
4457.9
4730.5

18475
19987
16024
17365
3695.4
11196
23548
4454.7
20077
14050
13293
6713.7
16472
15547
21588
14415
6429.4
11650
7883.8
19326
11566
11748
9516.4
7486
16334
9734.5
4868.5
5142.1
8351.3
9139
16967
16826
3508.1
6849.9
5228
4275.4
5081.7
11288
12083
9945
3485.5
2063
5603.3
6497.1
4053.3
9848.6
4618.2
7510.6
4573.4
2625.6
8886.1
NA
6044.3
5779.7
9251.7
5116.4
3740.2
3021.6
7274.3
7023.1
4271.9
44455
4193.5
3747.7
2528.9
2801
2428.1
3983.2
2971.6
3774.8
2464.8

21590.1
18148.5
28266.3
13729.9
7511.64
NA
22969.5
3870.91
6214.84
14237.4
12983.4
12794.6
13178.8
5091.08
12840.8
NA
3575.35
11930.5
8815.23
16094.5
114113
10450.1
9563.91
5810.09
16934.2
14625
5265.92
8784.83
9188.92
15759.1
12553.4
14770.7
5212.95
9319.8
6092.78
4860.2
7366.35
11897.4
12678.6
9839.12
5798.62
5218.99
6094.16
13255.7
6649.55
9755.09
4840.21
8146.46
4813.97
3568.15
8969.31
9138.67
6789.6
6938.17
8666.23
5212.89
4901.72
2326.72
8265.37
7220.06
4874.27
4463.99
3609.58
4311.68
3780.34
3135.17
2486.42
4003.3
3694.87
4192.03
2934.03

positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
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peak id Mass
421 184.17
422 89.024
423 221.01
424 128.04
425  124.01
426 249.02
427  145.06
428 267.07
429  535.15
430 557.14
431  146.05
432 306.08
433 133.01
434 274.03
435  159.01
436 88.04
437 130.06
438 261.13
439  117.02
440  187.04
441 925.71
442 96.97
443  176.94
444 292.92
445 153
446 158.93
447 130.09
448  480.31
449  556.33
450  541.33
451  584.36
452 524.34
453 554.35
454 259.02
455  164.07
456  214.05
457 175.02
458 96.97
459  171.01
460 3181
461 197.02
462 256.1
463 242.08
464 226.05
465  230.02
466  132.03
467  111.02
468 243.06
469  265.04
470 218.1
471 281.1
472 500.28
473 180.07
474 188.94
475 228.93
476 2949
477 334.9
478 400.87
479 272.92
480  347.89
481  367.88
482 440.86
483  506.83
484 484.85
485  204.97
486  270.94
487  546.82
488  310.94
489 376.91
490  115.08
491  167.02

RT 1.mzXML 2.mzXML 3.mzXML 4.mzXML 5.mzXML 6.mzXML 7.mzXML 14.mzXML 15.mzXML 16.mzXML 18.mzXML 19.mzXML 20.mzXML 21.mzXML polarity

376.22
592.4
592.74
601
809.38
808.56
784.44
621.67
621.75
621.52
768.73
750.09
830.72
830.73
830.36
774.43
772.21
771.38
797.5
587.54
589.04
813.82
814.34
814.14
819.79
814.33
606.78
245.88
251.59
247.7
244.49
248.24
248.61
807.73
580.66
794.42
787.65
778.98
743.72
742.71
743.47
742.95
743.19
743.86
742.9
783.2
575.4
575.62
573.92
517.57
513.6
242.8
715.65
980.36
982.33
981.1
981.64
981.83
980.84
982.04
981.94
981.35
982.14
980.74
980.75
981.25
981.31
981.23
981.26
271.66
712.7

2085.86
2523496
1621.12
94696.2
2247716
230524
301448
1254059
250188
9650.66
850385
NA
303838
3487.47
592.25
255654
49600
NA
25375.6
846617
1643
324665
23963.4
1906.37
NA
NA
68720.3
16713.1
62923.5
NA
22890
NA
536.92
201589
53456.6
NA
974960
31444
NA
131918
NA
14946.9
NA
3467.38
1722.93
523421
167167
27285.5
5291.22
NA
2228.73
15663.3
30198.7
222808
139799
105588
89097.1
67702
55898.6
14143.7
6127.29
10247.6
9931.7
9497.02
6597.51
5202.95
3956.03
2143.58
2753.33
38094.6
53537.8

5186.3
1E+07
12672
537948
5E+06
737592
3E+06
4E+06
1E+06
14289
2E+06
4E+06
1E+06
69267
4849
NA
985620
32223
2E+06
2E+06
5060.5
864280
120784
9869.6
2948
1648.4
195902
18414
103184
44439
9570.4
NA
1495.1
600369
134499
282730
565443
29233
461010
283376
37105
35756
16766
7418.3
4408
641607
749927
144606
12967
234113
3080
9777.1
81384
301748
194990
NA
139808
110400
76845
26187
10563
15622
15364
16033
8514.2
8769.9
5501.9
3078.8
3358.4
107664
174161

2109.34
7822150
7366.45
198144
2732585
383723
1705034
2465252
750464
14196
1360272
943580
812593
27575.5
2135.61
1121969
663808
14490.3
782727
1738493
3206.89
511489
60474.5
3449.46
1659.93
803.29
121203
32458.4
116181
6085.8
14778.3
663.11
2481.47
309824
143440
179902
411773
43939.8
289908
219694
23766.7
24049.5
9570.44
6239.98
3462.41
506662
336103
45448
757757
63299
2314.59
10303.9
67200.9
256864
158922
132678
104768
79538
68641
18656.8
7902.04
11535.5
12367.6
13676.2
6658.49
6739.21
4352.22
2250.58
2940.72
63377.1
167381

4923
1E+07
17699
5E+05
4E+06
6E+05
3E+06
4E+06
2E+06
13522
2E+06

NA
2E+06
1E+05

9740
1E+06
8E+05
11959
7E+05
2E+06

4230
8E+05
87173
10498

2930

1160
3E+05
41249
1E+05

7036
14356

1043

1915
5E+05
2E+05

NA
8E+05
72499
4E+05
3E+05
31575
37762

13769

8957

2855
1E+06
6E+05
1E+05
12710
73465

1932
21867
1E+05
2E+05
94669
79322
65707
46875
48063

9158

3708

6953

6626

7244

5320

4331

2723

1617

1780
95233
2E+05

3952.7
7E+06
7623.6
235152
1E+06
103726
965940
1E+06
269603
8636.6
515708
667735
1E+06
72737
5825.1
600143
330016
6607.6
152905
2E+06
3485.3
463806
77214
6018.5
335.02
878.48
243246
299529
495302
46653
34609
5354.2
9879.2
130405
169642
98789
561907
68646
185595
136830
16799
16991
6079.8
3776.3
2155.3
245879
291854
54062
7541
61214
2042
16566
73782
404524
261485
234608
190793
160604
94312
45422
21310
25457
25823
21907
11757
11044
9108.7
4317.9
4716.3
79085
155270

2814
1.1E+07
18869.1
591390
3951774
583379
2355099
3840695
1550338

15437
1996257
2210865
2187518

116823
9310.85
1331092
722375
14480.6
962937
1997832
3687.86
1154869
200584

28076
3541.22
2645.18

232870
93034.2
268040
29994.8

32333
3000.86
5061.97
20018.1

231949
159065
1112173
95586.2
198169
128767
16287.5
15481.9

5736.8
3613.75
2445.54

709043
572552
121584
14277.3
219755
3565.16
10536.5
117728
398187
267733
237398
185658
161859
93198.4
44650.6
19890.9
24456.9
25001.1
20919.4
11379.8
10376.8
8736.34
4361.87
5221.89
144708
274834

3763.5
1E+07
17808
489303
3E+06
356975
3E+06
4E+06
1E+06
13368
2E+06
2E+06
1E+06
59243
4830.3
1E+06
475081
5152.5
2E+06
2E+06
3860.7
908931
154396
14197
2347.3
2277.9
260114
75247
147496
11030
15866
1167.2
3077.9
272983
235689
112867
594699
79494
159577
103509
13488
12211
4338.8
2712.9
1640.5
470535
424179
80978
8841.7
79678
1779.6
26579
110468
281601
181321
159694
129127
101969
73534
24974
11570
15581
15338
15760
9142.6
8516.1
5853.1
3407.8
3774.7
166783
302245

2679.9
1.8E407
214655
2485833
2878908
343369
4302602
4388697
1908257
13536.3
4015623
2522903
1749913
106374
9069.24
2036007
1265353
44936.7
2244496
1675135
3883.74
1138151
185355
17047.7
10949.8
2846.46
581740
1006394
886442
136068
61548.5
18056.1
15720.7
1386447
428006
1078218
1167.72
91238.8
782040
473484
69669.5
64906.2
75240.7
14808.8
8002.62
226659
759622
168878
13096.5
249883
3417.77
111670
163664
397015
253458
231978
185588
150450
94520.2
43764.8
20603
23548.6
23232.6
21608.3
11039
10511.6
8350.64
4482.61
5037.17
285872
256086

2522.7
2E+07
26343
3E+06
3E+06
426696
4E+06
4E+06
2E+06
14151
2E+06
2E+06
1E+06
54402
4438.5
2E+06
1E+06
51213
3E+06
2E+06
2954.1
2E+06
543360
86757
10483
6708.5
501847
570669
904363
113744
80675
13439
16886
312078
317275
722847
103835
53212
839681
489788
70765
66704
45105
14254
7622.7
150106
512501
113666
11306
302541
4123.8
82176
160510
424607
282447
260314
199896
167373
101567
47994
22905
24407
22764
21595
11601
11204
8860.6
4828.6
4940.3
428695
439776

1865.11
5900993
7136.82
4726568
2996014
346735
4502748
1765762
414990
10013.6
3536151
696169
3429871
178414
15155.6
2026994
1210331
45365.3
778003
1175460
2195.98
1690289
474504
60977.8
20025.4
7605.45
878785
507509
479455
75323.4
28812.8
10258.5
8818.35
12057.4
431392
768041
251195
66383
1080016
668931
98080.8
93437.1
44848.5
22475.6
10921.4
657380
256192
46688
5451.38
698654
8886.21
52626
475480
327364
218590
182506
145963
119868
79741.8
30360.1
13190.9
19250.5
17882.8
16590.6
9667.3
9553.18
6944.14
3724.82
4100.56
250555
564856

2234.63
1.1E+07
14115.7
1752095
1827142
167161
3812339
3839580
1427785
11672.7
1880320
2119905
1871193
115457
8828.2
3540427
1561398
107998
2185286
1720140
3597.5
1261641
240428
23127.2
12260.6
3699.91
290168
479790
576028
53532
43053.2
4609.12
6981.06
1438385
181476
1021116
66207.9
91886
945439
591460
73646.3
72950.7
77652.4
16762
10628.8
124437
548825
109583
9968.65
267163
3729.95
51883
102123
296956
196087
162779
130830
103634
78259.5
25864.2
10927.8
14120.9
15865.7
14764.2
8476.1
7938.83
5823.64
3120.93
3451.39
292412
134532

2761.3
1E+07
18216
2E+06
2E+06
243488
3E+06
4E+06
1E+06
12816
2E+06
1E+06
2E+06
73193
6381.5
2E+06
1E+06
71041
2E+06
2E+06
3901.5
2E+06
560134
82414
13088
8728.6
285750
1E+06
1E+06
137495
75001
15538
17392
20345
240635
576278
33803
68956
602425
415022
53036
50862
22904
10986
6632
200940
257398
45407
6377.5
347209
3912.9
47646
119527
396574
250138
225882
182132
151863
93150
43882
19142
24187
23064
22886
10580
11065
8316.5
4204.7
4372.4
574958
199825

5109.2
2E+07
32437
2E+06
2E+06
249286
S5E+06
5E+06
2E+06
13436
4E+06
2E+06
3E+06
159130
12023
2E+06
1E+06
49782
2E+06
2E+06
3442.4
1E+06
226650
19255
16625
3750.2
1E+06
1E+06
1E+06
156470
88818
25070
16760
1E+06
799872
1E+06
NA
88614
829941
489376
71165
69693
78410
14266
6729.7
301310
731792
165727
11853
311835
3123.7
214343
330505
401977
264748
241925
187150
156949
93198
42715
20522
25322
22445
20716
11954
10896
8355.2
4641.8
5178.2
377540
197398

4887.79
1.3E+07
38857.2
1984993
2583687
271506
3665006
4087261
1564361
14360.5
2702438
1982437
1174884
59389.9
4160.02
2073586
1232935
40729.7
2589045
1717551
3537.85
1609986
351117
29117.8
6704.89
4713.08
899479
552719
742857
144172
61013.9
18900.6
14993.3
1246359
558845
689962
853.56
87694.4
500641
282840
41856
37454.3
48737.4
8437.56
4182.77
131941
637426
136214
12254.6
255750
3449.43
133224
222909
376734
249193
226112
181271
148750
89681.3
43971.4
19421.6
25554.9
23295.1
20131.4
9827.31
9599.4
8717.97
4257.01
4154.9
480650
288570

positive
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
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peak id Mass
492  179.06
493  664.12
494 116.07
495  600.33
496 619.29
497  101.02
498 222.1
499  262.13
500  145.06
501  146.08
502  136.03
503  220.12
504  383.2
505  225.04
506  130.05
507 207.1
508  184.99
509  218.07
510  228.06
511  221.98
512 1451
513  245.05
514  236.86
515  374.77
516  238.86
517  338.82
518  436.77
519  292.83
520  474.73
521  376.77
522 260.91
523 514.68
524  612.64
525 320.84
526  320.84
527  298.86
528  294.83
529 3588
530 276.85
531 536.73
532 320.82
533  337.82
534  134.05
535  229.01
536  131.05
537  143.11
538  203.08
539  283.08
540  307.08
541 382.1
542 205.04
543 260.13
544 24211
545  103.04
546  174.04
547  118.05
548  245.04
549  114.06
550  104.04
551  236.09
552 282.08
553 173.1
554 369.2
555  112.05
556  289.14
557  168.07
558  273.15
559  204.03
560  75.009
561  256.24
562  103.04

RT 1.mzXML 2.mzXML 3.mzXML 4.mzXML 5.mzXML 6.mzXML 7.mzXML 14.mzXML 15.mzXML 16.mzXML 18.mzXML 19.mzXML 20.mzXML 21.mzXML polarity

873.17
678.15
684.24
224.72
222.92
705.09
705.09
705.43
703.56
705.33
705.76
704.64
704.82
705.35
705.79
704.86
846.16
742.13
745.04
811.56
1159.9
1155.4
1112.3
1112.6
1112.2
1112.9
1111.9
11125
1112.6
1113.3
1111.9
11125
1112.4
1099.7
1100.4
1113.7
1113.8
1106.5
1103
1113.4
1112.8
1112.3
544.07
798.23
795.41
243.05
653.79
656.63
640.84
757.13
866.97
869.33
869.15
607.27
773.92
764.64
696.51
696.75
818.39
276.35
699.68
1248.7
1249.2
562
560.54
560.97
560.27
733.81
385.86
415.74
559.04

471346
NA
31953.3
15923.9
NA
26453.4
25863.9
NA
NA
1665.17
4650.59
NA
NA
NA
NA
NA
NA
18818.3
5140.55
79337.4
124543
1764.75
367405
100732
76285.4
57797.5
57570.8
54302.2
43066.5
33347.1
13456.6
14658.1
13868.6
11944.9
11944.9
12920.8
11423.7
10367.6
7912.84
6856.92
6616.07
5167.15
NA
39563
15287.9
56176.3
NA
358.15
724.82
NA
1499.33
1300.5
1015.92
NA
251362
20270.4
74761.5
39826.6
10190.4
NA
NA
NA
NA
NA
1615.05
464.73
NA
2041.37
91454.5
11844.3
NA

456155
8068.1
85016

NA
NA

117763
111252
39433
3361.2
12315
8378.6
3417.8
2748.3
2106.7
2375.8
14775
129777
123674
21067
303919
107806
6295.1
364956
91571
78173
54537
56444
51347
43540
30959
16096
12798
12635
13053
12220
12914
12748
10733
6722.1
7249.9
4637.9
4944.5
22375
109781
47072
138509
43985
2440.5
41499
290883
150743
8448.1
6780.1
167257
95236
43015
172388
73565
40797
23720
123411
55190
2180.7
87435
35760
17305
660.82
12011
149585
13485
34863

544604
2732.1
45580.3
8152.67
NA
52512.1
51574.6
7850.14
6257.47
4226.35
4546.49
1418.29
725.32
1086.42
1151.49
573.84
98040.3
57456.5
8979.24
128539
56733
4855.89
250427
56620
53605.9
38366
36763
32304.6
25445.2
19126.3
12039.4
7760.58
7243.23
11085.4
11085.4
9364.02
7702.81
9982.81
6200.49
4860.93
3349.56
3619.92
16528.6
86470.7
44155.9
162046
39039.8
1225.16
11872.7
24574.5
33565
3239.88
2607.34
61833.4
239442
46923.3
95798.6
30832.8
34559.7
9331.65
63415
23238.5
364.09
20167.3
18080.6
7566.55
496.19
6830.04
190448
15662.2
12197.3

5E+05
NA
1E+05
45956
18168
77782
72599
15594
3465
6612
7687
1915
NA
NA
870
917.6
1E+05
1E+05
15275
3E+05
1E+05
8271
3E+05
63870
58442
42154
41014
35030
27222
21515
12225
8115
7701
11424
11424
10452
7695
9934
6101
5463
3527
3990
NA
1E+05
72664
1E+05
NA
3312
14115
NA
2E+05
6065
5831
NA
1E+05
67724
2E+05
64984
46133
24129
2E+05
53673
1845
NA
13105
6566
215.1
9695
1E+05
13268
13775

423401
3107.9
75326
NA
NA
34612
32945
3586.4
7649.5
2354
2560.4
866.82
NA
858.31
652.68
297
89122
23870
11948
62032
55404
6050
330420
85220
69418
50217
50512
46279
39378
29445
12997
11285
12326
13299
13299
11999
10742
10714
7401.9
6926.1
4733.2
4826.8
2151.8
62795
27669
191463
41504
1203.5
15601
27287
14785
1798.5
1325.7
78435
110523
36967
83202
51682
24754
13438
49819
39182
903.68
24928
7340.2
3580
NA
13159
181177
16587
27769

425643
6494.37
84543
66151.9
59491.2
102952
95267.5
31454.2
1840
10735.4
8754.01
3658.01
2281.72
1779.87
2224.28
967.09
277120
89222.7
14981.1
391687
90368
6945.82
348596
96079.5
74344.1
54464.7
54684.7
51210.2
44052.3
31890.3
13563
12876.1
11729.3
12765.7
12765.7
11670.8
12037.2
10800.4
7069.04
7602.77
5811
5514.14
68001.3
185571
73028.3
136441
67877.1
1701.62
46245.1
208609
281351
8101.62
7709.91
62562.4
242681
69281.4
172650
66819.6
50618
38367.5
248023
44865.5
1276.13
61621.3
43046.7
18622.7
891.18
13919.9
147550
13402.7
52615

312274
9570.1
76266
11486
32037
84531
77094
22825
5553.8
8847
5432.7
2625.8
1358.8
14115
1994.4
1132.9
93348
107575
11304
242092
77622
6618.1
326520
87706
69075
48096
48385
45351
35649
26960
11732
11625
10644
11506
11506
10619
10943
10736
7298.2
6227.4
4073.8
4361.9
38741
161425
48087
316722
57401
2769.9
32200
248678
152344
5286.7
42734
130637
179512
64477
174984
50854
38197
28776
183960
54597
2050.4
38922
35821
16871
804.6
6464
144199
13855
58861

442085
466120
193297
402817
188203
280072
257228
161003
34624.1
34407.6
6407.16
9201.89
6836.33
5431.38
6969.11
3585.6
114730
394163
144278
209036
162132
7202.85
353134
85455.8
74537.3
53495.7
54483.3
47650.5
42198.3
27477.6
15976.1
124475
11576.6
12472.8
12378.9
12600.9
11069.7
10310.9
6896.68
6603.18
4764.34
4556.19
136197
161854
143059
149349
105442
5287.43
294310
167302
247379
11358.9
9729.69
102096
86289.3
107421
253817
99761.3
168330
82384.5
194226
97038.3
6692.6
156255
210735
98948.5
4360.32
59325.3
140283
14640.7
148469

341264
551960
194220
303302
170838
408524
381577
295676
40442
54917
13057
13142
9381.9
9413.3
9248.7
6278.6
54513
180110
68022
353732
195951
6995.4
363738
95417
77821
55859
57252
50585
46832
29858
14759
13775
13154
11939
11939
12101
12522
9719
6714.1
7302.6
5505.1
5379.8
134346
16173
120711
207154
94516
5532.4
265625
112047
218019
5297.1
4698.2
159700
106932
135743
265684
176852
88330
128696
162114
104618
8679.8
166961
205489
96379
4662.9
19587
156000
15407
183793

518652
32203.5
242477
386421
314284
388915
338408
273107
16055.9
56561.6
16660.2
11024.8
6393.5
9074.23
8894
4267.69
26324.8
124410
64722.2
378739
281829
7655.8
30270.4
2310.5
6190.04
2633.12
1817.29
1957.18
883.93
826.83
3343.28
245.11
NA
5342.52
5342.52
1998.98
612.55
2834.03
2485.05
269.11
186.52
288.97
16816.4
6854.35
332065
176423
184491
4884.21
177609
78858.3
186825
4781.9
4246.5
41231.4
120264
226498
248417
260956
182911
102076
48586.4
108909
8427.25
242703
174454
85055.5
5029.56
224354
149551
15484.7
73434

294805
478034
112873
149589
80433.5
338141
314167
236676
35363.2
47741.1
9628.6
12091.3
10476.5
7802.9
7512.66
4887.4
67248.4
193650
35704.7
157569
158449
4623.55
107495
15892.6
22864.7
13165.8
10234.4
9174.06
5855.52
5186.05
7013.65
1687.41
1432.6
9923.84
9923.84
4980.02
2386.52
6239.08
4737.02
1552.6
961.24
1410.08
106847
130799
122644
150204
54855.7
4771.94
213897
123648
86100.4
5040.52
4443.03
76970.4
158200
84803.6
214340
76140
61557.2
57261.3
128985
77590.9
4367.89
123157
174119
78248.1
4928.71
44663.9
136374
13323.1
116149

376774
433009
103039
417725
175918
294185
279267
183085
35970
36465
12109
9942.3
9547.3
7011.7
7084.6
5159.5
35795
114952
44456
283771
104109
5332.9
319650
83622
67523
47779
48500
43523
37205
25926
14357
12254
10625
12825
12825
11169
10474
10377
7004.7
6423.3
4189.6
5254.6
134277
12610
79889
213261
82721
5462.6
158484
75587
196693
4813.4
4437.6
51703
218956
94423
233211
71193
57504
103739
136848
69456
4170.7
119868
176754
77125
4546.6
21445
167581
16552
106658

375196
371481
250737
400189
267731
390664
333158
271837
79110
57892
9680.1
11423
6147.7
6768.3
8640.5
5554.1
63766
376915
83956
235781
218357
13680
288648
71842
62354
44561
43501
40954
32453
23728
12436
10861
9993.2
11173
11173
10896
9914.2
9210
6509.8
5857
5520.2
4218.4
116957
123464
227192
148182
170203
4752.6
259500
193882
153719
3309.1
3355.1
116260
211055
175993
222777
127242
138819
93885
161535
176973
14494
170620
207042
105185
6700.9
96044
151435
17584
119881

433791
425141
229333
338868
171415
315974
284392
211244
57661.6
44736.2
9883.76
9452.79
6742.85
7435.67
7150.53
3645.36
64266.1
282970
117752
240270
192196
11247
324260
87010.5
70712.1
50806
48854.2
44907.6
38084.6
29477.2
12904.3
121742
11168.9
11248.9
11248.9
11625.5
11616.8
10688.1
6437.9
6256.67
5060.72
5312.28
103407
108949
169841
253469
137994
4327.85
284150
88368.6
249496
6841.57
6113.98
146235
87895.5
128377
230624
138351
66586.2
81717.7
123381
122136
9248.52
163739
183022
94325.5
4334.95
29806.1
141795
14648.8
147954

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO

280

peak id Mass
563  201.06
564  200.06
565  295.08
566  580.33
567  166.04
568  124.99
569  187.01
570  260.11
571  157.12
572 696.15
573  747.52
574  306.08
575  136.03
576  101.02
577 308.1
578  129.02
579  74.025
580  126.02
581  144.03
582  283.26
583  311.17
584  265.15
585  131.04
586  288.12
587  495.15
588  160.06
589  178.05
590  300.05
591  383.11
592 131.08
593  293.18
594  161.05
595  289.07
596  171.04
597  134.05
598  289.14
599  146.05
600  218.09
601  85.03
602  136.03
603  155.05
604  307.08
605  302.05
606 153
607  244.06
608  134.05
609  113.02
610  126.03
611  206.95
612 31291
613  356.9
614  161.05
615  190.07
616 413.2
617  119.03
618  116.91
619 1189
620  120.9
621  277.03
622  189.04
623  87.009
624  255.09
625 101.06
626  131.04
627  289.06
628  232.08
629  166.02
630  267.07
631  146.05
632  247.06
633  173.01

RT 1.mzXML 2.mzXML 3.mzXML 4.mzXML 5.mzXML 6.mzXML 7.mzXML 14.mzXML 15.mzXML 16.mzXML 18.mzXML 19.mzXML 20.mzXML 21.mzXML polarity

557.36
557.44
713.34
246.75
775.18
651.71
263.74
685.86
227.81
671.37
195.01
872.69
590.1
757.82
720.12
796.51
618.94
625.15
623.97
414.94
405.95
205.04
625.76
706.86
532.48
505.38
301.19
757.21
704.49
1091
216.32
846.06
852.38
793
818.3
691.88
622.01
594.18
894.73
621.93
640.9
671.77
962.92
669.96
752.69
422.93
760.45
790.83
985.42
992.71
983.25
754.65
543.47
226.01
615.7
328.11
325.02
334.44
872.19
639.35
878.12
485.77
33341
743.72
621.82
644.55
548.98
783.08
863.62
854.81
736.89

NA
NA
NA
NA
NA
21027.2
20195.9
NA
38785.6
NA
7265.93
11820.7
6897.18
7856.26
37467.3
29378.9
1321.16
NA
NA
80332.6
20066.2
18646.6
NA
22607.6
9149.38
6144.38
2091.49
NA
8714.28
2949.48
28537.2
20400.9
NA
4238.14
2463.38
NA
20794.9
1640.01
NA
NA
4381.52
NA
NA
4715.3
NA
1149.88
4334.17
838.33
41001
14668.8
8325.96
10921
2268.68
5058.72
1306
7713.56
7548.07
2394.97
1988.72
31213.6
NA
NA
6519.68
3488.97
27578.2
NA
6100.96
11138.8
1745.8
367.93
12805.3

20885
3949.4
39997
3636.6
143071
72378
144402
80479
142084
11134
NA
138424
22492
73520
31993
47178
2638
2756.2
5665.3
87328
31608
44310
25473
80695
104812
22142
29577
22623
29769
19318
49678
26719
52012
24498
36101
12182
36959
16247
25190
NA
6817.6
NA
11710
4637.9
15009
13804
12125
17230
40776
12976
10950
17554
3654.2
6455.7
4169
21440
21089
6833.4
40805
24408
18553
1974.6
13337
20813
20976
4049.6
16571
41145
3626
5353.1
7222.8

10292.5
2410.69
49518.6
6240.22
76815.5
20289.4
29437.9
83078.6
68047.1
5891.01
41150.3
61150.9
8843.83
27455.3
15686.4
35959.1
1948.57
1767.64
3607.34
105858
26869.5
117037
26320.6
86034
56132.1
10723.9
56108.7
12369.5
24147
7552.85
40071.8
22457.1
47595.7
13025.2
6399.71
4765.45
25342.4
8988.99
4031.32
38232.8
7137.3
4984.5
7877.22
4406.35
18607.7
20816.2
3617.88
5379.47
41372.2
14935.8
10554
14120.8
4925.67
7637.76
4265.88
32142.8
31556.3
11072
7304.44
18535.3
7068.71
1792.57
6732.42
7221.83
32187.4
2677.77
10385
6679.69
2030.81
2575.69
3196.5

10642
2273
82907
20666
NA
NA
77742
37457
53054
9165
12247
99651
NA
20084
43412
68512
2155
2032
2834
91700
22566
11798
43092
62826
1E+05
27606
22863
17528
45518
22841
35289
32525
NA
29905
14336
4857
35256
27308
NA
54216
7661
14584
NA
9318
NA
23915
6318
17881
35276
11601
7651
31566
7245
8890
2508
16877
16168
5274
39342
28741
NA
3227
11288
13055
23856
NA
13961
10901
2884
3644
3363

26384
5964.3
25519
40839
36655
10350
48332
4432.1
75731
4580
31863
21224
32644
112380
24198
40942
1103.9
894.77
1648
105116
26691
60653
7859.6
16144
21680
16579
46794
87105
21912
4116.2
29914
39265
22391
7511.3
1688.3
1874.8
13323
10718
15007
21976
1312.8
2259.9
6672.2
3775.4
7233
3795.9
15465
1555.9
48755
15578
11924
12877
4535.6
14035
1363.1
43625
42967
8824.9
3941.7
16824
11087
3691.9
13545
12414
27683
706.97
2997.7
2537.7
557.66
835.71
2519.5

36599.7
7721.78
43994.9
13192.4
91875
52506
57761.9
6425.23
77882.7
35859.3
36101.4
69015.5
109094
136285
43881.4
95958.5
4427.92
5263.28
8306.5
92163.5
224774
32903.5
39842.1
58591.1
1852.03
25169
101284
68230.4
38288.2
12620.7
47102.3
18141.4
36358.4
24644
15977.7
11831.7
62604.1
26384.5
29402
54210
7666.96
10357.1
28533.4
10894.1
20857.1
21905.5
15703
12560.9
42881.3
133134
11125.1
22278.5
6722.1
2866.43
8320.62
24109.2
24204.5
8035.11
10291.4
37397
27489
5617.5
21348.6
18207.9
26078.5
3402.16
10264.1
8843.17
4215.76
2709.12
17460.3

48036
12333
55122
16040
50840
25413
30051
62064
126965
23385
86942
84219
33746
84448
43127
46327
2867.6
2804.5
4453.3
91872
25905
32503
31839
48085
38476
12768
48931
77493
30453
21976
34464
12775
40000
12940
10019
9266.2
37567
16316
6109.6
48201
5946.9
6826.9
11743
5279.6
20593
17686
11054
4693.2
44173
15502
10858
14172
5459.2
10869
5681.6
24030
23277
7659.9
8465.5
23709
9091
3283.6
12133
10578
22934
3726.8
7236.8
NA
3652.5
2386.1
6537

88288.7
20159.1
130360
87669.7
134044
62348.4
43930.7
2960.9
68480.8
103959
29138.2
96271.2
118275
70252
120129
72199.7
3854.41
2428.91
4102.33
96318.8
21810.8
34659.1
47354.8
53331.5
NA
32167.2
2120.62
29316.7
37308.1
18426.3
44599
68040.5
56369.5
65848
22794.7
62696.8
55901.2
30543
3931.62
54594.8
6488.23
24532.1
10836.6
31771.4
50932.5
46894.2
45557.3
48913.7
40776.2
11808.3
10932.9
40131.7
11160.3
3858.02
5777.45
22518.2
21916.9
7260.26
17873.2
4729.22
13881.4
25603.1
20988.9
14551.2
20103.8
9386.42
5551.34
8844.08
3234.53
4920.63
7458.85

116079
28080
167080
93755
134126
57986
135780
7060
114487
141483
25996
116707
116477
32917
36367
94301
3149.8
2925.7
4831.1
99584
22216
19876
36569
43918
NA
89624
68821
15531
32659
14449
68832
14439
66427
59027
22280
59753
45319
62230
6427.9
56914
13858
18864
4776.5
27254
24438
36486
16298
25503
42056
13216
11665
25486
27608
11831
11314
25942
26302
8672.7
28827
22540
12166
24165
15120
33060
19174
13017
6653.3
29300
2481.7
8249.6
24182

70279.9
17337.5
173907
130419
152794
49963.7
36527.4
3365.46
111719
40441.7
19074.6
412315
135582
30957.6
102039
24637.4
4933.97
5930.29
7548.04
99117.3
22807
26580.2
15402.1
48782.6
NA
48122.8
15010.1
17892.3
49784.8
69089.8
37712.7
212325
22873.8
37219.9
10531.7
56312.2
49298.2
62365.3
5391.78
29793.7
57297.6
16588.5
5324.95
44896.2
40908.1
12561.4
2510.07
38586.9
41784.6
14149.8
10651.8
20968.3
47550.6
12845.6
44624.9
24477.7
24155.7
7909.22
8357.67
33665.2
121149
36950.3
34573.2
12710.7
25435.1
15036
15022.6
20112.9
26298.4
6113.23
7189.24

96080.4
23968
107305
50633.4
132112
21104.4
73317
6193.26
77635.3
100805
19434.7
67638.7
51741
83387.1
45641.8
56428.9
2127.55
2086.07
4059.84
88906.3
21316.2
10418.3
37250.3
111245
NA
40114.3
1533.66
16407.8
21855.5
21865.9
46710.7
31428.4
58695.7
32457.5
18665.2
58042.2
29852.9
36309.5
10148.1
54592.3
8480.99
30879.3
4183.39
54612
48944.6
20585.6
41307
39203.5
43053.3
13175.2
10828.5
47576.9
10298
11591.3
2429.29
17922.7
18411
5981.42
29672.5
13625.6
9070.95
10235
18585.6
21776.8
19415.8
31526
3076.76
25574.9
1467.83
3042.92
19058.9

95412
22646
144592
54434
85946
18104
1052.4
3432.3
90173
119343
29432
99879
105842
20464
33034
43092
2409.5
2501.6
4778.3
108210
22920
24175
33251
8530.6
NA
102321
2607.6
16147
29765
8088.7
21278
15058
36602
31243
17786
48003
35717
59712
1966.9
47863
11416
6399.2
2973.8
25579
41322
29125
2153
20956
43146
14451
12242
16630
37889
25624
3923.3
25473
26987
8915
14055
13098
10255
22967
29042
14616
24548
14435
9579
12869
2116.5
5647.7
24048

85318
19778
148802
157206
106765
35033
22909
8278.7
74920
60174
41028
79454
100617
80150
55595
76157
5267.5
2186.7
3879.8
119751
24930
16129
42298
18181
NA
60434
4996
37088
24175
19189
42964
45768
61371
59007
20348
52670
59271
41345
5044.4
59400
10004
23114
5449.8
28658
48372
40131
37941
39845
41944
12269
11273
32214
15578
45484
42714
26063
28239
8656.7
10476
8181.3
10479
21093
28084
16050
17670
13299
4956.7
23196
18972
6385
20371

100989
23417.7
173709
123613
108895
46257.6
48762.2
5604.92
55675.4
70971.9
50130.5
112013
112420
83702.1
45575.3
122266
6385.15
2706.41
4436.72
97262.5
22596.1
16678.4
37087.7
14738.1
NA
39828.5
11857.1
28041.4
30208
14524.5
33053.4
25462.8
55607
64118.6
15355.3
56965.2
52741.7
37255.4
6947.18
54522.4
5652.05
21439
5831.43
31167.9
23264.3
36905.6
49191.1
25754.3
41690.2
13360.4
10112.8
38501.9
13094.5
33203.7
4514.52
22077.3
22054.3
7880.74
31202.3
14760.5
14273.4
20207.7
29274.2
20845.8
21089.4
20707.4
5593.28
12227.6
2316.39
5041.08
24147.8

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative



ANALISIS PROTEOMICO Y METABOLOMICO

281

peak id Mass
634  220.89
635  328.06
636  125.01
637  110.98
638  187.13
639  368.04
640  192.03
641  155.07
642  485.2
643  157.01
644  330.07
645  207.01
646  130.05
647  149.06
648  202.09
649 212
650 271
651  128.04
652  201.12
653  215.17
654  203.02
655  258.04
656  137.04
657  152.99
658  174.95
659  118.94
660  182.93
661  101.02
662  113.04
663  138.94
664  113.05
665  167.04
666  204.07
667  164.06
668  172.14
669  325.18
670  263.07
671  262.06
672 201.14
673  588.08
674  237.12
675  90.028
676  429.13
677 184.1
678  172.96
679  94.993
680  245.03
681  73.25
682  185.06
683  243.97
684  188.06
685  288.13
686  254.91
687  98.025
688  201.05
689  327.06
690  171.07

RT 1.mzXML 2.mzXML 3.mzXML 4.mzXML 5.mzXML 6.mzXML 7.mzXML 14.mzXML 15.mzXML 16.mzXML 18.mzXML 19.mzXML 20.mzXML 21.mzXML polarity

11233
750.4
809.9

530.38

228.11

716.88

454.81

761.66

1044.3

589.63

621.32

857.41

534.58

271.05

234.31
479.2

805.25
421.7

675.88

220.04
784.2

793.97

542.47

868.35
831.4

911.13

1086.9

866.16

440.38

1123.1

776.23

787.38

478.32

673.17

223.39

1426.7

476.21
678.8

1055.6

869.93

418.91

821.51

713.64

614.97

909.74

1321.6

872.88

206.98

611.02

814.72

525.73

876.75

816.01

422.69

806.15

699.17
634.5

7719.63
7925.68
10104.9
2194.81
1407.18
7440.81
547.34
7925.27
NA
7915.84
8286.94
NA
4878.79
5609.8
2800.01
1277.07
15621.1
717.74
NA
1121.72
2664.14
909.43
1926.1
1695.48
6030.42
2298.28
11507.9
NA
NA
10398.2
NA
1777.91
370.85
NA
679.35
7999.68
NA
NA
438.59
3285.89
4677.25
1661.05
1918.92
NA
8336.62
NA
6080.91
NA
302.11
4017.48
320.04
793.14
2740.85
677.29
NA
5797.33
1398.93

22095
23674
23639
5049
NA
19618
1075.5
3367.2
16279
16035
12305
13903
3060.7
6477
1883.4
5666.9
11662
2670.1
5559.4
1871.8
9170.2
2038.2
2221.6
11102
6542.9
7213.1
11379
5858
3347.9
10117
4324.6
3136.8
3017.2
4931
2142.9
8635.8
182.39
5617.6
3921.1
9203.8
4681.9
6674.8
4425.6
2059.1
3567.3
7495.3
6122.3
NA
710.63
4883.5
1782.3
4965.6
4412.6
12211
2290.9
5011.5
5044.9

21267.2
10604.7
16267.2
6537.07
2788.9
4147.02
754.11
21124.9
10430.8
10886.6
13821.4
1366.89
4232.26
3287.1
1085.63
2328.39
11611.9
6147.24
3099.67
2020.96
8443.3
1376.56
1143.66
4564.09
7387.66
3104.28
9257.25
1997.25
1270.36
9813.24
1751.84
4330.07
2361.97
2524.34
2075.07
9352.99
NA
1349.67
2477.46
3301.47
9015.07
2957.17
6213.53
421.87
6902.94
7681.98
7495.99
NA
508.07
4719.03
2741.44
1981.9
4339.48
1932.77
1030.36
3671.56
3638.6

22974
17641
NA
3009
3313
2021
2763
NA
20027
16410
19178
NA
5741
7750
4426
5633
10475
1055
2398
1971
10005
5667
2427
6454
11931
4173
9798
NA
NA
10618
2435
2483
3240
3857
2211
8544
NA
NA
3384
6321
5042
8422
5423
NA
4650
3679
4753
NA
1022
4394
1530
4362
3513
1717
1566
5452
2038

22768
7452.9
7251.4
1795.8
8164.3
NA
4046.4
5714.4
4583.2
16554
7633.4
525.79
5392
4718.4
8616.3
6197.5
10135
6614.2
850.48
4148
8239.4
1225.8
1787.9
2138
6915.3
4043.8
10777
2086.5
5632.8
10443
410.6
3174.9
2171.2
1458.7
4425.7
8721.5
NA
1108.9
893.74
910.12
9123.6
3882.9
7195.7
2092
6977.6
6984.6
6758.3
3551.1
605.13
5934.8
513.43
938.57
4238.4
1577.8
908.81
2637.7
3700

23591.3
15414.9
22232
7701.98
5597.62
3391.49
775351
3941.89
13736.3
17619.7
15829
7237.55
7169.47
15259.1
8892.21
12778.3
12466.7
6541.51
7992.14
5714.21
7573.9
3073.42
4935.69
9461.1
7933.34
12144.2
10719.5
11943.7
11915.1
10091.6
2426.72
3213.67
9126.01
2263.03
5125.01
7799.98
523.98
1288.95
5937.35
6994.89
5749.58
7825.11
1621.3
1403.8
4484.38
7056.19
4296.24
831.33
821.52
6863.8
4553.98
4366.33
4636.76
1999.31
1496.67
4967.62
2932.66

23460
16977
14047
4840.6
NA
1881.6
3247.4
2862.9
15669
19649
17050
2941.6
5281
10670
8680.2
7021.7
10921
5280.4
5336.6
3743.1
12222
2915.5
2671.1
6966.4
8483.9
5604.5
9484.3
5836
8264.1
10646
1423.3
5088.7
4173.7
2139
7887.1
8867.7
NA
1647.9
3407
5312
6573.4
4414.9
3264.2
1782.5
6425
7168.4
5113
721.51
2159.3
6107.5
1970.7
3520.3
5971.7
5134.9
1307
3783.7
3406.7

21879.3
15996.9
15343.8
10420.2
9016.9
2921.61
13030.9
7958.49
11096.3
16271.7
12305.5
9168.4
9569.1
10089.9
9068.93
15710.1
9581.39
7097.9
4620.35
10643.5
13450.5
9403.36
3771.79
9471.74
6775.02
9897.06
11227.1
11758.3
4475.55
9823.81
11421.4
4013.2
3653.42
782.63
3735.52
9549.52
5979.07
7788.79
5517.77
6024.82
6817.48
9114.14
6451.41
3595.08
3173.48
6912.34
5174.68
2719.09
3512.9
4044.96
3957.45
6629.33
3735.68
2204.78
4594.01
NA
2490

23869
15936
18518
2460
11839
2609.7
20512
7935.7
9681.4
17787
13680
19126
8435.6
10923
7632.4
5035
11039
4789.5
3761.6
8053.1
10807
11775
4889.1
6293.7
8989.4
7255.9
10000
8182
5558.6
10786
5428.2
5744.2
7217.9
10478
9129.2
8543.9
6841
4914.5
3936.2
6539.5
7274.6
6942.2
1556.8
4449
4647.3
7435.7
4732.7
3368.2
3916.5
6564
4046.2
4711.9
5887.8
1505.4
3277.8
1282.2
3136.2

14746.1
4748.35
16372
2413.67
8164.08
NA
21279.5
13355.8
10691.8
13656.3
6775.06
4644.44
12589.6
14340.8
14013.6
14851.9
10951.9
5023.91
7964.59
9136.4
12153
6329.65
3260.57
2833.42
9483.4
6703.96
8318.49
7464.02
8536.23
9492.4
6754.83
5076.89
10882.1
10486.4
6933.29
8324.42
9610.19
2513.82
9169.02
1038.73
6214.62
6071.44
NA
5123.08
4883.42
6826.27
6238.11
7293.53
3257.42
6588.47
4281.66
3002.92
5509.25
1405.33
2440.33
2016.77
3535.62

19938
13578.1
10866.7
2187.09
3495.72
8429.76
4843.63
7312.17
8471.78
15382.2
16171.2
15501.1
5611.63
6433.18
3853.31
2466.73
5637.36
5712.64
2090.85

2156.8
9204.75
8340.55
1565.31
9547.79
12190.8
5121.44
9658.26
4804.22
2576.68
10728.4
9858.42
8100.15
3018.66
7101.08
3091.34
9380.59
3002.05
9273.89
2347.35
6332.25

5922.6
5365.97
3122.17
3814.56
3672.19
7180.28
3537.67
2079.21
2771.42
4148.68
4098.06
3466.11
4841.07
1470.35
2351.37
2316.34
2733.72

23366
15002
13316
2927.5
22705
5397.7
13001
5103
8250.8
16879
17845
11374
6500.2
12614
7681.4
2179.9
10179
5068.5
21179
13624
72215
7130.2
3939
4721.8
8976
4957.4
10468
6948.1
7317.6
10257
4993.7
10964
7617.3
4900.8
8138.2
7706.1
8267.1
17473
2793.8
3608.1
7389
5013
NA
5411
4410.8
7286.4
5724.6
7267.9
1591.2
6593
3689
3367.7
6344.1
1450.7
2380.8
2282.6
965.51

21667
10396
12973
4877.3
4757.6
1399.2
13440
6431.1
8881.8
17580
12884
13011
18709
18180
14712
1436.4
7080.4
5647
6580.9
3901.8
10250
13360
6686.1
7693.7
7496.6
2802.3
10468
7815.3
3059.7
10144
9436.3
5891.2
4361.8
7029.1
4382.2
8644.8
7386.1
6705.2
4331.7
4900.6
7430.3
6787.3
8178.4
3619.2
3321.1
6852.7
3574.3
4455.7
6315
3953.5
4330.1
1329
4590.5
1233.4
5200.7
573.67
1412.9

22631.7
141935
13003.4
3796.53
144947
NA
11336.6
4726.07
10754.1
15802.5
13447.1
14019.1
13066.6
15847
9135.66
5034.03
8072.82
7933.52
5256.49
8379.91
11003.6
8446.41
2310.55
5648.23
8364.35
3234.63
9142.72
114777
6602.6
10841.9
6308.42
7292.78
8401.69
8380.86
9696.52
9269.03
5973.35
7245.8
3217.63
5760.68
7023.7
5609.89
3989.06
4438.61
4296.89
7104.42
4675.77
3034.78
5929.33
4530.13
5057.63
4796.1
5118.41
1887.26
4700.76
1624.62
1045.03

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative



